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Zusammenfassung

Metalloxid-Nanopartikel kommen heutzutage immer mehr in Bereichen des taglichen Lebens,
in der Medizin sowie auch in der Hightech-Industrie zum Einsatz, da ihre neuartigen und
vielversprechenden Eigenschaften zur Verbesserung der Produkte dienen. Insbesondere Silizi-
umdioxid Nanopartikel (SiOy NP) werden schon seit Jahren in grofsen Mengen hergestellt und

sind als schwach pathogen eingestuft.

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass SiOs NP zytotoxisch sind und
Entziindungsreaktionen auslosen, was bereits teilweise aus der Literatur bekannt war. Kaum
Informationen gab es dagegen iiber die zellularen Mechanismen SiOo NP Wirkung. Es sollte
deshalb in dieser in vitro Studie aufgeklart werden, wie die Regulation der Zellantworten nach
Exposition mit SiO2 NP auf zelluldrer und molekularer Ebene gesteuert werden. Besonderes
Interesse galt dabei der Uberpriifung der Hypothese, dass Nanopartikel ihre toxische Wirkung
durch Auslésen von oxidativem Stress vermitteln. Mittels Flammsynthese generierte, amorphe
SiOy NP (Aerosil®200) wurden dabei in Submerskultur in murinen RAW264.7 Makrophagen
auf die Endpunkte Viabilitdat und Zelltod, ROS Generierung, der Induktion stress-sensitiver
Signalwege sowie verédnderter Genexpression von anti-oxidativen Enzymen und proinflamma-
torischen Mediatoren untersucht. Der Fokus lag dabei insbesondere auf der Aktivierung des
MAPK-Signalwegs sowie der redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren AP-1 und Nrf2. Zur
genaueren Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen kamen verschiedene Inhibitoren

fiir die einzelnen Signalwege zum Einsatz.

Es konnte gezeigt werden, dass die SiO2 NP serumabhéngig toxisch auf die Makrophagen
wirkten und Zelltod hauptséchlich iiber Nekrose erfolgte. Untersuchungen zur Aufnahme der
Partikel in Abhingigkeit von Serum zeigten, dass die Partikel in Anwesenheit von FCS iiber
Phagozytose bzw. Pinozytose aufgenommen werden und intrazellular in Vesikeln lokalisiert
sind. Im Gegensatz dazu wurden die SiO2 NP ohne FCS wesentlich schlechter aufgenommen
und lagen nicht Membran-umschlossen im intrazelluldren Raum vor. Die erh6hte Toxizitét in
Abwesenheit von Serum konnte daher nicht mit der Aufnahme der Partikel korreliert werden.
Zusétzlich konnten jedoch iiber TEM-Analysen und Hellfeldaufnahmen Marker fiir Autophagie
unabhéngig von der An- bzw. Abwesenheit von FCS gefunden werden, deren Ausbildung in
Anwesenheit von FCS lediglich zeitlich verzogert erfolgte. Uber Autophagie kénnte ein mogli-
cher Bezug zu LMP-vermittelten Zelltod (LMP = lysosomale Membran-Permeabilisierung)
hergestellt werden.

Hinsichtlich der Aktivierung stress-sensitiver Signalwege nach SiOs NP Exposition konnte
gezeigt werden, dass zum einen eine Aktivierung der MAPK-Signalwege stattfand, wobei keine
ROS detektiert wurden und eine Beteiligung von oxidativem Stress an der zellularen Stressant-

wort ausgeschlossen werden konnte. Das Genexpressionsprofil nach SiOs NP Behandlung zeigte



eine starke Induktion inflammatorischer Mediatoren wie TNF«, IL-13, IL-6, MCP-1, Cxcl2,
COX-2 und iNOS. Allerdings konnte eine entsprechende Proteinsynthese und Freisetzung nur
im Fall von TNF« festgestellt werden. Die anti-oxidative Zellantwort hingegen wurde nur sehr
schwach aktiviert.

Mit spezifischen Inhibitoren konnten eine Regulation der untersuchten proinflammatorischen
Gene iiber die MAP-Kinasen nachgewiesen werden, allerdings hatte eine Hemmung der MAPK
Signalwege keinen Einfluss auf den SiOg NP induzierten nekrotischen Zelltod der Makrophagen.
Umgekehrt ist jedoch nicht ganz auszuschlieffen, dass die beobachteten Signalaktivierungen ein
Resultat der Toxizitdt waren, da unter subtoxischen Bedingungen nur eine leichte Aktivierung
der Genexpression sowie auch das Auftreten von Autophagie gezeigt werden konnten. Zusam-
menfassend konnte neu gezeigt werden, dass die Toxizitdt von SiOs NP nicht auf oxidativem
Stress basiert und dass iiber die Aktivierung der MAPK-Signalwege die proinflammatorischen
Zellantwort gesteuert wurde. Die Zusammenhénge zwischen nekrotischem Zelltod, Autophagie
und Signalvermittlung miissen allerdings noch genauer untersucht werden, um die Mechanismen

der SiO2 NP induzierten Toxizitédt vollsténdig verstehen zu kénnen.



Abstract

Metal-oxide nanoparticles are used in more and more applications of our everyday life, in
medicine and in the high-tech industry because of their special and promising properties which
can improve the properties of the products. Especially SiOy nanoparticles (NP) are being

produced in large quantities since many years and are regarded as low-pathogenic.

The present study however showed that SiOy NP are cytotoxic and induced inflammatory
responses which was partly known from the literature. But only few information were available
on the cellular mechanisms of the SiO9 NP effects. The aim of this in vitro study was therefore
to elucidate the regulation of the responses upon exposure to SiOs NP on cellular and molecular
level. The prevailing hypothesis of oxidative stress as mode of action for nanoparticle-mediated
toxicity was also being reassessed. Flame-synthesis generated amorphous SiOo NP were being
tested in murine RAW264.7 macrophages under submerged conditions. The assessed biological
endpoints comprised viability, cell death, ROS generation, induction of stress-sensitive signaling
pathways and altered gene expression of antioxidant enzymes and proinflammatory cytokines.
Especially the activation of the MAPK-signaling pathways as well as involvement of redox-
sensitive transcription factors Nrf2 and AP-1 was being evaluated. To clarify the underlying

mechanisms a set of specific inhibitors of the different signaling pathways has been used.

The experiments did show a serum-dependent toxicity of the SiOy NP which resulted mainly in
necrotic cell death. Uptake studies in presence or absence of serum demonstrated a phagocytotic
or pinocytotic particle uptake under serum conditions which resulted in cytosolic vesicular
localisation of the particles. Lack of serum hindered particle uptake and resulted in cytosolic
localisation without membrane enclosure. A correlation between increased uptake and higher
degree of cytotoxicity could not be made. In addition to that TEM-analysis as well as light
microscopic analysis showed distinct markers of autophagy in macrophages independent of
serum present. This might link autophagic processes to LMP-mediated cell death (LMP =
lysosomal membrane permeability).

In context of activated stress sensitive signaling pathways SiO2 NP induced MAPK-signaling
could be observed whereas no ROS were being generated and oxidative stress as mode of
action for the cellular stress response could be excluded. The gene expression profile after
particle exposure showed a strong induction of inflammatory mediators such as TNFq, IL-15,
IL-6, MCP-1, CXLC2, COX-2 and iNOS, which could only be validated for TNFa synthesis
and secretion. The anti-oxidative stress response upon particle exposure was only weakly
activated. Using a specific set of MAPK-inhibitors, influence of MAPK on gene expression
patterns could clearly be demonstrated whilst no effect of MAPK inhibitors could be observed
upon necrotic cell death. On the other hand effects of cytotoxicity on induction of signaling

pathways and altered gene expression cannot fully be excluded as subtoxic concentrations of



SiO2 NP only slightly induced gene expression and occurrence of autophagy could be observed.
Taken together it could be shown that SiOy NP toxicity to macrophages is not based upon
oxidative stress and that MAPK-signaling is mediating proinflammatory cellular response.
The possible correlations regarding cell death, autophagic processes and signaling need further

clarifications to fully explain the mode of action of SiOy NP toxicity.
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1 Einleitung

1.1 Nanomaterialien

Die Nanotechnologie gilt als eine der Schliisseltechnologien des 21. Jahrhunderts. Schiatzungen
der US National Science Foundation (NSF) zufolge soll das Marktpotential dieser Indus-
trie bis zum Jahr 2015 auf bis zu 1 Billiarde US Dollar ansteigen. Anwendung findet die
Nanotechnologie in vielen verschiedenen Branchen wie der Automobilindustrie, Kommunika-
tionstechnik, Maschinenbau, Bio- und Umwelttechnik, aber auch in der Chemie, Pharmaszie
und der Kosmetik- und Lebensmittelindustrie. Geméafs der DIN-Norm aus dem Jahre 2008
(CEN ISO/TS 27687:200) erfolgt die Bezeichnung der Nanomaterialien nach ihrer Struktur
in Nanopartikel (in drei Dimensionen <100 nm), Nanostdbchen (in zwei Dimensionen <100
nm) und Nanobldttchen (<100 nm in einer Dimension). Unter dem Begriff Nanoobjekte
werden Agglomerate und Aggregate zusammengefasst, die zwar grofser als 100 nm sind, sich
aber urspriinglich aus Nanopartikeln zusammensetzen. Im Vergleich von Nanopartikeln mit
dem dquivalenten Bulkmaterial besitzen diese ein sehr grofies Verhéltnis von Oberfliche zu
Volumen, so dass sich vollig andere physikalisch-chemische Eigenschaften ergeben. Dies betrifft
Veranderungen von Leitfahigkeit, Magnetismus, Farbe, Harte, Schmelzpunkt, Lichtabsorption

oder chemische Reaktionsfahigkeit.

1.1.1 Anwendungsgebiete der verschiedenen Nanomaterialien

Titandioxid Nanopartikel (TiO2) werden beispielsweise als Zusatzstoff in Sonnencremes zur
Reflektion von UV-Strahlung eingesetzt. Als Weifspigment findet es Anwendung in Farben,
Lacken, Kunstoffen und Papier und unter der Kennzeichnung E171 wird es als Lebensmittelzu-
satzstoff gefiihrt, der u.a. in Zahncremes, verschiedenen anderen Kosmetika und Medikamenten
zu finden ist. Eisenoxid-Nanopartikel werden in der Medizintechnik bereits als Kontrastmittel
eingesetzt und finden bereits Anwendung in der gezielten Tumor-Therapie (Neuberger et al.,
2005). Carbon Black (CB), auch Industrieruft genannt, wird hauptséchlich als Fiillstoff in
der Gummiindustrie oder als Schwarzpigment in Druckerfarben, Lacken oder auch in Mascara
verwendet. Synthetische Siliziumdioxid-Nanopartikel (SiO2 ) besitzen ebenfalls ein breitgefa-
chertes Anwendungsspektrum. So werden sie z.B. bei Farben, Lacken zur Verbesserung der

Fliekfahigkeit eingesetzt. Als Lebensmittelzusatzstoff mit der Kennzeichnung E551 werden sie
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in pulverférmigen Lebensmitteln zur Verbesserung der Rieselfdhigkeit bzw. zum Verhindern
des Verklumpens verwendet. Unter der Bezeichnung hochdisperses (nanoskaliges), amorphes
SiOy ist es in verschiedensten Produkten der Pharmaindustrie (Tabletten, Zéapfchen, Gele)
enthalten (FAO/WHO 2010; OECD 2005).

1.1.2 Risiken der Nanotechnologie

Die Nanotechnologie und insbesondere ihre Produkte sind in fast jedem Bereich des mensch-
lichen Lebens zu finden. Daher sind mogliche gesundheitsschadigende Aspekte fiir Mensch
und Umwelt nicht aufer Acht zu lassen (Xia et al., 2009; Oberdorster et al., 2005). Durch
die Industrialisierung im letzten Jahrhundert hat sich die Partikelbelastung, der Mensch und
Umwelt téglich ausgesetzt sind, stark vergrofert. Zahlreiche epidemiologische Studien konnten
eine Korrelation zwischen der Exposition mit Partikeln (inhalierbare Fein- und Ultrafeinstéube)
und einer erhohten Rate der Morbiditét bzw. Mortalitdt feststellen (Pope et al., 2004; Dockery
et al., 1993). Ultrafeinstdube (UFP) liegen im Grofenbereich bis 100 nm, wozu auch die
Nanomaterialien gezahlt werden kénnen. Untersuchungen von Fein- (<2.5 pm) und Ultrafein-
partikeln (<0.1 pm) zeigten, dass die UFP bei gleicher Masse im Vergleich zu den Feinpartikeln
verstarkte Entzliindungsreaktionen und Lungenkrankheiten auslosten. Bei Instillationsexperi-
menten mit feinen (100 - 1000 pm) und ultrafeinen (100 nm) TiO2 Partikeln in Ratten wurde
eine hohere Toxizitdt der UFP gefunden, was auf die grofsere Oberfliche und erhéhte Re-
aktivitdt der Nanopartikel zuriickgefiihrt wurde (Oberdorster et al., 2000; Nemmar et al., 2003).

Eine Exposition mit synthetischen Nanomaterialien kann am Arbeitsplatz, durch die Ver-
braucherprodukte selbst oder umweltbedingt (Freisetzung bei der Herstellung, Verwendung
oder Entsorgung der Produkte) geschehen. Am Arbeitsplatz gibt es festgelegte Arbeitsplatz-
grenzwerte fiir luftgetragene Partikel, welche jedoch massebezogen angegeben werden. Dass
die ultrafeinen Partikel bzw. Nanopartikel eine viel geringere Masse haben, wird dabei nicht
berticksichtigt (Krug et al., 2007). Bislang gibt es noch keine festgelegten Grenzwerte fiir
die Exposition mit Nanomaterialien, weshalb 2009 die Arbeitsgruppe Nanotoxikologie der
MAK-Kommission (MAK = Maximale Arbeitsplatz Konzentration) gegriindet wurde. Der
Bericht des Umweltbundesamts vom Oktober 2010 iiber die Emission von Nanopartikeln aus
ausgewahlten Produkten zeigte deutlich auf, dass Nanopartikel aus den hergestellten Produkten
wieder austreten konnen. Als Beispiele sind die Auswaschung von TiOs NP aus Wandfarben
oder die Freisetzung von Carbon Black aus Druckertoner oder Reifen angefiihrt (UBA, 2010).
Bislang gibt es aber noch keine gesicherten Erkenntnisse dariiber, ob industriell hergestellte
Nanomaterialien ein Gesundheitsrisiko fiir Mensch und Umwelt darstellen, weshalb es einer
genaueren Uberpriifung hinsichtlich der biologischen Wirkungen dieser Materialien bedarf (Xia
et al., 2006; Oberdorster et al., 2007).
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Aufnahmewege

Nanopartikel konnen iiber mehrere Wege in den menschlichen Kérper gelangen. Der Hauptauf-
nahmeweg erfolgt iiber Inhalation in den Atemtrakt, die Partikel konnen aber auch iiber die
Haut, den Verdauungstrakt oder direkt fiir medizinische Zwecke durch intravendse Injektion in
den Korper gelangen und dort mit Blut, Zellen, Proteinen oder der DNA interagieren (Nel et
al., 2006; Oberdorster et al., 2005).

Aufnahme iiber die Haut

Studien des EU-Projekts NANODERM zeigten, dass trotz dermaler Applikation von TiOq
und ZnO NP die gesunde Haut eine gute Schutzbarriere darstellte und keine NP in die
tieferen Hautschichten vordringen konnten (Butz et al., 2007). In vitro Untersuchungen mit
humanen Keratinozyten zeigten nach Exposition mit SWNT (single wall carbon nano tubes)
die Induktion von oxidativem Stress und eine proinflammatorischer Zellantwort (Shvedova et
al., 2003).

Aufnahme iiber den GI-Trakt

Nanopartikel konnen direkt iiber die orale Aufnahme von Medikamenten oder Nahrung, aber
auch durch Verschlucken zuvor inhalierter Partikel (Hoet et al., 2004) iiber den Gastroin-
testinaltrakt (GIT) in den Korper kommen. Dort gelangen sie iiber den Darm ins Blut und
verteilen sich im ganzen Korper (Jani et al., 1990). Nach Sonden-Verabreichung von Kupfer
Nano- und Mikropartikeln in M&ausen wurden schéidliche Effekte, insbesondere in Leber, Milz
und Nieren nur fiir die Nanopartikel und nicht fiir die Mikropartikel beobachtet (Chen et al.,
2006).

Aufnahme iiber die Lunge

Der Hauptaufnahmeweg fiir Nanopartikel stellen die Atemwege dar. Beim Einatmen gelangen
die Partikel durch den Mund bzw. die Nase in die Lunge und werden je nach Grofe in
den verschiedenen Bereichen der Lunge deponiert. Im oberen Respirationstrakt deponieren
hauptséchlich Partikel > 2.5 pm, wihrend feine Partikel (< 2.5 pm) in die Bronchien sowie die
Bronchiolen und Alveolen gelangen konnen. Ultrafeine Partikel bzw. Nanopartikel (< 0.1 pm),
kénnen in den Alveolen die Gas-Blutschranke passieren und sich iiber die Blutzirkulation im
Korper verteilen und sekundére Zielorgane wie Herz, Leber oder das zentrale Nervensystem
erreichen (Heyder et al., 1986). Inhalationsstudien an Ratten mit Iridiumpartikeln (15 und
80 nm) zeigten, dass nur ein sehr kleiner Teil der Partikel (1 %) in sekunddren Organen wie
Herz, Leber, Milz und Gehirn wiedergefunden werden konnte (Kreyling et al., 2002). In den
Alveolen deponierte Partikel kbnnen zum einen je nach Loslichkeit langerfristig akkumulieren,
von Alveolarmakrophagen phagozytiert und abtransportiert oder aber von den alveoldren
Epithelzellen aufgenommen werden (Oberdorster et al., 2005). Bei Inhalationsstudien an

Ratten, die mit TiOs Partikeln (21 nm, 250 nm) {iber 12 Wochen exponiert wurden, zeigten
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die Nanopartikel im Vergleich mit den Mikropartikeln eine verstirkte Entziindungsreaktion
und eine léngere Verweildauer in der Lunge (Ferrin et al., 1992). Die stérkeren Effekte
der Nanopartikel wurden dabei auf die grofere Oberflaiche der Partikel und nicht auf die
Partikelgrofie selbst zuriickgefiihrt. Nach Inhalation von SWCNT in M&ausen konnten eine
frithe Immunreaktion und oxidativer Stress nachgewiesen werden, was letztlich zur Ausbildung

von granulomatser Pneumonie und interstitieller Fibrose fithrte (Shvedova et al., 2008).

1.1.3 Toxizitat von SiO,

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Wirkung von amorphen SiO, NP lag, soll im
Folgenden auf die bisher hierzu publizierten Arbeiten néher eingegangen werden. Siliziumdioxid
kann entweder kristallin oder amorph vorliegen. Von natiirlichem kristallinem SiOy (Quarz)
ist bekannt, dass es nach chronischer Inhalation die progressive fibrotische Lungenerkrankung
Silikose (Pneumokoniose) auslosen kann. Exposition mit kristallinem SiOs findet vor allem
am Arbeitsplatz statt, beispielsweise im Bergbau oder bei der Verarbeitung von Edelsteinen
(Hessel et al., 1987; Calvert et al., 2003).

Kristallines SiOo

Von kristallinen SiOy Partikeln (0,5 - 10 pm) ist bekannt, dass durch die Generierung von ROS
oxidativer Stress in der Zelle ausgelést wird und es zu einer starken proinflammatorischen
Antwort kommt. DNA-Schéden nach Exposition von humanen Lungenepithelzellen mit Quarz-
Partikeln konnten ebenfalls gezeigt werden (Schins et al., 2002; Fanizza et al., 2007). Eine
Aktivierung der Signalwege von AP-1 und NF-xB wurde ebenfalls nach SiO9 Exposition in vitro
sowie auch in vivo nachgewiesen (Castranova, 2004). Untersuchungen in vitro sowie auch in
vivo konnten zeigen, dass eine Aktivierung des Nalp3-Inflammasomkomplexes nach Exposition
mit kristallinem SiOs stattfand und die inflammatorische Antwort sowie die Entwicklung einer

Lungenfibrose Nalp3-abhingig waren (Hornung et al., 2008; Cassel et al., 2008).

Amorphes SiOs

Studien aus den 50er Jahren an Ratten, die mit Aerosil®200 (amorphes SiOy ) intratracheal
exponiert wurden, zeigten bereits neben toxischen Effekten eine Vergroferung der Lunge
mit einhergehender Fibrose (Schlipkoter et al., 1956; Schiller, 1955). Auch eine hamolytische
Wirkung von SiO2 NP konnte schon nachgewiesen werden (Harley und Margolis, 1961). Intra-
tracheale Instillation von 14 nm SiOo NP fiihrte in Mausen zu einer transienten Inflammation,
gekennzeichnet durch die starke Infiltration von Neutrophilen in die Lunge sowie auch erhohter
mRNA- und Protein-Level von Zytokinen (TNF«, IL-13, IL-6, IL-8) und Chemokinen (MCP-1,
MIP-2) (Cho et al., 2007). Transiente Inflammationseffekte nach SiOy NP Instillation in
Mausen und Ratten wurden auch von anderen Gruppen beschrieben (Warheit et al., 1995;
Sayes et al., 2007). Direkte intravenose Injektion von SiOs NP verschiedener Grofen (70,
300, 1000 nm) in M&usen fiihrte bei Anwendung der kleinsten NP zu Schéden in der Leber,
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welche nach chronischer Applikation auch eine Leberfibrose verursachten (Nishimori et al.,
2009). Park und Kollegen fanden in vergleichenden Studien zur in vitro und in vivo Exposition
von Makrophagen bzw. Mausen mit SiOy NP (12 nm), dass die Partikel im Zellkultursystem
oxidativen Stress sowie die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) verursachten. In vivo
konnten nach intraperitonealer Injektion der SiOs Partikel erhohte Blutlevel von TNF«, 1L-13
und NO gemessen werden, welche auch in isolierten Makrophagen erh6hte mRNA-Level der
Zytokine (I1-6, TNF« , IL-153 ) hervorriefen (Park et al., 2009). Beim Vergleich von Nano- und
Mikro- SiO NP verursachten die Nanopartikel sowohl im Zellkultursystem als auch in der

Maus eine verstarkte Inflammation und Zytotoxizitiat (Kim et al., 2009).

Untersuchungen in in vitro Systemen zeigten fiir die verschiedensten Zelltypen, darunter
Endothelzellen (EAHY926)(Napierska et al., 2009), humane alveoldre Epithelzellen (A549)
(Lin et al., 2006; Lison et al., 2008), Maus-Keratinozyten (Hel-30)(Yu et al., 2009) und
Makrophagen (RAW264.7, MH-S) (Park et al., 2009; Constantini et al., 2011) grofenabhéngige
toxische Effekte. Die Exposition von humanen Darmzellen (Caco-2) mit 12 nm SiOp NP
verursachte einen verstarkten Zelltod, sowie Schidigung der DNA und vollstindige GSH-
Depletion (Gerloff et al., 2009). Oxidativer Stress als Ausloser fiir die SiOy NP Toxizitat
wurde in BEAS-2B (Eom et al., 2008), in A549 (Lin et al., 2006) sowie auch in RAW264.7
(Park et al., 2009; Yang et al., 2009) postuliert. Eine Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms
nach SiO2 NP Exposition wurde bereits fiir differenzierte THP-1 Makrophagen (Morishige et
al., 2010) sowie fiir dendritische Zellen (Winter et al., 2010) gezeigt. Mikroarray-Analysen in
Makrophagen nach Stimulation mit verschiedenen Gréfen und Dosen an SiOo NP zeigten eher
eine oberflichen-abhéngige als groffen-abhéngige Induktion der Genexpression, insbesondere
von TNFa und Cxcl2 (Waters et al., 2008).

1.2 Aufnahme-Wege fiir Nanomaterialien

Generell kénnen Zellen Makromolekiile und /oder auch Nanopartikel tiber Phagozytose oder Pi-
nozytose aufnehmen. Fiir die Rezeptor-vermittelte Phagozytose (Partikelgrofe 0.1 pm - 10 pm)
sind insbesondere Oberflachenrezeptoren wie der Mannose- (MR), der Komplement- (CR) oder
der Immunglobulin-Rezeptor (FcyR) wichtig. Eine Beteiligung von Scavenger-Rezeptoren ist
aber auch moglich (Dobrovolskaia et al., 2007). Komponenten des FCS, wie beispielsweise
Albumin, IgGs, Komponenten des Komplementsystems oder Wachstumsfaktoren, die an die
NP binden, kénnen an solche Oberflichenrezeptoren binden und eine Aufnahme vermitteln.

Die Pinozytose lédsst sich in Makropinozytose, Clathrin- und Caveolin-vermittelte Endozy-
tose sowie Clathrin- und Caveolin-unabhéngige Endozytose unterteilen (Conner & Schmid,
2003). Die Makropinozytose (Partikel bis 1 pm) ist wie auch die Phagozytose durch Aktin-
vermittelte Prozesse gekennzeichnet und kann durch Wachstumsfaktoren oder andere Signale

ausgelost werden. Bei endozytotischer Aufnahme erfolgt die Aufnahme tiber Einstiilpung der
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Plasmamembran und Abschniirung von Vesikeln. An sogenannten clathrin coated pits der
Plasmamembran erfolgt die Rezeptor-vermittelte Clathrin-abhéngige Aufnahme (Partikelgrofe
100 nm - 200 nm), wobei Clathrin zusammen mit verschiedenen Adaptorproteinen und Dyna-
min die Einstiilpung und Vesikelabschniirung vermittelt. Caveolin-abhéngige Aufnahme findet
an den kolbenformigen Caveolae statt (Partikelgrofie 50 nm - 80 nm), in denen neben dem sta-
bilisierenden Caveolin auch Sphingomyeline und Membrantransporter in der Plasmamembran
eingelagert sind. Die Clathrin- und Caveolin-unabhéngige Aufnahme kann Rezeptor-abhéngig

oder -unabhéngig erfolgen und benétigt Proteine zur Abschniirung der Vesikel.

Pinozytose
Makropinozytose
@ o Clathrin Caveolin Clathrin- und Caveolin
Phagozytose ® (] vermittelte abhangige unabhangige
Endozytose Endozytose Endozytose

o

E O O

adaptiert von Conner & Schmid, Nature, 2003

Abbildung 1.1: Mégliche Aufnahmewege von Makromolekiilen / Nanopartikeln in
Zellen. Dargestellt sind die 5 moglichen Aufnahmewege von Makromolekiilen / Nanopartikeln in
Saugetierzellen (adaptiert von Conner & Schmid, 2003). Genauere Erlduterungen siehe Text.

Xia et al. zeigten eine Caveolin-abhéngige Aufnahme von Amino-modifizierten Polystyrol-Beads
(60 nm) in BEAS-2B Zellen (Xia et al., 2008). Untersuchungen von Orr et al. konnten zeigen,
dass kleine SiOg NP (< 500 nm, amorph) in RAW264.7 Makrophagen Clathrin-abhéngig tiber
den Scavenger-Rezeptor A aufgenommen wurden (Orr et al., 2010). Eine BSA-abhéngige
Aufnahme von BSA-gecoateten Nanopartikeln in Endothelzellen iiber Caveolin-vermittelte

Endozytose wurde von Wang et al. postuliert (Wang et al., 2009).

1.3 Aktivierung von Stress-induzierten Signalwegen

1.3.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress beschreibt einen Zustand der Zelle, bei dem durch ein Ungleichgewicht bei
der Bildung und Eliminierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) die oxidativen Prozesse

iberwiegen. Zu den gebildeten ROS zdhlen unter anderem die Radikale Superoxid-Anion (‘O97),
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Stickstoffmonoxid (NO-), Hydroxylradikal (-OH) sowie auch nicht-radikale Komponenten wie
H904 oder Hypochlorsdure (HOCL). Neben ihren toxischen Effekten (Schadigung von DNA;
Lipid-Peroxidation, Proteindenaturierung) kénnen sie aber auch als Signalmolekiile fungieren
und Signaltransduktionskaskaden (Aktivierung NF-xB, Nrf2) anschalten sowie auch als Schutz
gegen mikrobielle Infektionen dienen (Aggarwal et al., 2006; D’ Autreaux & Toledano, 2007).
Die Generierung von ROS spielt auch bei der Pathogenese vieler Krankheiten eine grofte Rolle.
Dazu zahlen kardiovaskulare Erkrankungen, Diabetes, Krebs, neurodegenerative Erkrankungen
und Alterungsprozesse (Dhalla et al., 2000; Dalle-Donne et al., 2006; Sayre et al., 2001; Valko
et al., 2007).

Hierarchie der zellularen Antwort auf oxidativen Stress

Eine Moglichkeit, die Toxizitat von Nanopartikeln zu erkldren, ist die Bildung von Reaktiven
Sauerstoff- oder Stickstoff Spezies (ROS/RNS) durch die Partikel. Diese konnen entweder
auflerhalb oder - nach Aufnahme - innerhalb der Zelle gebildet werden, dadurch verschiedene
Signalwege anschalten und je nach Stresslevel iiber das Uberleben der Zelle entscheiden. Nel
et al. postulieren ein hierarchisches Prinzip (Nel et al., 2006), nach dem die Zelle zunéchst bei
niedrigem oxidativen Stress als Abwehrreaktion anti-oxidativ wirkende und entgiftende Enzyme
aktiviert. In diesem Zusammenhang ist der Transkriptionsfaktor Nrf2 von entscheidender
Bedeutung, da er an das Anti-oxidative Response Element (ARE) des Promotors von Phase II
Genen bindet und deren Transkription aktiviert. Wird der Stresslevel zu hoch, so erfolgt eine
Entziindungsreaktion, bei der wichtige Mediatoren wie Zytokine und Chemokine ausgeschiittet
und entsprechende Zielzellen des Immunsystems aktiviert werden. Bei der Initiation der
Entziindungsreaktion sind vor allem die Signalwege der mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK) sowie die Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-1 beteiligt. Im weiteren Verlauf
treten auch zytotoxische Effekte auf und wird der Stress zu hoch, so erfolgt der Zelltod durch
Apoptose oder Nekrose.

Transkriptionsfaktor Nrf2

Nrf2 zahlt zur Familie der Cap’n’Collar (CNC) Transkriptionsfaktoren, welche sich durch basi-
sche Leucin-Zipper-Elemente (bZIP) auszeichnen. Er kann an die ARE-Elemente (antiozidant
response element) der Promotoren verschiedener Gene binden und so deren Transkription
aktivieren. Unter normalen Bedingungen liegt Nrf2 an das Zytoskelett-assoziierte Protein
Keap-1 (Kelch-like erythroid CNC homologue ECH-associated protein 1) gebunden vor. Durch
die Assoziation mit Keap-1 wird zum einen die zytosolische Lokalisation von Nrf2 bestimmt
und zum anderen der Ubiquitin-abhéngige proteasomale Abbau des Transkriptionsfaktors
gewahrleistet (Kobayashi et al., 2004; Zhang, 2006).

Unter oxidativen Stressbedingungen werden verschiedene Cystein-Reste am Keap-1 Protein

modifiziert, wodurch es zu Konformationsénderungen von Keap-1 und als Konsequenz zur
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Freisetzung und Stabilisierung von Nrf2 kommt. Die Halbwertszeit von Nrf-2 erhéht sich
dadurch von ca. 15 Minuten auf etwa 100 Minuten (Stewart et al., 2002). Freigesetztes Nrf2
kann dann in den Zellkern translozieren und dort nach Komplexbildung mit weiteren Tran-
skriptionsfaktoren (small MAF-Proteine, cJun, cFos, Fra-1) die Expression ARE-abhéngiger
Gene aktivieren (Boutten et al., 2011). Die Aktivierung von Nrf2 kann auch tber die direkte
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors durch verschiedene Kinasen, wie PKC (Protein
Kinase C), PI3-Kinase (Phosphatidylinositol-3 Kinase) oder der MAP-Kinasen (p38, JNK1/2,
ERK1/2) erfolgen (Huang et al., 2000; Boutten et al., 2011).

Nrf2-Zielgene umfassen hauptsichlich Phase-II Entgiftungsenzyme und anti-oxidativ wir-
kende Proteine, zu denen unter anderem die Himoxygenase-1 (HO-1), die NADPH-Chinon-
Oxidoreduktase (NQO1) sowie die yGlutamat-Cystein Ligase (7-GCL) gehoren. Thre genaueren
Funktionen werden im néchsten Abschnitt genauer erlautert. Es ist bereits bekannt, dass Nrf2
eine essentielle Rolle in der Lunge zum Schutz gegen Erkrankungen, wie beispielsweise durch
Zigarettenrauch induzierte COPD (chronic obstructive pulmonary disease), hat, bei denen

oxidative Prozesse eine wichtige Rolle spielen (Kensler et al., 2007).

1.3.2 Zielgene der Anti-Oxidativen Zellantwort

Die NADPH-Chinon-Oxidoreduktase (NQO-1) gehért zu den Flavoproteinen und hat bei
der zellularen Antwort auf von Chinonen ausgelosten oxidativen Stress eine entscheidende
Funktion (Xia et al., 2004). Das Enzym katalysiert die Reduktion von Chinonen und inhibiert
so letztlich die ROS Bildung. Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass NQO1 eine
Schutzfunktion gegen die Toxizitdt von Menadion oder gegen die Entstehung von Hautkrebs
nach Benzola|pyren Exposition bietet (Radjendirane et al., 1998; Long et al., 2000). Die
Genexpression kann nach entsprechendem Stimulus durch die Transkriptionsfaktoren Nrf2 und
AP-1 reguliert werden (Nioi et al., 2003).

Die yGlutamat-Cystein-Ligase (7-GCL) katalysiert den geschwindigkeits-bestimmenden
Schritt der de novo Synthese von Glutathion. Zu den wichtigen Funktionen von Glutathion
in der Zelle z&hlen unter anderem die anti-oxidative Abwehr, Regulation des Zellzyklus oder
auch der Schutz der Zelle vor Toxinen bzw. bei der Entgiftung von Xenobiotika. Aufierdem
werden tiber Glutathion auch Enzyme wie die NOS (nitric ozide synthase), Cyclooxygenasen
und Lipoxygenasen reguliert. Elektrophile Substanzen wie ROS oder Xenobiotika gehen eine
Bindung mit der Thiol-Gruppe ein und kénnen so elimiert werden. Dies fithrt zu einem Absinken
des GSH-Levels in der Zelle, der durch Neusynthese wieder aufgefiillt wird (Dickinson et al.,
2004). Das Enzym ~-GCL ist ein Heterodimer, der sich aus einer katalytischen (y-GCL-C) und
modifizierenden Untereinheit (7-GCL-M) zusammensetzt, wobei die katalytische Untereinheit
hauptséachlich fiir die Synthese von GSH zustdndig ist, wdhrend iiber die modifizierende

Untereinheit lediglich die Syntheselevel gesteuert werden (Krzywanski et al., 2004). Aktiviert
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werden kann die Genexpression von den Transkriptionsfaktoren Nrf2 bzw. auch von AP-1 (Li
et al., 2006; Dickinson et al., 2003).

Die Haim-Oxygenase 1 (HO-1) katalysiert den geschwindigkeits-bestimmenden Schritt beim
Ham-Abbau und kann so iiber die gebildeten Reaktionsprodukte (CO, Bilirubin) die Zelle in
vitro und in vivo vor oxdiativem Stress schiitzen. Bislang wurden drei Isoformen dieses Enzyms
identifiziert, welche sich durch die Verteilung in verschiedenen Geweben sowie auch in der Regu-
lation der Genexpression unterscheiden. Unter physiologischen Bedingungen liegt die HO-1 in
den meisten Geweben nur in geringen Mengen vor und ihre Genexpression kann als einzige durch
verschiedene Stimuli induziert werden. Zu den wichtigsten induzierenden Agenzien der HO-1
gehoren neben Ham auch UV-Strahlung, Hyperthermie, Schwermetalle, proinflammatorische
Zytokine, Endotoxine und Stickstoffmonoxid (NO) (Ryter et al., 2002). Das Reaktionsprodukt
CO besitzt neben seiner Funktion als Vasodilatator oder der Regulierung von Muskeltonus und
Pléattchenaggregation auch anti-inflammatorische und anti-apoptotische Eigenschaften, welche
auf Interaktionen mit dem MAPK-Signalling zuriickzufiihren sind (Otterbein et al., 2000;
Brouard et al., 2000). Bilirubine wirken zytoprotektiv und kénnen oxidativen Stress durch
direkte Neutralisierung von Sauerstoffradikalen bzw. der Hemmung von Lipidperoxidation
verhindern (Ryter et al., 2002). Die Genaktivitdt wird unter Stressbedingungen hauptséchlich
iiber Nrf2 reguliert, wobei eine Beteiligung von AP-1 unter bestimmten Bedingungen nicht

ausgeschlossen werden kann (Alam et al., 2000; Ryter et al., 2002).

1.3.3 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Die mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK) gehoren zur Familie der Serin/Threonin-
Kinasen und sind fiir die Weiterleitung von extrazelluldren Signalen in den Zellkern zustéandig.
Sie sind evolutiondr hochkonserviert und an den verschiedensten zellularen Prozessen, wie
Proliferation, Differenzierung sowie Inflammation und Apoptose beteiligt. Zu ihnen zdhlen die
Kinasen ERK (eztracellular signal requlated kinase), p38 und JNK (c-Jun N-terminal kinase),
wobei jede Familie eine unterschiedlichen Anzahl von Isotypen aufweist. Die Kinasen p38 und
JNK werden auch unter dem Begriff Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPK) gefiihrt, da sie vor
allem nach Stressfaktoren wie UV-Strahlung, oxidativem Stress oder bei Entzlindungsreaktionen
aktiviert werden (Pearson et al., 2001; Kyriakis et al., 2001; Dong et al., 2002; Herrlich et al.,
2008). Mitogene Signale, wie Wachstumsfaktoren, Hormone oder Neurotransmitter, fithren zur
Aktivierung von ERK, sodass wichtige Gene fiir Zellwachstum und Differenzierung aktiviert
werden (Rubinfeld & Seger, 2005).

Die Aktivierung der MAPK erfolgt iiber eine dreifache Kinase-Kaskade. So werden die MAPK
von den tibergeordneten MAPK-Kinasen (auch MAP2K genannt) aktiviert, welche ihrerseits
Substrate der MAPKK-Kinasen (MAP3K) sind (Seger & Krebs, 1995). Eine schematische
Darstellung dieser Kinase-Kaskade ist in Abb. 1.2 dargestellt. Nach der Aktivierung der
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MAPK im Zytosol translozieren diese in den Zellkern, um dort Substrate, insbesondere
Transkriptionsfaktoren, zu aktivieren und eine spezifische Genexpression auszulosen. Einer der
bekanntesten von den MAPK aktivierten Transkriptionsfaktoren stellt AP-1 dar, welcher in
Abschnitt 1.3.3 genauer beschrieben wird.

Nach Stimulation mit Mitogenen vermitteln die MAP3-Kinasen Raf und Mos die Phospho-
rylierung von MKK1 /2, die ihrerseits ERK1/2 aktiviert. Zu den Substraten von ERK gehoren
neben Elkl und c¢-Myc auch die ribosomale S6 Kinase (RSK), deren Aktivierung zur In-
duktion von immediate early Genen wie c-Fos fiihrt (Rubinfeld & Seger, 2005). Auf Ebene
der MAP3-Kinasen sind TAK1 (transforming growth factor  activated kinase-1) und ASK1
(Apoptosis signal requlating kinase 1) anzufithren. Nach oxidativem Stress wurden die Kinasen
p38 und JNK iiber ASK1 phosphoryliert, was letztlich Apoptose ausloste (Nagai et al., 2007).
TAK1 wird iiber verschiedene Stimuli wie Zytokine (IL-1), mikrobielle Pathogene, TGF-/3
und Toll-like Rezeptoren (TLR) aktiviert und hat wichtige Funktionen bei der angeboren und

adaptiven Immunantwort (Sato et al., 2005).

Die Phosphorylierung von p38 wird hauptséchlich iber MKK3/6 vermittelt, wobei nur die
Isoform p38a zusétzlich auch iiber MKK4 phosphoryliert werden kann. MKK4 sowie auch
MKKTY fithren ihrerseits zur Aktivierung der JNK (Lin et al., 1995; Kyriakis et al., 2001).
Substrate der p38 und JNK besitzen eine MAPK-spezifische Konsensus-Sequenz, an der die
Phosphorylierung stattfindet. Zu den typischen Substraten zéhlen vor allem Transkriptionsfak-
toren wie ATF-2 (activating transcription factor-2), Elk-1, cJun oder andere Proteinkinasen
wie MK2 (MAPK-aktivierte Protein Kinase 2). MK2 beispielsweise hat wichtige Funktionen bei
der Regulation der Zytokin-Produktion durch Stabilisierung transkribierter mnRNAs (Kaminska
et al., 2005).

Transkriptionsfaktor AP-1

Der Transkriptionsfaktor AP-1 (activating protein 1) ist ein Proteinkomplex, der sich aus Homo-
bzw. Heterodimeren der Mitglieder der Jun-, Fos- und CREB/ATF-Familie zusammensetzt. Er
gehort ebenso wie Nrf2 zur Gruppe der bZIP Transkriptionsfaktoren und aktiviert oder repri-
miert durch Sequenz-spezifische Bindung an Promotorelemente die Expression verschiedenster
Gene. Diese sind an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse wie Zellwachstum, Differenzierung, Zell-
tod, Migration und Tumorentstehung beteiligt. Zur Jun-Familie gehoren cJun, JunB und JunD,
welche sowohl Homo- als auch Heterodimere ausbilden kénnen. Die Mitglieder der Fos-Proteine
(cFos, FosB, Fra-1, Fra-2) hingegen bilden ausschlieflich Heterodimere aus. Die Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors wird zum einen iiber die Phosphorylierung durch die MAPK gesteuert,
zum anderen auch iiber die Verfiigharkeit der Dimerisationspartner, die Zusammensetzung der
Dimere sowie auch durch posttranslationale Modifikationen und Interaktion mit zusétzlichen
Proteinen (Reddy et al., 2002; Vesely et al., 2009).
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Abbildung 1.2: Der MAPK-Signalweg. Dargestellt ist die Aktivierung der mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK) iiber die MAPK-Kaskade. Néhere Erlauterungen siehe Text.

AP-1 ist unter anderem auch an der Aktivierung verschiedener Gene der proinflammatorischen

Zellantwort beteiligt. Diese werden im néchsten Abschnitt ndher erldutert.

1.3.4 Proinflammatorische Antwort

Inflammation ist eine schiitzende Reaktion des Korpers auf exogene oder endogene Stressfak-
toren, wie mikrobielle Infektionen oder Gewebeschdden, um diese schidigenden Stimuli zu
beseitigen und den Heilungsprozess einzuleiten. Gerét diese Immunabwehr aufser Kontrolle,
so kann dies zu einer Reihe von Krankheiten, wie rheumatoide Arthritis, chronische Entziin-
dungen des Darms oder auch neurodegenerative Krankheiten fithren. Pathogenspezifische
Muster, auch PAMP (pathogen associated molecular pattern) oder DAMP (danger associated
molecular pattern) genannt, werden iiber spezifische Oberflichenrezeptoren von Makrophagen
und Mastzellen erkannt, so dass Signalkaskaden im Zellinneren aktiviert werden, die zur
Sezernierung verschiedener inflammatorischer Mediatoren (Zytokine, Chemokine, vasoaktive
Amine, Lipidmediatoren, proteolytische Enzyme) fithren. Es kommt zur Rekrutierung und
zum Einstrom weitere Immunzellen in das entziindete Gewebe, welche nach entsprechender

Aktivierung die Pathogene entfernen und Reparatur- bzw. Heilungsprozesse einleiten.

11
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TNFq, IL-13 sowie auch IL-6 sind wichtige proinflammatorische Zytokine, welche an der
Vermittlung von Entziindungsprozessen in der Lunge beteiligt sind. TNFa und IL-13 werden
hauptséchlich von Makrophagen nach Stimulation durch Bakterien, Viren, LPS, etc. sezerniert.
Diese Zytokine regeln die Aktivitdt verschiedener Immunzellen, induzieren die Freisetzung von
Zytokinen in anderen Zellen (z.B. Epithelzellen) und 16sen Fieber aus. In der Lunge induziert
das von Makrophagen sezernierte TNFa u.a. die Freisetzung von IL-6 und IL-8 in Epithelzellen,
was zu einer Verstarkung der inflammatorischen Wirkung fiihrt. IL-6 wirkt systemisch auf den
Gesamtorganismus, indem es z.B. die Bildung von Akute-Phase Proteinen in der Leber auslost.
IL-6 spielt auch eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Krebs sowie bei Erkrankungen des
kardiovaskuldren Systems und Diabetes (Heikkild et al., 2008; Heinrich et al., 2003). Zu den
Oberflachenrezeptoren, die iiber PAMPs und DAMPs aktiviert werden, gehéren unter anderem
TLRs (Toll-like Rezeptoren), CLRs (C-type Lectin Rezeptoren), NLRs (NOD-like Rezeptoren)
oder sperzifische Zytokin-Rezeptoren wie TNFa -R oder IL-1-R. Diese vermitteln iiber die
Aktivierung von verschiedenen Signalkaskaden die Biosynthese der benétigten Zytokine, welche
auf unterschiedlichen Ebenen (transkriptionell, posttranskriptionell und sekretorisch) reguliert

werden.

Die Biosynthese von TNFa unterliegt vielfachen Regulationsschritten, wobei die MAPK
cinen wesentlichen Beitrag dazu leisten. Uber NF-xB und AP-1 wird die mRNA-Synthese
reguliert und iiber die Phosphorylierung von ARE-bindenden Proteinen, beispielsweise HNRNP,
durch die MAP-Kinase ERK der nukledre Export der mRNA gewahrleistet. Eine erhohte
mRNA-Stabilitdt wird {iber das Zusammenspiel von p38 - MK2 erreicht. Die Prozessierung
von pro-TNF« sowie auch die Sekretion des reifen Proteins wird mittels des Enzyms TACE
(TNFa converting enzyme) realisiert, welches von ERK phosphoryliert wird, (Gaestel et al.,
2009; Cuenda et al., 2007).

IL-13 ist neben TNF« einer der Hauptregulatoren bei der inflammatorischen Antwort. Die
Biosynthese von IL-13 kann neben infektitser Stimuli auch durch UV-Strahlung, Asbest oder
kristallines SiOy ausgelost werden (Hornung et al., 2008). Reguliert wird die Biosynthese
auf den drei Ebenen Transkription, Prozessierung und Sezernierung. Die mRNA-Synthese
wird zum einen nach Rezeptor-Aktivierung iiber NF-xB, p38 - CK2 (Casein Kinase 2) bzw.
Calcium-Signalling angeschaltet und iiber p38 - MK2 die Stabilitdt der mRNA erhoht. Zum
anderen erfolgt die Prozessierung von pro-IL-15 iiber den Nalp3-Inflammasom - Caspase-1
Komplex, was letztlich zur Sezernierung des reifen Zytokins iiber P2X~; Rezeptoren fiihrt.
Freigesetztes IL-18 kann in den Zielzellen iiber Bindung an den IL-1R die Genexpression von
IL-6, IL-9, COX-2 sowie MCP-1 bewirken (Gaestel et al., 2009; Weber et al., 2010).

Die Biosynthese von IL-6 wird vor allem nach Stimulation mit TNFa oder IL-15 angeregt
und ebenfalls iiber NF-xB und p38 - MK2 reguliert. IL-6 selbst aktiviert in Zielzellen sowohl
den JAK-STAT- als auch den MAPK-Signalweg, iiber welche Inflammation, Proliferation und
Apoptose reguliert werden (Heikkila et al., 2008; Heinrich et al., 2003)
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MCP-1 (monocyte chemoattractant protein) und Cxcl2, auch MIP-2 (macrophage inflamma-
tory protein) genannt, gehoren zur Familie der Chemokine, die an der Regulation verschiedener
Prozesse (Angiogenese, Inflammation, Zellrekrutierung, Migration) beteiligt sind. Thre Haupt-
aufgabe bei der Inflammation ist die Chemotaxis, also die Rekrutierung von Immunzellen an
den Entziindungsort, wobei {iber MCP-1 hauptséchlich Monozyten und iiber Cxcl2 Neutrophile
rekrutiert werden. Sie werden hauptsichlich von Makrophagen, aber auch von Epithelzellen
oder Fibroblasten sezerniert. Ihre Funktion {iben sie durch Bindung an Chemokin-spezifische
Rezeptoren (G-Protein gekoppelte Rezeptoren) aus, so dass es zur Aktivierung der PKC
(Protein Kinase C) bzw. auch des MAPK-Signalwegs kommt (Yen et al., 1997; Yadav et al.,
2010).

Die Biosynthese der Chemokine wird hauptséchlich durch die Ausschiittung inflammatorischer
Stimuli wie beispielsweise Zytokine (IL-15 , II-4, TNF«), LPS oder IFN-v aktiviert. An der
Genregulation sind die beiden Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-xB beteiligt, wobei die
MCP-1 Genaktivierung durch Zytokine bzw. Wachstumsfaktoren hauptséchlich iiber NF-xB
vermittelt wird (Ueda et al., 1997; Yadav et al., 2010). Im Gegensatz dazu wird die Cxcl2
mRNA-Synthese nach LPS bzw. TPA eher iiber AP-1 vermittelt (Ogawa et al., 2004).

Die Cyclooxygenase 2 (COX-2) ist an der Biosynthese verschiedener Lipidmediatoren beteiligt.
Ihr Hauptsubstrat ist die Arachidonsdure, welche entweder mittels COX-2 zu Prostaglandinen
und Thromboxanen oder aber iiber den Lipoxygenase-Weg zu Leukotrienen umgesetzt wird.
Das Enzym kann iiber LPS, inflammatorische Mediatoren wie TNFa oder 1L-18 sowie durch
Wachstumsfaktoren induziert werden. Reguliert wird die COX-2 Genexpression sowohl iiber
AP-1 als auch iiber NF-xB, wobei nach Stimulation von Makrophagen mit LPS hauptséchlich
NF-£B beteiligt ist (Kang et al., 2007). Die Stabilitdt der COX-2 mRNA kann zum einen durch
p38 - MK2 erhéht werden, wihrend miRNAs die Translation blockieren bzw. den schnellen
Abbau der mRNA bewirken kénnen (Mbonye et al., 2009).

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) katalysiert die Bildung grofser Mengen Stickstoffmon-
oxid (NO), welches den Makrophagen zur direkten Immunabwehr dient. NO reagiert mit Og-
zu dem stark oxidativ wirkenden ONOOQO™ Radikal, welches eingedrungene Mikroorganismen
abtoten soll. Die bekanntesten Induktoren der iNOS sind TNF« , IL-18 , IFN-v sowie LPS.
Die Genexpression wird hauptséchlich {iber NF-£B reguliert und die mRNA-Stabilitét iiber
p38 - MK2 bzw. verschiedene miRNAs beeinflusst (Lechner et al., 2005; Pautz et al., 2010).

MMP9 gehort zur Familie der Matrix-Metalloproteinasen, welche sowohl den Abbau der extra-
zelluldren Matrix (ECM) als auch von Nicht-ECM Proteinen (Proteasen, Protease Inhibitoren,
chemotaktische Molekiile) vermitteln. Sie sind an physiologischen Prozessen wie Embryogenese,
Inflammation, Gewebeumbau und bei Krankheiten wie Arthritis oder Krebs (Tumorinvasion,
Metastasierung) beteiligt. Bei Entziindungsprozessen regulieren sie physikalische Barrieren,

verdndern Zytokine und Chemokine und sorgen fiir Aufbau von Chemokin-Gradienten, um die
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Leukozytenrekrutierung in entziindetes Gewebe zu regulieren. Die mRNA-Synthese wird iiber
AP-1 bzw. NF-kB reguliert. MMPs werden zunéchst als Proenzyme synthetisiert und erst
nach der Sezernierung aktiviert. An der Steuerung der proteolytischen Aktivitéit sind weitere
extrazelluldre Proteasen sowie TIMPs (tissue inhibitors of MMPs) beteiligt (Chakraborti et
al., 2003; Manicone et al., 2008).

1.4 Formen des Zelltods

Zelltod kann sowohl durch natiirliches Absterben (physiologischer Prozess) oder auch durch
Zytotoxizitat infolge der Einwirkung von Fremd-Substanzen auf die Zelle erfolgen. Anhand
verschiedener Kriterien wie morphologische Verdanderungen, Beteiligung verschiedener Enzyme
(Nukleasen, Proteasen) oder immunologischer Gesichtspunkte kann eine Klassifizierung des
Zelltods in Apoptose, Nekrose und Autophagie stattfinden (Kroemer et al., 2008). Die genaue
Erlauterung der einzelnen Begriffe sowie deren charakteristische Merkmale werden in den

folgenden Abschnitten genauer erlautert.

1.4.1 Apoptose

Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, beschreibt einen streng geregelten Prozess
des Zelltods (Kerr et al., 1972), bei dem unter Energieverbrauch der enzymatische Abbau der
zelluldren Komponenten bei intakter Zellmembran ohne Schidigung des umliegenden Gewebes
stattfindet. Charakteristische Merkmale der Apoptose sind das Schrumpfen und Abrunden der
Zelle, der enzymatischer Abbau der zelluldren DNA {iber Chromatin-Kondensation und Frag-
mentierung, die Ausbildung von Ausstiilpungen der Zellmembran (blebbing) und schlieflich das
Verpacken der Zelle in Vesikel (apoptotic bodies), welche dann von Makrophagen phagozytiert
werden kénnen.

Ausgelost werden kann dieser Prozess zum einen iiber externe Faktoren, oder durch intrazellu-
lare Signale wie beispielweise DNA-Schéden (Fink et al., 2005; Orrhenius et al., 2011; Kroemer
et al., 2008). Hauptséchlich an der Regelung der intrazelluldr ablaufenden Prozesse beteiligt
sind Aspartat-spezifische Cystein Proteasen, die sogenannten Caspasen (cysteine-dependent
aspartyl-specific proteases). Diese werden im Rahmen einer Caspase-Kaskade durch Spaltung
der Pro-Form zur funktionalen Caspase aktiviert (Pop & Salvesen, 2009). Sie bewirken den
proteolytischen Abbau von z.B. zelluldren Strukturproteinen wie Aktin oder auch von Nu-
kleasen, welche fiir den Abbau nukledrer DNA zustidndig sind. Die Caspasen lassen sich in
Initiator-Caspasen (z.B. Caspase 8 und 9), die am Anfang der Caspase-Kaskade stehen, und
Effektor-Caspasen (z.B. Caspase 3 und 7), welche fiir das Einleiten der Apoptose verantwortlich
sind, einteilen. Desweiteren sind einige Caspasen auch an der Vermittlung von Entziindungs-

prozessen (z. B. Caspase 1, 12) beteiligt. Ndheres dazu unter Abschnitt 1.4.3.
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Uber den extrinsischen Weg wird nach Bindung verschiedenster Stimuli (TNFa , FasL) an
sogenannte “Todes-Rezeptoren”(Mitglieder der TNF-Superfamilie) iiber verschiedene Schritte
Caspase 8 aktiviert und die Caspase-Kaskade ausgelost. Ein wichtiger Faktor hierbei ist die RIP-
Kinase 1, iiber die entweder das Uberleben der Zelle oder das Einleiten der Apoptose bzw. der
Nekroptose gesteuert wird. Ndheres dazu siehe Abschnitt 1.4.3. Der intrinsische Apoptoseweg
wird durch intrazelluldre Signale (z.B. DNA-Schéden, oxidativer Stress, Chemotherapeutika, In-
fektion) ausgelost. Durch die Permeabilisierung der duferen Mitochondrien-Membran (MOMP
= mitochondrial outer membrane permeability) kommt es zur Freisetzung von Cytochrom C
und anderen proapoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien ins Zytosol. Nach Bildung des
Apoptosom-Komplexes, bestehend aus Cytochrom C, Apaf-1 (apoptosis protease activating
factor) und Pro-Caspase 9 wird diese Caspase aktiviert und damit die Caspase-Kaskade und
letztlich der Zelltod ausgelost (Yeretssian et al., 2009; Chowdhury et al., 2008; Krysko et al.,
2009).

1.4.2 Nekrose

Unter dem Begriff Nekrose wurde bislang die Form des Zelltods beschrieben, die weder Merk-
male der Apoptose (Abschnitt 1.4.1) noch von Autophagie (Abschnitt 1.4.4) aufweist und
iber exogene Stressfaktoren (extreme Hitze oder Kélte, Sauerstoffmangel, toxische Substan-
zen, Nahrstoffmangel) ausgelost wird. Morphologische Charakteristika der Nekrose sind ein
Anschwellen der zytoplasmatischen Organellen, Kondensation des Chromatins in runde, unre-
gelméfige Flecken sowie das Anschwellen der Zelle (Onkose), infolgedessen es zur Ruptur der
Zellmembran und somit zum Aufplatzen der Zelle kommt. Die Ausschiittung des Zellinhalts
in das extrazellulare Milieu verursacht eine Inflammationsreaktion des umliegenden Gewebes.
Eine Beteiligung des nekrotischen Zelltods bei verschiedenen pathologischen Krankheiten wie
Schlaganfall, Ischdmie und einiger neurodegenerativer Krankheiten wurde nachgewiesen (Han
et al., 2008; Golstein & Kroemer, 2006; Fink et al., 2005). Neuere Studien konnten zeigen, dass
es sich, nicht wie bislang angenommen, bei der Nekrose um eine zuféllige unkontrollierte Form
des Zelltods handelt, sondern das diese Form des Zelltods iiber ein Set verschiedener Signalwe-
ge und katabolischer Mechanismen reguliert wird. Eine Beteiligung der Toll-like-Rezeptoren
(TLR), die Aktivierung von Proteasen wie Cathepsin und Calpain sowie der RIP-Kinase 1
wurde bereits beschrieben (Festjens et al., 2006). Eine spezielle Form der kontrollierten Nekrose,

Nekroptose genannt, wird in Abschnitt 1.4.3 ndher erldautert.
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1.4.3 Zwischenformen des apoptotischen bzw. nekrotischen Zelltods
Pyroptose

Pyroptose, auch Caspase-1 abhéngiger Zelltod genannt, beschreibt eine spezielle Art des
Zelltods, der morphologische Kennzeichen von Apoptose als auch Nekrose aufweist und
hauptséchlich inflammatorischer Art ist. Dieser Mechanismus wurde erstmalig nach mikrobieller
Infektion von Makrophagen beschrieben und dient als Verteidigungsmechanismus des Wirts
gegen intrazelluldre Erreger wie Salmonellen oder Listerien (Lara-Tejero et al., 2006; Tsuji et
al., 2004). Neben infektiosen Stimuli konnte aber auch pyroptotischer Zelltod durch freigesetzte
Faktoren nach einem Myokard-Infarkt gezeigt werden (Frantz et al., 2003). Dieser Prozess ist
streng Caspase-1 abhéingig, welche nach Aktivierung der Pro-Caspase und Ausbildung eines
Inflammasom-Komplexes die Prozessierung und Sekretion der proinflammatorischen Stimuli
IL-18 und IL-18 reguliert. Hauptkennzeichen der Pyroptose sind der Verlust der Integritat
der Plasmamembran sowie die Sekretion von IL-15 und IL-18. Typische Apoptose-Marker wie
eine Beteiligung der Caspasen 3, 6 und 8 sowie die Spaltung von PARP (Poly [ADP-Ribose]
Polymerase 1) und ICAD (Inhibitor der Caspase-aktivierten Desoxyribonuklease) konnen nicht
gefunden werden. Typisch ist allerdings die Kondensation und Spaltung der DNA bei intakter
Kernmembran, wobei ein Apoptose-untypisches Spaltmuster von einer bislang unbekannten
Endonuklease erzeugt wird. Die Caspase-1 vermittelte Porenformation in der Zellmembran
fiihrt zur Zerstérung von Ionengradienten, wodurch es iiber gesteigerten osmotischen Druck zum
Einstrom von Wasser und dem daraus resultierendem Anschwellen der Zelle und schliefllich zu
deren Lyse kommt (Fink et al., 2006). Eine Beteiligung der Toll-Like Rezeptoren (TLR) an der
Signalvermittlung sowie der Nod-like Rezeptoren (NLR) bei der Ausbildung der Inflammasom-
Komplexe (Nalpl - Nalp3) konnte ebenfalls schon gezeigt werden (Bergsbaken et al., 2009;
Bortoluci et al., 2010; Labbé et al., 2008).

Nekroptose

Der Begriff Nekroptose beschreibt eine spezielle Form des geregelten Zelltods durch Nekrose
(siehe Abschnitt 1.4.2). Erstmals wurde 1988 gezeigt, dass nach Stimulation mit TNF« in
verschiedenen Zellen sowohl Apoptose als auch Nekrose ausgelost wurde (Laster et al., 1988).
Die Aktivierung der kontrollierten Nekroptose verlauft nach Bindung an den TNF-Rezeptor
tiber die Rekrutierung und Aktivierung von RIP-Kinase 1 (RIPK1) und RIP-Kinase 3 (RIPK3)
infolgedessen es zur Membran-Desintegration der Mitochondrien, Lysosomen und der Zelle
kommt. Die RIPK-Aktivitdt wird dabei iiber Spaltung durch Caspase 8 reguliert, die fiir das
Einleiten der Apoptose zustiandig ist (Holler et al., 2000). Fiir einige Zelltypen konnte gezeigt
werden, dass nach TNFa Gabe und Einsatz eines Caspase-Inhibitors Nekrose anstelle von
Apoptose ausgelost wurde (Vandenabeele et al., 2010; Degterev et al., 2008; Verkammen et al.,
1998).
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1.4.4 Autophagie

Autophagie beschreibt einen evolutiondr konservierten Mechanismus der Zelle, der zum lysoso-
malen Abbau von Organellen bzw. Komponenten des Zytosols fiihrt. Diese werden in Vesikeln
mit Doppelmembran (Autophagosomen) eingeschlossen und nach Fusion der Autophagosomen
mit den Lysosomen (Autophagolysosomen) enzymatisch abgebaut. Unter normalen Bedingun-
gen wird iiber den Autophagie-Mechanismus der Erhalt der intrazelluliren Homdostase durch
den Abbau geschadigter Zellorganellen oder Proteinen erhalten. Unter Stressbedingungen, wie
z.B. Nahrstoffmangel, Entziindung oder Infektionen mit intrazelluldren Bakterien, Viren oder
Parasiten, werden zum einen durch den Abbau zytosolischer Bestandteile lebenswichtige Re-
serven fiir die Zelle geschaffen bzw. intrazellulire Erreger elimiert und das Uberleben der Zelle
gesichert. Bei exzessivem Auftreten von Autophagie kann es aber auch zum Zelltod kommen
(Deretic et al., 2009; Kroemer et al., 2010; Kroemer et al., 2008; Glick et al., 2010). Neben den
Autophagie-auslésenden Stimuli wie N&hrstoffmangel oder Immunstress kann Autophagie auch
durch Nanopartikel ausgelost werden. Untersuchungen von Li und Kollegen (Li et al., 2010)
konnten nach Behandlung von MRC-5 Zellen mit 20 nm Goldnanopartikeln Autophagie-Marker
sowie auch einen Zusammenhang mit oxidativem Stress nachweisen. Es wurde spekuliert, dass
der Einschluss der Partikel in Autophagosomen die Zellen vor dem Partikel-induzierten oxida-
tiven Stress schiitzen sollte. Studien von Seleverstov et al. zeigten auch eine grofienabhéngige
Induktion von Autophagie nach Behandlung von humanen mesenchymalen Stammzellen mit
Quantum Dots (Seleverstov et al., 2006).

Es wird zwischen drei Formen der Autophagie, Makroautophagie, Mikroautophagie und Cha-
peron vermittelter Autophagie, unterschieden. Markroautophagie, oft auch nur mit Autophagie
bezeichnet, wurde schon im vorangegangen Abschnitt erlautert. Mit dem Begriff Mikroauto-
phagie wird die direkte Aufnahme der abzubauenden zytosolischen Komponenten in die
Lysosome beschrieben, wahrend bei Chaperon-vermittelter Autophagie die Zielkomponenten
zusammen in einem Chaperon-Komplex durch die lysosomale Membran translozieren (Mizu-
shima et al., 2010). Der Ablauf des Autophagie-Prozesses sowie daran beteiligte Signalwege

werden im néchsten Abschnitt genauer erlautert.

Ablauf der Autophagie und beteiligte Signalwege

Einer der Hauptregulatoren der Autophagie ist die Kinase mTOR (mammalian target of
rapamycin) sowie auch der an der Aktivierung des Autophagie-Prozesses beteiligte PI3-
Kinaseweg. Unter physiologischen Bedingungen ist nur eine geringe basale Autophagie- Aktivitat
zu finden, was von der Hemmung der Kinase ATG1 (autophagy related protein 1) durch die
Serin/Threonin-Kinase mTOR herriihrt. Unter Stressbedingungen kann dann durch Inhibierung
von mTOR Autophagie iiber ATG1 ausgelost werden. Der Ablauf des Autophagie-Prozesses

ldsst sich in die Phasen Initiation, Elongation und Reifung unterteilen. Zunéchst erfolgt
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die Ausbildung einer Isolationsmembran (Phagophore) ausgehend vom Endoplasmatischen
Retikulum (ER), der dukeren Mitochondrien-Membran oder auch der Plasmamembran unter
Beteiligung des Klasse-3 PI13-Kinase Komplexes. Weitere ATG-Proteine sind an der Vermittlung
der Elongation beteiligt, wobei LC3 (eukaryotisches Homolog zu ATG8) wihrend des Aufbaus
des Autophagosoms proteolytisch am C-Terminus gespalten wird (LC3-I) und dann zusammen
mit Phosphatidylethanolamin in der Phagophore gebunden wird (membrangebundenes LC3-1I).
LC3 wird daher als spezifischer Marker fiir das Vorhandensein von Autophagosomen verwendet.
Im letzten Schritt, der Reifung, fusionieren dann die Autophagosomen mit den Lysosomen
zu Autophagolysosomen, wobei die innere Membran des Autophagosoms abgebaut wird. Im
Anschluss konnen dann die im Autophagosom enthaltenen Komponenten durch die lysosomalen
Enzyme degradiert werden (He & Klionsky, 2009; Kroemer et al., 2010; Glick et al., 2010). In
Abb. 1.3 ist der schematische Ablauf der Autophagie-Prozesse dargestellt.

. Lysosom

\

Phagophore Autophagosom, Autophagolysosom

Amino-
—» Sauren
etc.

adaptiert von Mizushima et al., Cell, 2010
Abbildung 1.3: Ubersicht iiber den Ablauf der Vorginge bei der Autophagie. Darge-

stellt ist der schematische Ablauf der grundlegenden Vorginge bei der Autophagie (adaptiert von
Miszushima 2010). Néhere Erlduterungen siehe Text.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bislang gibt es zur toxikologischen Bewertung von Substanzen, die mittels Inhalation in den
menschlichen Korper gelangen kénnen, noch keine anerkannten Ersatzmethoden fiir Tierversu-
che (Aufderheide et al., 2005). Solche Substanzen / Partikel konnen entweder absichtlich in
Form von Zigarettenrauch oder Medikamenten, oder auch unbeabsichtigt durch Emissionen aus
Industrie und Verkehr, Passivrauchen oder Staubbelastungen am Arbeitsplatz in die Atemluft
und so in den Koérper gelangen. Aus epidemiologischen Studien ist bereits bekannt, dass die
Inhalation solcher Stdube zu einer erhhten Mortalitdt und Morbiditat gefithrt hat (Pope et
al., 2002; Dockery et al., 2005; Atkinson et al., 2001).

Synthetische Nanopartikel (NP), insbesondere unldsliche, besitzen aufgrund ihrer neuartigen
physikalischen und chemischen Eigenschaften ebenso das Potential, sich schiadlich auf Mensch
und Umwelt auszuwirken (Oberdorster et al., 2005; Nel et al., 2006). Bislang wird das Risiko-
potential neuer, industriell hergestellter Nanopartikel nach Inhalation fast ausschliefflich in
Tierversuchen durch Inhalation bzw. Instillation der Testsubstanzen ermittelt. Die Verwendung
von in vitro Messungen direkt an der Partikelquelle wird angestrebt, jedoch erschweren bzw.
verhindern die haufig sehr geringen Partikelkonzentrationen die Messung der biologischen
Effekte.

Das Ziel dieser Arbeit war, den Mechanismus der zelluldren Antwort nach Exposition mit
Nanopartikeln auf zelluldrer und molekularer Ebene aufzuklaren. Als geeignetes Modellsystem
fiir die Untersuchungen wurde die murine Makrophagen-Zelllinie RAW?264.7 eingesetzt, welche
im Vergleich mit humanen primaren Makrophagen dhnliche Reaktionen nach Exposition mit
Umweltpartikeln zeigten (Fritsch-Decker, 2008). Als Modellpartikel wurden zunéchst SiO,
und TiOg2 NP in Submerskultur getestet, um davon ausgehend die genaueren Untersuchungen
auf die wirksamste Partikelsorte zu konzentrieren. Die 12nm SiO9 NP erwiesen sich als hoch

wirksam und wurden deshalb fiir die mechanistischen Untersuchungen eingesetzt.

Als mogliche Endpunkte fiir die partikularen Wirkungen auf zelluldrer und molekularer Ebene
sollten die Zytotoxizitdt, Proliferation und Apoptose, Aktivierung von Signalwegen der anti-
oxidativen und proinflammatorischen Zellantwort sowie die Aufnahme der Partikel in die Zelle
untersucht werden. Es ist bereits bekannt, dass die Inhalation von bestimmten Partikeln zu
Entziindungsreaktionen in der Lunge fiihrt und die Partikel oxidativen Stress auslésen kénnen.
Daher standen die Signalwege der MAP-Kinasen sowie die Transkriptionsfaktoren AP-1 und
Nrf2 im Fokus der Arbeit. Wichtige Fragestellungen hierbei waren, wie die Aktivierung der
MAP-Kinasen erfolgt und wodurch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und
Nrf2 vermittelt wird. Zur Aufkldrung dieser Mechanismen sollten zum einen die Aktivierung
beteiligter Kinasen bzw. Transkriptionsfaktoren durch Nachweis der Phosphorylierung oder
Anreicherung der Proteine mittels Western Blot Analyse untersucht werden und zum ande-

ren sollte iiber qRT-PCR-Analyse eine verdnderte Genexpression ausgewéhlter Zielgene der
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verschiedenen Signalwege festgestellt werden. Zur genaueren Aufklarung der verschiedenen
Mechanismen sollten spezifische Inhibitoren der jeweiligen Signalwege verwendet werden. Des-
weiteren sollte die Aufnahme der Partikel in die Zellen mittels elektronenmikroskopischer
Aufnahmen analysiert werden. Ein automatisierter Fluoreszenzmikroskopie-basierter Screening
Assay wurde fiir die Applikation mit Nanopartikeln weiterentwickelt und damit der Zelltod
nach Partikel-Exposition untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun zusammengefasst

folgende Fragen beantwortet werden.

e Welche Effekte sind auf zelluldrer und molekularer Ebene nach Exposition mit syntheti-

schen SiOy Nanopartikeln zu beobachten?

— Aufnahme der Partikel in die Zelle

— Zytotoxizitédt, Proliferation, Apoptose

— Aktivierung von Signalwegen der anti-oxidativen und proinflammatorischen Antwort

o Welche Signalwege werden nach SiOs NP Exposition aktiviert und wie werden diese

reguliert?

— MAP-Kinasen

— Transkriptionsfaktoren Nrf2 & AP-1

Die Ergebnisse dieser Studie sollen in die Weiterentwicklung eines in wvitro Testsystems fiir die

Bewertung des toxikologischen Potentials von Aerosolen einfliefsen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Feinchemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben von Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

bezogen.
Chemikalien Bezugsquelle
Acrylamid/Bis-Acrylamid (30/0,8) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Casy®ton Schérfe Systems, Reutlingen
Chloroform Merck KGaA, Darmstadt
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

H>DCF-DA (27,7 "-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat)  Invitrogen GmbH, Karlsruhe

ECL-Lésung GE Healthcare, Freiburg

ECL PLUS™ Western Blotting Detection Reagent GE Healthcare, Freiburg
Entwickler und Fixierer Kodak GmbH, Stuttgart

Ethanol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Glycin Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt

HBSS Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Hoechst33258 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
[-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Methanol Merck KGaA, Darmstadt

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylendiamin) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

weiter auf der nachsten Seite
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Chemikalien Bezugsquelle

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
PBS (1x) steril Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
®Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth GmbH & Co,Karlsruhe
®Tween 20 Carl Roth GmbH & Co,Karlsruhe
Agarose PeglLab, Erlangen

Ethidiumbromid PeqlLab, Erlangen

PeqGOLD PeqglLab, Erlangen

Glykogen PeqlLab, Erlangen

dNTPS Peqlab, Erlangen

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien und Bezugsnachweise

2.1.2 Inhibitoren

Die verwendeten Inhibitoren bzw. Neutralisierungs-Antikérper sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt.

Inhibitoren Bezugsquelle
N-Acetyl-L-Cystein (NAC) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
SB203580 Merck KGaA, Darmstadt
(4-(4-Fluorophenyl-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl) 1H-imidazol)

SP600125 Merck KGaA, Darmstadt
(anthra-(1,9-cd)pyrazol-6(2H)-one)

PD98059 Merck KGaA, Darmstadt
(2°-Amino-3"-methoxyflavon)

zVAD-fmk (pan-Caspase Inhibitor) Enzo Life Sciences, Lérrach
anti-TNFa Neutralisierungs-Antikorper R&D Systems, Wiesbaden

Tabelle 2.2: Ubersicht verwendete Inhibitoren

2.1.3 Antikérper

Die verwendeten Antikoérper sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt.
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Antikorper

Verdiinnung  Bezugsquelle

Primare Antikorper
anti-PCNA (PC-10)
anti-ERK1 (K-23)
anti-HO-1 (H-105)
anti-cJun (H-79)
anti-Nrf2 (C-20)
anti-JNK2 (D2)
anti-LaminB (M-20)
anti-COX2
anti-MKK3/6 (H-90)
anti-MEK1/2 (12-B)
anti-MKK7 (H-160)
anti-p38 (C-20)
anti-PARP1/2 (H-250)
anti-LC3 (B)
anti-MK2
anti-Caspase 3 Cleavage (Aspl75)
anti-TNFa (ab66579)
anti-SEK1 (H-98)

Primdre phosphospezifische Antikérper
anti-phospho p38 (Thr180/Tyr182)
anti-phospho ERK1/2 (Th202/Tyr204)
anti-phospho JNK1/2 (Thr183/Tyr185)
anti-phospho MKK3/6 (Ser189/207)
anti-phospho MEK1/2 (Ser217/221)
anti-phospho MKK4 (Thr261)
anti-phospho MKK7 (Ser271/Thr275)
anti-phospho cJun (Ser63)
anti-phospho MK2 (Thr334)

Sekundare Antikorper

anti-mouse-HRP

1:5.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:2.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:2.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Cayman Chemical Company, USA
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Cell Signalling, Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling, Frankfurt
1:400 Cell Signalling, Frankfurt
1:1.000 AbCam, Cambridge, UK
1:1.000 Santa Cruz, Heidelberg
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:1.000 Cell Signalling,Frankfurt
1:5.000 DakoCytomation GmbH, Hamburg

weiter auf der nichsten Seite
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Antikorper Verdiinnung  Bezugsquelle

anti-rabbit-HRP 1:5.000 DakoCytomation GmbH, Hamburg
anti-goat-HRP 1:5.000 DakoCytomation GmbH, Hamburg
anti-rabbit IRDye-700 1:5.000 Biomol, Hamburg

anti-mouse IRDye-800 1:10.000 Biomol, Hamburg

Tabelle 2.3: Verwendete Antikorper

2.1.4 Laborgerdte und Programmsoftware

Die eingesetzten Laborgerite und die verwendete Programmsoftware sind in Tabelle 2.4

aufgelistet.
Laborgeridte und Programmsoftware Bezugsquelle
Absorptionsspektrometer Molecular Devices, Ismaning
Brutschrank CO»-Auto-Zero WTB Binder Labortechnik, Tuttlingen
Casy®1 Cell Counter Schérfe Systems,Reutlingen
Mini-Protean Gelelektrophorese-System BioRad, Miinchen
Mini-Transblot System BioRad, Miinchen

Electrophoresis Power Supply EPS 500/400 Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Mikrotiterplatten-Waschgerat Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, USA
Fluoreszenzspektrometer Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, USA
Kiihlzentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf AG, Hamburg
Mikrotiterplatten-Zentrifuge Hettrich GmbH, Tuttlingen
Odyssey®Infrared Imaging System LI-COR Biosciences, Nebraska, USA
Odyssey®Software LI-COR Biosciences, Nebraska, USA

OptiQuant Acquisition & Analysis Software  Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim

SOFTmax Pro 3.0 VersaMax, Molecular Devices, Ismaning
Sterilbank Herosafe Heraeus Instruments GmbH, Fellbach
Tischzentrifuge 5417R Labor Technik Barkey, Bielefeld
Ultraschall Multiporator, Sonifier® Branson, Danbury, USA
Fluoreszenzmikroskop 1X81 Olympus, Hamburg

Thermoblock Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg

Scan® Analysis Software Olympus, Hamburg

weiter auf der nachsten Seite
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Laborgerdte und Programmsoftware Bezugsquelle

Spektralphotometer Nanodrop ND-1000 Peqlab, Erlangen

ABI StepOne Plus Applied Biosystems AB, Darmstadt
PCR Primus 96 Thermocycler Peqlab, Erlangen

UV Transilluminator PeqlLab

DNA Gelkammer VWR, Bruchsal

Tabelle 2.4: Verwendete Laborgeridte und Programmsoftware

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Zellkultur- und Plastikwaren wurden von Greiner Labortechnik (Niirtingen) sowie die

Zellschaber von Techno Plastic Products, Trasadingen (CH) bezogen.

Kultivierung der Zellen

Bei der RAW264.7 Zelllinie (bezogen von LCG Standards-ATCC, USA) handelt es sich um
eine adhédrent wachsende Makrophagen-Zelllinie aus einer ménnlichen Balb/c Maus. Die
Zelllinie wurde nach Induktion eines Tumors, mittels intraperitoneal-Injektion des Abelson
Leukdmie Virus, isoliert. Die Zellen produzieren keine Retroviren, besitzen charakteristische
Merkmale von Makrophagen (Migration, Phagozytose)(Raschke et al., 1978) und die Abwe-
senheit von Mykoplasmen wurde ebenfalls gepriift. Die Zellen zeigen eine Verdopplungszeit
von ungefahr 24 h und werden in DMEM-Medium supplementiert mit 10 % FCS und 0.5 %
Penicillin/Streptomycin (100 U/ml) im Brutschrank bei 37°C, 95 % relativer Luftfeuchte und
5% COs-Atmosphére kultiviert. Zur Passage werden die Zellen nach Erreichen einer Konfluenz
von 80-90 % vom Boden der Kulturflasche abgeschabt, vereinzelt und die Zellkonzentration
mittels CASY Cell Counter bestimmt. Die Weiterpassage erfolgt alle 3-4 Tage.

Medium/Zusatz Bezugsquelle

DMEM (Dulbecco “s Modified Eagle s Medium)  Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Fotales Kalber Serum (FCS) PAA, Pasching, Osterreich
Penicillin/Streptomycin Gibco Life Technologies, Karlsruhe
PBS CaCl2/-MeCl2 Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tabelle 2.5: Verwendete Zellkulturmedien und Zusétze
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Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mit dem CASY-Cell Counter (Schérfe Systems, Reutlingen).
Hierfiir wird die Zellsuspension 1:1000 in Casyton verdiinnt und die Lebendzellzahl bestimmt.
Das Messprinzip basiert dabei auf der Widerstandsmessung der Membran der Zellen, wodurch

sich lebende von toten Zellen unterscheiden lassen.

Langzeitkonservierung und Auftauen von Zellen

Zur Langzeitkonservierung werden die Zellen bei —196 °C in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Dafiir werden die Zellen zunéchst wie beschrieben vom Boden der Zellkulturflasche abgelost
und die Zellzahl bestimmt. Eine entsprechende Menge Zellen wird im néchsten Schritt in ein
steriles Bluecap transferiert und bei 350-g fiir 5 min zentrifugiert. Dann wird der Uberstand
entfernt, die Zellen in Einfriermedium (Kulturmedium mit 10 % DMSO) resuspendiert und
in Kryogeféfse iiberfiihrt. Damit die Zellen langsam eingefroren werden, werden sie zunéchst
30min auf Eis gelagert und dann in einem Einfriergefi (Nalgene™  Labware, USA) mit
kaltem Isopropanol bei —80 °C ii.N. gelagert. Nach 1-2 Tagen werden die Kryogeféife in den
Stickstofftank iiberfiihrt.

Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, werden die Kryogefafe in einem 37 °C Wasserbad
schnell aufgetaut, in ein Bluecap mit vorgewadrmten Medium transferiert und nach Zentrifuga-
tion das DMSO vollstéandig entfernt. Nach Resuspension mit frischem, vorgewdrmten Medium
wird die Zellsuspension in eine frische, mit Kulturmedium versetzte, Zellkulturflasche iiberfiihrt.
Nach Anheften der Zellen wird das Medium gewechselt und die Zellen wie in Abschnitt 2.2.1

beschrieben kultiviert.

2.2.2 Behandlung von Zellen
Herstellung der Partikel-Suspension

Am Behandlungstag werden die Partikel-Suspensionen immer frisch hergestellt, da Alterungs-
prozesse eine langerfristige Lagerung nicht erlauben. Zu Beginn werden jeweils 10 mg Partikel
in ein 15ml Bluecap eingewogen und dann eine Stammlosung von 10 mg/ml in sterilem
PBS™/~ hergestellt. Nach Vortexen der Partikelsuspension fiir ca. 15sec wird diese mit einem
Ultraschallgerdt (Branson Sonifier, USA) behandelt. Dazu wird die Mikrospitze aus Titan in
die Partikellosung eingetaucht und mit 30 Pulsen von einer Sekunde Dauer beschallt (output
control 50 %, duty cycle 8). Ein Aufschdumen der Suspension wird dabei vermieden. Von dieser
fertigen Stammsuspension wird dann eine Arbeitslésung (1 mg/ml) im entsprechenden Medium
hergestellt und davon ausgehend die gewiinschten Verdiinnungen fiir die Exposition der Zellen

erstellt. Durch zwischenzeitliches Vortexen wird ein Absetzen der Partikel verhindert.
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Partikel Bezugsquelle

SiO2 A200 Evonik, Frankfurt
Si0,> Ox50 Evonik, Frankfurt
TiO,> P25 Evonik, Frankfurt

Carbon Black (CB14)  Evonik, Frankfurt
Cadmiumoxid (CdO)  Merck KGaA, Darmstadt

Tabelle 2.6: Verwendete Partikel und Nanomaterialien

Behandlung der Zellen mit Partikeln

Am Vortag der Behandlung werden die Zellen in den entsprechenden Kulturgeféfen mit einer
Konfluenz von 60-70 % in Medium mit 10 % FCS ausgesét. In Tabelle 2.7 sind die verwendeten

Kulturgefafse mit den entsprechenden Zelldichten und Behandlungsvolumina aufgefiihrt.

Kulturgefal Kulturfliche ausgesite Zellzahl Behandlungsvolumen
6-well 9,6 cm? 2x10° 3 ml
3 cm Petri-Schale 9,6 cm? 2x10° 3 ml
24-well 2,0 cm? 3x10° 625 nl
96-well 0,32 cm? 5x10* 100 pl

Tabelle 2.7: Verwendete Zelldichten fiir die Versuche

Zunachst wird das Kulturmedium vollstédndig abgenommen und durch das entsprechende
Behandlungsmedium (-/+ 10 % FCS, -/+ Inhibitor) ersetzt. Dabei wird zunéchst die Hélfte
des Behandlungsvolumens vorgelegt und dann die Zellen mit den hergestellten Partikel-
Verdiinnungen (2-fach konzentriert) exponiert. Um ein Absetzen der Partikel zu vermeiden,
wird direkt vor jeder Behandlung die Partikelsuspension nochmals fiir 10-15 s gevortext.
Nach der entsprechenden Inkubationszeit werden die Zellen bzw. der Kulturiiberstand fiir die
entsprechenden Versuche weiterprozessiert. Bei der Behandlung mit den Partikeln wurden die
eingesetzten Volumen- und Fliachenkonzentrationen fiir alle Kulturgeféifie konstant gehalten. Die

entsprechenden Volumen- und Flichenkonzentrationen sind in Tabelle 2.8 zusammengefasst.

Bei Behandlung der Zellen mit Partikeln und Inhibitoren werden die Zellen zunéchst fiir
30 min bei 37°C mit dem Inhibitor bzw. dem entsprechenden Losungsmittel (Medium oder
DMSO) vorbehandelt (Tabelle 2.9) und die Verdiinnungen der Partikel in Medium mit und

ohne Inhibitor angesetzt. Die Behandlung wird dann wie schon beschrieben durchgefiihrt.
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Volumenkonzentration Flachenkonzentration

[ug/ml] [ug/cm?]
1 0,32
5 1,6
10 3,1
50 15,6
100 31,3
200 62,5

Tabelle 2.8: Vergleich Volumen- und Fldchenkonzentrationen

Inhibitor Konzentration
SB203580 10 uM
SP600125 10 uM
PD98059 10 uM
zVAD-fmk 50 uM
N-Acetyl-Cystein 5 mM
a-TNFa Neutralisierungs-Antikdrper 1 pug/ml

Tabelle 2.9: Endkonzentrationen der eingesetzten Inhibitoren

2.2.3 Zytotoxizitats-Assays

WST-1

Mittels WST-1 Assay kann die mitochondriale Aktivitdt (MA) von Zellen bestimmt werden.
Der Assay beruht auf der Umsetzung des Tetrazoliumsalzes WST-1 durch mitochondriale
Succinatdehydrogenasen stoffwechselaktiver, vitaler Zellen, so dass ein wasserlosliches, gelbes
Formazansalz entsteht. Dieser Farbumsatz kann dann am Absorptionsspektrometer gemessen
werden. Die Intensitét des Farbumschlags ist dabei proportional zur Stoffwechselaktivitéat der
Zellen und somit auch der Zellzahl.

Der Test wird mit dem Proliferations-Reagenz WST-1 (4-(3-(4-Iodophenyl)-2-(4- nitrophenyl)-
2H-5-tetrazolio)-1,3-benzene disulphonat)) der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wird im Anschluss an die Behandlung der Kulturiiber-
stand abgenommen, durch 200 pl WST-1 Losung (1:20 in HBSS verdiinnt) ersetzt und fiir 1 -
2h im Brutschrank bei 5% COs inkubiert. Die optische Dichte kann dann am Absorptions-
spektrometer bei einer Wellenlédnge von 450 nm gemessen werden. Der Test findet im 96-well
Format statt und jeder Ansatz wird im Quadruplikat gemessen. Die mitochondriale Aktivitét
(MA) wird nach der unten stehenden Formel berechnet.

Mitochondriale Aktivitit [MA](%) = £ontrolle . 100
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LDH-Assay

Mithilfe des LDH-Assays kann die Zytotoxizitdt von Substanzen iiber die Freisetzung der
Lactat-Dehydrogenase (LDH) der behandelten Zellen bestimmt werden. Das Testprinzip basiert
darauf, dass nur bei toten Zellen die Zellmembran permeabel und das ansonsten im Zytosol
lokalisierte Enzym LDH in den Kulturiiberstand abgegeben wird. Der Nachweis freigesetzter
LDH im Kulturiiberstand basiert auf der Umwandlung eines schwach gelben Tetrazoliumsalzes
zu rotem Formazan. Dabei katalysiert die LDH zunéchst die Oxidation von Laktat zu Pyruvat
mit gleichzeitiger Reduktion von NADT zu NADH+H*. Uber die Protoneniibertragung von
NADH+H™ auf das Tetrazoliumsalz findet dann die Umwandlung in das rote Formazan statt.
Die Intensitdt der Rot-Farbung ist dabei proportional zur LDH-Aktivitdat der Probe, d.h. je
hoher die Intensitédt der Rotfarbung, desto zytotoxischer war die erfolgte Behandlung.

Der Test mit dem Cytotoxicity Detection Kit Plus (Roche) wird nach Herstellerangaben durch-
gefiihrt. Die Behandlung erfolgt im 96-well Format und jeder Ansatz wird im Quadruplikat
durchgefithrt. Nach Abstoppen der Reaktion wird die Farbumsetzung am Absorptionsspektro-
meter bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen. Die Berechnung der LDH Freisetzung (%
Positivkontrolle Triton-X 100) erfolgt nach der unten stehenden Formel.

LDH-Freisetzung (% Triton-Kontrolle) = Lesitivhontrolle . 1)

2.2.4 ROS-Messung mittels DCF-Assay

Intrazelluldre reaktive Sauerstoffspezies (ROS) kénnen mit Hilfe des DCF-Assays nachgewiesen
werden. Das ungeladene, nicht-fluoreszierende HoDCF-DA (27,7 -Dichlorodihydro-fluorescein
Diacetat) kann durch die Zytoplasmamembran in die Zelle diffundieren und wird dort von
unspezifischen Esterasen deacetyliert. So entsteht HoDCF (Dichlorodihydrofluorescein), welches
aufgrund seiner Ladung die Zelle nicht wieder verlassen kann. In Gegenwart von Peroxidase
/ Ha049, "O2R, "OR, ‘OH, HOCI sowie ONOO™ wird der Farbstoff zu fluoreszierendem DCF
(Dichlorofluorescein) oxidiert. Die so entstandene Fluoreszenz ist zellgebunden und kann dann
am Fluoreszenzspektrometer gemessen werden.

Der DCF-Assay wird im 96-well Format in Vierfachbestimmungen durchgefithrt. Dazu wird
im Anschluss an die Behandlung (4 h, 24h) der Kulturiiberstand abgenommen, die Zellen mit
HBSS gewaschen und dann fiir 40 min mit 50 pul der HoDCF-DA-Losung (50 pM in HBSS) im
Brutschrank bei 5 % COs inkubiert. Zum Entfernen von iiberschiissigem HoDCF-DA werden
die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen, 100 nl HBSS zugegeben und nach Oh, 1h und 2h
die Fluoreszenz am Fluoreszenzspektrometer nach Anregung bei 488 nm bei einer Wellenlénge
von 530 nm gemessen. Die Zunahme der Fluoreszenz wird nach der unten stehenden Formel

berechnet und als % der Kontrolle angegeben.

DCF-Intensitit (% Kontrolle) = fonirolle
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2.2.5 Proteinanalytik
Herstellung von Gesamtzell-Lysaten

Nach Beendigung einer Behandlung der Zellen wird das Medium abgenommen, die Zellen
direkt in 300 pl Lysepuffer (Tabelle 2.10) (bei 3 cm Zellkulturschalen) von der Kulturschale
abgeltst und in ein Eppendorfreaktionsgefaf transferiert. Die Menge des Lysepuffers wird fiir
kleinere Kulturschalen entsprechend angepasst. Die Lysate werden fiir 5 min bei 95 °C gekocht,
anschlieftend die DNA mit Hilfe eines Ultraschallgeréts (Branson Sonifier, USA) fiir 15sec
zerkleinert und bei 15.000-g zentrifugiert. Danach kénnen die Proben entweder direkt auf das
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen oder bis zur weiteren Verwendung kurzfristig bei —20°C
oder langerfristig bei —80°C gelagert werden.

4x Lysepuffer

1M Tris pH 6,8 12.5ml
H20 17.5ml
Glycerin 20 ml
SDS 4g

Bromphenolblau 25mg
R-Mercaptoethanol 10 %

Tabelle 2.10: Zusammensetzung des Lysepuffers

SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

In einem diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gel kénnen Proteine elektrophoretisch nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Hierfiir wird ein Laufgel ver-
wendet, welches aus einem 4 % Sammelgel und einem Trenngel (6 %, 10 % oder 15 %) (siehe
Tabelle 2.11) je nach Groke der aufzutrennenden Proteine besteht. Im zuerst durchlaufenen
Sammelgel werden die Proben zunéchst konzentriert und im sich anschliefenden Trenngel in
scharfe Banden aufgetrennt. Zur Auftrennung der Proteine wird ein vertikales Gelelektropho-
resesystem (Bio-Rad, Miinchen) mit dem Laufpuffer (Tabelle 2.12) bei einer Spannung von
170V fiir 50 - 60 min verwendet. Zur Grofienbestimmung der Proteinbanden wird zusétzlich

ein Grokenmarker (PageRuler, Fermentas) mit auf das Gel aufgetragen.

Western Blot

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Verfahren, das Enhanced Chemiluminescence
(ECL) Detektierungssystem und das Odyssey® Infrared Imaging System, eingesetzt, um zelluli-
re Proteine nachzuweisen. Das in dieser Arbeit verwendete Odyssey® Infrared Imaging System

kann fiir zwei unterschiedliche Farbstofftypen verwendet werden, die verschiedene Anregungs-
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4 % Sammelgel 10 - 15 % Trenngel

Rotiphorese 4% 10-15%
Tris-HCl pH 6,8 125 mM

Tris-HCI pH 8,8 375 mM
SDS 0.1% 0.1%
APS 0.1% 0.1%
TEMED 0.01 % 0.01 %

Tabelle 2.11: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels

Laufpuffer

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0.1%

Tabelle 2.12: Zusammensetzung des Laufpuffers

und Emissionsmaxima im langwelligen (Infrarot-) Bereich besitzen. Optimal geeignet fiir dieses
System sind z.B. die Fluoreszenzfarbstoffe IRDye700 (Biomol, Anregungsmaximum 685 nm,
Emissionsmaximum 710 nm) und IRDye800 (Biomol, Anregungsmaximum 778 nm, Emissi-
onsmaximum 806 nm). Die Farbstoffe konnen getrennt oder auch gleichzeitig nachgewiesen

werden, was eine Detektion unterschiedlicher Protein- Spezies auf einem Blot ermdglicht.

Zum immunologischen Nachweis der aufgetrennten Proteine werden diese auf eine Polyvinyl-
idendifluorid Membran (PVDF, 0.45 pm Porengrofe, Millipore GmbH, Schwalbach) transferiert
geméf des Nassblotverfahrens von Herrmann und Wiche (1987). Zunéchst wird die PVDF
Membran mit 100 % Methanol aktiviert und zusammen mit dem Gel in eine sogenannte
Blot-Kassette gepresst. Der Transfer erfolgt in einer gekiihlten, mit Blotpuffer gefiillten, Blot-
Kammer (Bio-Rad, Miinchen) bei 100V fiir 60 min. Fiir das Odyssey-Verfahren wird eine

Fluoreszenz-spezifische PVDF-Membran verwendet.

Blotpuffer
Tris-BASE 25 mM
Glycin 200 mM

Methanol (v/v) 10%

Tabelle 2.13: Zusammensetzung des Blotpuffers
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Immunologischer Nachweis von Proteinen

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wird diese kurz in TBS-Puffer (Tabel-
le 2.14) gewaschen und anschliefend im jeweiligen Blocking-Puffer fiir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert, um freie Proteinbindestellen auf der Membran zu séttigen. Fiir Odyssey-Blots wird
der Licor-Odyssey-Blocking Puffer und ansonsten ein Blockingpuffer bestehend aus 5% (w/v)
Milchpulver in TBS-T (TBS mit 0.1 % Tween) verwendet. Anschliefend wird die Membran
dreimal fiir 10 min mit TBS-T gewaschen und dann iiber Nacht bei 4 °C mit dem jeweiligen
Primér-Antikorper inkubiert. Phosphospezifische Antikorper werden in 3% BSA/ TBS-T ver-
diinnt, wihrend alle restlichen Antikdérper in dem jeweiligen Blocking-Puffer zugegeben werden.
Nach erfolgter Inkubation werden ungebundene Primér-Antikorper durch dreimaliges Waschen
mit TBS-T entfernt und dann die Membranen fiir 1 h bei Raumtemperatur mit dem jeweili-
gen Spezies-spezifischen Sekundéar-Antikorper (HRP-gekoppelt) in 5 % Milchpulver/ TBS-T
inkubiert. Odyssey-Sekundarantikérper sind zur spéteren Detektion Fluoreszenz-markiert und
werden daher im Dunkeln in Licor-Odyssey-Blocking Puffer zugegeben. Nach erfolgter Bindung
werden iiberschiissige Sekundér-Antikérper durch dreimaliges Waschen fiir 10 min mit TBS-T

entfernt gefolgt von der sich anschliefsenden Detektion der Protein-Antikérper-Komplexe.

TBS

Tris-HCl 20 mM
NaCl 150 mM
pH 7,6

Tabelle 2.14: Zusammensetzung TBS-Puffer

Detektion mittels ECL-System

Die konventionelle Visualisierung der Proteine erfolgt durch Zugabe des Substrats der Peroxi-
dase (ECL,GE Healthcare, Freiburg). Die an den Sekundér-Antikérper gekoppelte Peroxidase
katalysiert hierbei die Oxidation von Luminol (ECL-Substrat), so dass ein chemilumineszentes
Signal entsteht, welches dann mit Hilfe eines lichtempfindlichen Films detektiert werden kann.
Zur Durchfiihrung werden die ECL-Komponenten nach Herstellerangaben gemischt und auf
die Membran gegeben. Nach 1 - 2min Inkubation wird das iiberschiissige ECL entfernt und die
Membran im Dunkeln mit einem Film exponiert. Der Film wird anschlieffend solange in einer
Entwicklungslosung geschwenkt, bis die Proteinbanden sichtbar sind und dann zur Fixierung

in ein Fixierbad gegeben.

Detektion mittels Odyssey-System

Die Detektion der sekundédren Antikorper der Odyssey-Blots erfolgt unter Verwendung des
Odyssey® Infrared Imager. Die Signalintensitéten der Banden wurden mit der entsprechenden
Odyssey® Software (LI-COR Biosciences, USA) analysiert.
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Stripping und erneute Antikorperfarbung von Membranen

Das Entfernen (stripping) bzw. Denaturieren gebundener Antikérper von einer PVDF Membran
ermoglicht ein mehrmaliges Detektieren von Antigenen. So kénnen z.B. bei Versuchen mit
phosphospezifischen Antikérpern die geladene Gesamtproteinmenge mit Hilfe von Antikérpern
bestimmt werden, welche die nicht-phosphorylierte Form des Proteins erkennen. Hierzu werden
die Membranen fiir 20 - 30 min bei RT mit Stripping Puffer (Restore™ Western Blot Stripping
Buffer, Pierce, Rockford) unter stdndigem Schiitteln inkubiert und anschliefend dreimal mit

TBS-T gewaschen. Die nachfolgenden Schritte erfolgen wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben.

2.2.6 Proteinnachweis mittels ELISA

Uber einen ELISA-Assay (enzyme linked immunosorbent assay) konnen Proteine im Kultur-
iiberstand tiber ein immunologisches Nachweisverfahren quantitativ erfasst werden. Bei den
verwendeten kommerziell erhéltlichen ELISA-Kits handelt es sich um Festphasen-Sandwich
ELISAs. Dazu wird zunéchst ein monoklonaler Antikorper (spezifisch fiir das Zielprotein) auf
eine speziell beschichtete 96-well Platte aufgebracht. Dann werden Proteinstandards und die
Proben zugegeben und vorhandenes Zielprotein bindet an den immobilisierten Antikorper.
Nach mehreren Waschschritten wird ein polyklonaler, biotinylierter, Zielprotein-spezifischer
Antikorper zugegeben, so dass ein Antikorper-Antigen-Antikorper Sandwich entsteht. Nach
weiteren Waschschritten erfolgt die Zugabe des Streptavidin-HRP-Konjugats zum spéteren en-
zymatischen Nachweis. Dann wird das chromogene Enzym-Substrat (TMB, ABTS) zugegeben,
durch dessen Umsetzung ein Farbumschlag (blau, griin) erfolgt. Dieser ist direkt proportional
zur Menge an vorhandenem Antigen. Nach Abstoppen der Enzymreaktion mit Schwefelsdure
bzw. SDS kann die Platte dann am Absorptionsspektrometer gemessen und iiber die Extinktion

der aufgetragenen Proteinstandards die vorhandene Proteinmenge berechnet werden (Angabe

in pg/ml).

Die ELISAs wurden alle nach Herstelleranleitung durchgefiihrt. Fiir die Durchfithrung des
ELISAs wurden 96-well Platten sowie Klebefolie von NUNC (ThermoFischer Scientific) ver-

wendet.

verwendete ELISA-Kits:
e BDOptEIA mouse TNFa (BD Pharmingen, Heidelberg)
e BDOptEIA mouse IL-6 (BD Pharmingen, Heidelberg)
e BDOptEIA mouse IL-15 (BD Pharmingen, Heidelberg)
o KC-ELISA KIT (Peprotech, Hamburg)
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2.2.7 RNA Analytik
Isolierung von RNA

Nach erfolgter Behandlung werden die Zellen mit 1 ml peqGOLD RNA-Pure™ (PeqLab,
Erlangen) direkt in der Kulturschale lysiert und bis zur Isolierung der Gesamt-RNA bei —80 °C
gelagert. Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgt nach Hersteller-Anleitung. Die so gewonnene
Gesamt-RNA wird in 20 pl DEPC-behandeltem Wasser gelost und bis zur weiteren Verwendung
bei —80°C gelagert, um einen moglichen Abbau durch die ubiquitdr vorhandenen RNasen
zu verhindern. Die Bestimmung der RNA-Gesamt-Konzentration erfolgt durch Messung am
UV /VIS-Spektralphotometer (NanoDrop® ND-7000 von PeqLab, Erlangen).

Herstellung cDNA

Zur weiteren Analyse mittels qRT-PCR wird die in der Gesamt-RNA enthaltene mRNA in
copy-DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierfiir wird 1pg Gesamt-RNA eingesetzt und mittels
der Reversen Transkriptase M-MLV1 (Promega, Mannheim) in ¢cDNA umgeschrieben. Die
cDNA-Herstellung erfolgt in zwei Schritten, wobei die RNA zunéchst mit Zufallshexameren
(Random-Primer, 100 pmol) fiir 5min bei 70 °C inkubiert und dann auf Eis abgekiihlt wird.
Im néchsten Schritt wird der Reverse Transkriptase-Mix (Promega, Mannheim; Tabelle 2.15)

zugegeben und der gesamte Ansatz wie folgt inkubiert.

e 10min bei 25°C
e 60min bei 40°C
e 10min bei 70°C

Reagenzien pro Ansatz (1 g RNA)
5x RT-Puffer 4 ul
dNTP (10 mM) 2 ul
RNAsin [40 u/pl] 0,5 ul
Reverse Transkriptase [200 u/ul] 1 ul

Tabelle 2.15: Zusammensetzung Reverse Transkriptase - Mix

Nach Abschluss der cDNA-Synthese wird die cDNA mit DEPC-Wasser 1:10 verdiinnt und bei
—20°C gelagert.

Zum Ausschluss von Verunreinigungen mit genomischer DNA wird jeweils ein Ansatz mit
und ohne Reverse Transkriptase erstellt und in einer spéteren Kontroll-PCR mit Primern
fiir ein ubiquitdr vorkommendes Gen (GAPDH) getestet. Das PCR-Produkt wird dann im

Anschluss auf ein 1.5 % Agarose-Gel aufgetragen, elektrophoretisch getrennt und dann mit dem
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UV Transilluminator (PeqLab, Erlangen) visualisiert. Die Zusammensetzung des PCR-Mixes
(Promega) sowie die Schritte des PCR-Programms sind in Tabelle 2.16 und Tabelle 2.17
dargestellt.

Reagenzien pro Ansatz
cDNA-Template 5 ul

10x GoTaqReaction Buffer 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul

QC-Primer For (10 pM) 1,25 pl
QC-Primer Rev (10 pM) 1,25ul
Tag-Polymerase (5u/pl) 0,25 pl
H20 14,25 ul

Tabelle 2.16: Zusammensetzung QC-PCR Mastermix

Temperatur [°C] Zeit

Denaturierung 95 2min

Amplifikation : 24 Zyklen

Denaturierung 95 30sec
Annealing 56 30sec
Elongation 72 1,25 ul
< zu Schritt 2

End-Elongation 72 5 min
Pause 8 -

Tabelle 2.17: PCR-Programm fiir QC-PCR

Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die Analyse der hergestellten cDNA mittels qRT-PCR wird mit dem Gerédt ABIStepOnePlus
(Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefithrt. Es werden fiir das Gerét kompatible 96-well
Platten mit passender optischer Folie verwendet. Pro Ansatz werden 5l cDNA zusammen mit
genspezifischen Primer-Paaren (jeweils 10 pmol) und 10 pl 2x PCR-Master- Mix (Quantitect
SYBR Green Mix®; Qiagen, Hilden) gemischt und im Duplikat gemessen. Die einzelnen
Schritte des PCR-Programms sind in Tabelle 2.18 dargestellt.

Die Analyse der Daten wird tiber die A A Ct-Methode durchgefiihrt. Die wahrend der Ampli-
fikation detektierten SYBR~Green Signale werden in einem Amplifikationsplot (SYBR-Green
Signal versus PCR-Zyklus) dargestellt und beschreiben eine exponentielle Amplifikationsphase
gefolgt von einem Plateau. Der Beginn der exponentiellen Amplifikation wird iiber einen
Threshold festgelegt, der fiir alle analysierten Gene konstant gehalten wird. Uber den Schnitt-
punkt der Amplifikationskurve mit dem Threshold wird der sogenannte Ct-Wert erhalten.
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Temperatur [°C] Zeit
Denaturierung 95 15 min
Amplifikation : 40 Zyklen
Denaturierung 95 15sec
Annealing & Elongation 60 30sec
< zu Schritt 2
Denaturierung 95 15 sec
Schmelzkurve 60-95 in 0.5 °C Schritten  1min
Denaturierung 95 15 sec

Tabelle 2.18: Programm fiir qRT-PCR

Dieser dient zur weiteren Berechnung der Induktion der Genexpression. Dazu wird zunéchst
eine Normalisierung der untersuchten Gene auf eine endogene Kontrolle durchgefiihrt und
dann die so erhaltenen Werte einer Behandlung mit den Werten der unbehandelten Kontrolle
verrechnet. Die endogene Kontrolle, im vorliegenden Fall eine ribosomale Untereinheit (RibPO),
beschreibt ein Gen, welches durch ein ubiquitdres Vorkommen und eine von der Behandlung
unabhéngige, hohe Expressionsrate in allen Zellen gekennzeichnet ist. Die genaue Berechnung

ist im Folgenden dargestellt.
(1) Expression Zielgen relativ zur endogenen Kontrolle

ACt = CtZielgen - Ctendogene Kontrolle

(2) Expression relativ zur Kontrolle

AACE=A Ctunbehandelte Kontrolle ~ A CtBehandlung

(3) Berechnung der Expressionsédnderung

relativer Expressionslevel (E)— 204 ACt)

Die verwendeten Primer fiir die qRT-PCR wurden von Metabion (Martinsried) bezogen. Fiir
das Design der Primer wurde die Primer-BLAST Software von NCBI unter

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ verwendet. Kriterien fiir die Primer- Aus-
wahl waren eine Grofe der PCR-Produkte von 200 - 300 bp (Basenpaaren), eine einheitliche
Schmelztemperatur bei 60 °C und wenn moglich die Lage tiber Exon-Intron Grenzen hinweg.

Alle verwendeten Primer sind in der folgenden Tabelle dargestellt.
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Primer Sequenz (5°- 3" Orientierung) refseq

HO-1 For GCCACCAAGGAGGTACACAT NM _010442.2
Rev GCTTGTTGCGCTCTATCTCC

NQO1 For TGAGCCCAGATATTGTGGCC NM _008706.5
Rev GCAGCATATGTGTAGGCAAATCC

~vGCL-C For GGATTCGGGATGGGCAAC NM _010295.2
Rev CTGACACGTAGCCTCGGTAAAAT

~GCL-M For CATGTCCCATGCAGTGGAGA NM 008129.3
Rev. GTCCAGCTGTGCAACTCCAA

TNFa For GGTGCCTATGTCTCAGCCTCTT NM _013693.2
Rev GTGAGGGTCTGGGCCATAGA

IL-18 For AAGTTGACGGACCCCAAAAGA NM _008361.3
Rev. CACAGCTTCTCCACAGCCAC

IL-6 For TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC NM _031168.1
Rev  GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG

COX-2 For ACGAAGGAACTCAGCACTGCA NM 011198.3
Rev  ACATGGATTGGAACAGCAAGG

Cxcl2 For CACAGTTGCCGGCTGGAGCA NM 009140.2
Rev.  TGGGGTCAGCACAGACCTCTCTC

Cxcll For TGATCCCAGCCACCCGCTCG NM _008176.3
Rev. CAAGGCAAGCCTCGCGACCA

MCP-1 For  ACTGAAGCCAGCTCTCTCTTCCTC NM 011333.3
Rev TTCCTTCTTGGGGTCAGCACAGAC

FOS For TGGGCTCTCCTGTCAACACA NM 010234.2
Rev. CGTAAGCCCCAGCAGACT

iNOS For GAGCAACTACTGCTGGTGGTGA NM _010927.3
Rev. GAGGGTACATGCTGGAGCCA

RibPO For GGACCCGAGAAGACCTCCTT NM _007475.5
Rev GCACATCACTCAGAATTTCAATGG 3’

Mmp9 For CTGTTCCTGGTGGCAGCGCA 3’ NM 013599.2
Rev  AGTGGGAGGTGCTGTCGGCT 3’

QC-Primer GAPDH  For CTGAGGACCAGGTTGTCTCC NM _010927.3
Rev TGTGAGGGAGATGCTCAGTG

Random-Primer

dUUUU, dAAAA, dCCCCC, dGGGGG

Tabelle 2.19: Verwendete Primer fiir die qRT-PCR
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2.2.8 Automatisierter Zelltod Screening Assay (Apoptose-Assay)

Uber den Einsatz verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe kann eine Vielfalt von biologischen
Endpunkten (Zellzahl, verschiedene Formen des Zelltods, usw.) charakterisiert werden. Zu-
sétzlich konnen auch iiber Auswertung des Hellfeldbilds Aussagen iiber Verdnderungen der
Zellmorphologie oder die Ausbildung von Vakuolen getroffen werden. Durch die Lebendfér-
bung im Anschluss an die Behandlung und die direkte Zugabe der Farbstoffe in das Medium
werden Fixier- und Waschschritte vermieden, so dass ein Verlust an Zellen minimiert wird.
Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe werden im folgenden erldutert. Hoechst33342, ein
DNA-interkalierender Farbstoff, kann sowohl in lebende als auch in tote Zellen diffundieren,
wihrend Propidiumjodid (PI), ebenfalls ein DNA-interkalierender Farbstoff, nur tote Zellen
durchdringen kann, bei denen die Zellmembran nicht mehr intakt ist. Hoechst33342 wird {iber
UV-Licht (350 nm) angeregt und emittiert blaues Licht (450 nm Emissionsmaximum), wihrend

PI bei 488 nm angeregt wird und rotes Licht (590 nm Emissionsmaximum) emittiert.

Durchfiihrung des Apoptose Assays

Nach erfolgter Behandlung werden die Zellen mit Hoechst und PI fiir 30 min im Brutschrank bei
37°C und 5% CO4 gefarbt. Anschliefend erfolgt die Aufnahme der gefarbten Zellen mit einem
Mikroskop IX81 der Firma Olympus. Es werden 4 Bildausschnitte pro well einer 96-well-Platte
mit einem 10-er Objektiv aufgenommen und jeder Ansatz wird im Quadruplikat (4 wells)
durchgefiihrt. Von jedem Bildausschnitt werden das Hoechst- und das PI-Signal sowie das
Durchlichtbild detektiert und gespeichert. Die quantitative Auswertung der Fluoreszenzsignale
erfolgt dann im Anschluss mit der Scan® -Analysis Software von Olympus. Die Schritte der
Bildakquisition mit dem Mikroskop sowie auch die Auswertung der Fluoreszenzsignale werden

automatisiert durchgefiihrt.

Analyse des Zelltod-Assays mithilfe der Scan®-Software

Anhand der generierten Bilder konnen verschiedene Parameter bestimmt werden. Zum einen
die Morphologie der Zellen anhand des Durchlichtbilds, die Gesamtzellzahl der analysierten
Zellen iiber das Hoechst-Signal und genauere Informationen iiber die Art des Zelltods durch

Doppelfarbung von Hoechst und PI.

Ermittlung Gesamtzellzahl

Mittels Hoechst-Farbung werden alle Zellkerne angeférbt, aus deren Summe sich die Ge-
samtzellzahl ergibt. Mit der Scan®-Software wird eine Maske generiert, welche iiber das
Hoechst-Signal gelegt wird (Abb. 2.1). Anschliefend wird tiber die Software die Anzahl der
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erzeugten Masken ermittelt und daraus die Gesamtzellzahl abgeleitet. Randobjekte werden
dabei nicht beriicksichtigt.

Kernmaske.

Abbildung 2.1: Darstellung der Kernmaske. Linkes Bild: Hoechst-Férbung von RAW264.7
Zellkernen, aufgenommen mit einem Olympus IX81 Mikroskop; rechtes Bild: Kernmasken generiert
von der Olympus Scan®-Analysis Software. Die Anzahl der Kernmasken wird von der Software
als Gesamtzellzahl ausgegeben.

Analyse der verschiedenen Stadien des Zelltods

Die Bestimmung der verschiedenen Stadien des Zelltods erfolgt iiber die Doppelfarbung der
Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst und PI. Mittels Hoechst werden sowohl lebende
als auch tote Zellen angefarbt, wihrend PI nur in Zellen mit defekter Zellmembran eindringen
kann.

Bei apoptotischen Zellen findet eine Kondensation der DNA statt, so dass die Kernfarbung
ein intensiveres Hoechst-Signal als lebende Zellen aufweist. Zuséatzlich verdandert sich die
Zellmorphologie und die Zellen werden klein und rund (Frithe Apoptose). Im spéteren Verlauf
der Apoptose erfolgt dann eine Fragmentierung der DNA und Permeabilisierung der Zellmem-
bran (Spéte Apoptose). Uberschreitet also das detektierte Hoechst-Fluoreszenzsignal einen
bestimmten Schwellenwert, so werden diese Zellen als apoptotisch gewertet.

Nekrotische Zellen werden iiber das PI-Fluoreszenzsignal detektiert. Sie zeichnen sich mor-
phologisch durch ein Anschwellen der Zellen aus, gefolgt von einer Permeabilisierung der
Zellmembran und nicht-kondensierter DNA. Wird also ein PI-Signal detektiert und die Kern-
intensitit liegt unter dem vorher bestimmten Schwellenwert, so handelt es sich um nekrotische
Zellen (Hoechst-normal & PI-positiv). Weiterhin kénnen mithilfe des PI-Signals frith- und
spat-apoptotische Zellen unterschieden werden. Friith-apoptotische Zellen besitzen eine intak-
te Zellmembran, so dass sie nicht PI gefarbt sind und nur eine Chromatin-Kondensierung
aufweisen (Hoechst-positiv & Pl-negativ). Bei spat-apoptotischen Zellen wurde die Kern-
fragmentierung und Permeabilisierung der Zellmembran durchlaufen, so dass diese Zellen
sowohl ein intensives Hoechst-Signal als auch ein PI-Féarbung aufweisen (Hoechst-positiv &

PI-positiv).

Anhand der erhaltenen Daten kénnen dann die verschiedenen Parameter Gesamtzellzahl,
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lebende und tote Zellen sowie die Verteilung der toten Zellen in die einzelnen Arten des
Zelltods berechnet und grafisch dargestellt werden. Die genaue Ermittlung der lebenden und
toten Zellen iiber die Scan® Software ist in Abb. 2.2 grafisch dargestellt.

Hellfeld Hoechst Pl A
Nekrose
Pl
| Apoptose
DEIPS
Lebend Hoechst normal & PI-Negativ Hoechst

Fruhe Apoptose Kondensiertes Chromatin (Hoechst Positiv) & PI-Negativ
Spate Apoptose Kondensiertes Chromatin (Hoechst Positiv) & Pl-Positiv
Nekrose Hoechst normal & PI-Positiv

Abbildung 2.2: Schema der Auswertung fiir die einzelnen Zelltod-Phasen. Dargestellt
sind links Bilder des Apoptose-Assays nach Behandlung der RAW264.7 Zellen (Hellfeld, Hoechst,
PI) sowie ein Dot-Plot (Auftragung Hoechst iiber PI) der detektierten Zellen mit entsprechender
Hoechst- und PI-Farbung. Die Schwellenwerte fiir die Hoechst- bzw. PI-Farbung wurden zuvor
festgelegt. Die farbigen Kéastchen kennzeichnen die Einteilung der Zellen in die einzelnen Phasen des
Zelltods anhand ihrer Farbung. Blau kennzeichnet lebende Zellen, die eine normale Kernfarbung
und kein PI-Signal (Hoechst-normal & Pl-negativ) aufweisen. Apoptotische Zellen zeichnen
sich durch ein intensives Hoechst-Signal auf (kondensiertes Chromatin) und werden nach ihrer
PI-Féarbung in griiner Kasten = Frith-apoptotische Zellen (Hoechst-positiv & PI-negativ) und pink-
farbener Kasten = Spét-apoptotische Zellen (Hoechst-positiv & PI positiv) unterteilt. Nekrotische
Zellen (oranger Kasten) besitzen einen normal-gefarbten Kern, sind aber PI positiv (Hoechst-
normal & Pl-positiv).

2.2.9 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)
Praparation von Partikeln

Zur Untersuchung der Partikel mittels TEM wird zunéchst, wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben,
eine Stammsuspension von 10 mg/ml in destilliertem Wasser hergestellt. Diese wird auf eine
Endkonzentration von 50 ng/ml verdiinnt und ein Tropfen davon auf ein Kupfer-Grid (Kisker,

Steinfurt) aufgetropft und trocknen gelassen. Danach kann die Probe im EM untersucht

werden.
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Pradparation von Zellen fiir die Elektronenmikroskopie

Fiir die Préaparation von Zellen fiir die Elektronenmikroskopie wird ein spezielles Transwell®
System (Corning Life Sciences, USA) verwendet. Hierbei trennt ein Transwell® Einsatz mit
einer Polykarbonat-Membran die Kulturschale in eine obere und eine untere Kammer. Die
Membran hat einen Durchmesser von 24 mm, eine Wachstumsoberfliche von 4,67 cm? und
Poren mit einer Grofte von 0.4 pm. Die fiir die Elektronenmikroskopie verwendeten Substanzen
wurden von der Firma Serva (Heidelberg) bezogen.

Fiir den Versuch werden die Zellen im oberen Kompartiment in 1.5 ml Medium ausgesit und
das untere Kompartiment mit 2 ml Medium gefiillt. Die Behandlung der Zellen erfolgt dann

am folgenden Tag ganz normal wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben.

Praparation und Einbettung

Nach Beendigung der Exposition wird der Transwelleinsatz in eine neue Petrischale transferiert,
der Kulturiiberstand vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit 0,1 M Pipes gewaschen. Anschlie-
fend werden mit einem Biopsy-Punch (Stiefel Laboratorium, Offenbach) runde Membranstiicke
aus der Membran gestanzt und zur Erst-Fixierung der Zellen in ein mit Fixier-Losung (Tabel-
le 2.20) vorgelegtes Eppendorf-Reaktionsgefafs transferiert und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten von je 10 min mit 0,1 M Pipes erfolgt die Zweit-Fixierung
(Tabelle 2.21) auf Eis. Anschliefend werden die Proben zweimal fiir 10 min mit 0,1 M Pipes
und dann zweimal fiir 15 min in destilliertem HyO gewaschen. Es folgt die Blockfarbung iiber
Nacht mit Uranylacetat (2% in 25 % Ethanol und 75 % H20).

Stock-Losung  Endkonzentration
Pipes, pH 7,0 02 M 0,1 M
Glutaraldehyd 25 % in H>0O 1,25 %
Paraformaldehyd 20 % in Ho.O 2 %
NaN3 1 % in H20 0,1 %

Tabelle 2.20: Zusammensetzung Erst-Fixierlosung

Stock-Losung  Endkonzentration
Pipes pH7,0 02 Min H,O 0,1 M
0s04 4 % in H>O 0,5 %
Ks[Fe(CN)s] 3,2 % in H.O 0,8 %

Tabelle 2.21: Zusammensetzung Zweit-Fixierlosung

Am néchsten Tag werden die Proben mit einer aufsteigenden Ethanolreihe entwéssert.

e 2x 10min 50 % Ethanol
e 2x 10min 70 % Ethanol
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e 2x 10 min 95 % Ethanol
e 2x 10min 100 % Ethanol (getrocknet)

Da Ethanol mit dem Einbettungsharz nicht mischbar ist, wird nach der Dehydratation
Propylenoxid als Intermedium eingesetzt. Die Proben werden bei Raumtemperatur auf einem
Uberkopfschiittler nach den folgenden Schritten in das Einbettungsharz EPON transferiert.

e 2x 5min Propylenoxid (getrocknet)

e 60 min EPON / Propylenoxid (v/v: 30-70)

e iiber Nacht EPON / Propylenoxid (v/v: 70-30)
e 6h EPON 100 %

Nach der dritten Einbettungsstufe in 100 % EPON werden die Proben vorsichtig mit einer
Pinzette in die Flacheinbettungsformen mit 100 % EPON iiberfiihrt und zur Polymerisation
fiir drei Tage bei 65 °C im Warmeschrank inkubiert.

Ultramikrotomie und Transmissionselektronenmikroskopie

Von den gehérteten EPON-Bléckchen werden im Ultramikrotom (Leica EM UC6k, Solms) mit
Hilfe eines Diamantmessers Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von 70 nm angefertigt und auf
einen Objekttriger positioniert. Als Objekttrager dienen runde Netze (Grids) aus Gold (Kisker,
Steinfurt) mit hexagonalen Maschen (300 Mesh/Grid). Die Objekttragernetze werden in einen
Objekttragerhalter eingespannt und iiber eine Schleuse in das Mikroskop eingebracht. Die foto-
grafischen Aufnahmen der préparierten Zellen erfolgten am Transmissionselektronenmikroskop
der Carl Zeiss AG (EM 109T, Oberkochen) bei einer Spannung von 80 kV.

2.2.10 GroRenbestimmung der Partikel in Suspension mittels DLS

Die Methode der dynamischen Lichtstreuung (dynamic light scattering) wird héufig eingesetzt,
um den hydrodynamischen Durchmesser suspendierter Stoffe (Proteine, Partikel, etc.) zu
bestimmen. Die Messmethode beruht dabei auf der Analyse des Streulichts geloster bzw.
suspendierter Probe.

Die DLS-Messungen wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Technische Chemie - Ther-
mische Abfallbehandlung (KIT) durchgefiihrt. Zur Probenvorbereitung wird zunéchst eine
Partikel-Stammldsung wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben hergestellt und anschliefsen zur
Messung eine Verdiinnung von 200 pg/ml in HoO, Medium sowie Medium mit 10% FCS
hergestellt. Die Messung wird in Dreifachbestimmung am DLS Messgerdt (Horiba LB 550;
HORIBA Scientifc Instruments, USA) durchgefiihrt. Fiir alle Messungen mit Medium wurde

der Brechungsindex von Wasser verwendet.
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2.2.11 Statistische Auswertung

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert
(M) + Standardfehler (s.e.m., standard error of the mean) und der Anzahl der durchgefiihrten
Experimente (n) dargestellt. Fiir jede Versuchsreihe wurden Zellen aus mindestens drei unter-
schiedlichen Passagen verwendet. Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgt
tiber den Student’s t-Test. Die p-Werte von < 0,05 (*), < 0,01 (**) und < 0,001 (***) werden

zur Anzeige von signifikanten Unterschieden verwendet.
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3 Ergebnisse

Synthetische Nanopartikel (NP), insbesondere unldsliche, besitzen aufgrund ihrer neuartigen
physikalischen und chemischen Eigenschaften ebenso wie Umweltstédube (z. B. Zigarettenrauch,
Industrie- und Autoabgase) das Potential, sich schédlich auf Mensch und Umwelt auszuwirken
(Oberdorster et al., 2005; Nel et al., 2006). Bislang wird das Risikopotential neuer, indus-
triell hergestellter Nanopartikel fast ausschlieflich in Tierversuchen (Inhalation, Instillation)
ermittelt. Die Verwendung von in vitro Messungen direkt an der Partikelquelle wird ange-
strebt, jedoch erschweren bzw. verhindern die haufig sehr geringen Partikelkonzentrationen die

Messung der biologischen Effekte.

Ziel des Forschungsprojektes war es, das bereits existierende in vitro Testsystem fiir die
Bewertung des toxikologischen Potentials von Aerosolen weiter zu entwickeln. Dazu sollten
in Submers-Kultur zum einen Partikeleffekte auf zellularer und molekularer Ebene geklart
werden, zum anderen sollte ein Set sensitiver Parameter zur Detektion der Aktivierung stress-
sensitiver Signalwege etabliert werden. Es wurden in vitro die Zytotoxizitdt, Proliferation
und Apoptose, Aktivierung von Signalwegen der anti-oxidativen und proinflammatorischen
Zellantwort sowie die Aufnahme der Partikel in die Zelle untersucht. Der Hauptaugenmerk der
Untersuchungen lag dabei auf der Aktivierung des MAPK-Signalwegs sowie der Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren AP-1 und Nrf2, da nachweislich die Inhalation von Partikeln zu

Entziindungsreaktionen in der Lunge fiihrt.

Zur Aufklarung dieser Mechanismen sollte zum einen die Aktivierung beteiligter Kinasen durch
Nachweis der Phosphorylierung oder Anreicherung der Proteine mittels Western Blot Analyse
untersucht werden und zum anderen konnte iiber die qRT-PCR eine verdnderte Genexpression
ausgewdhlter Zielgene der verschiedenen Signalwege festgestellt werden. Weiterhin sollten
spezifische Inhibitoren zur genaueren Aufklarung der verschiedenen Mechanismen zum Einsatz
kommen. Als Partikelmodell wurden zunéchst verschiedene Metalloxid-Nanopartikel (SiOg,
TiO2) auf mogliche toxische Effekte getestet und davon ausgehend auf eine wirksame Partikel-
sorte konzentriert. Metalloxide wie Titandioxid oder Siliziumdioxid werden bereits seit Jahren
industriell in grofem Mafstab hergestellt und in einer Vielzahl von Produkten eingesetzt. Die
Exposition der Menschen, insbesondere der an der Herstellung und Verarbeitung der Partikel
beteiligten Arbeiter, findet bereits statt und eine mogliche Gesundheitsgefihrdung kann bislang

noch nicht abgeschéatzt werden.
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Im Rahmen der wn vitro Experimente wurden Makrophagen als reprasentative Zielzellen der
Lunge eingesetzt. Die etablierte, murine Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 besitzt zum einen
charakteristische Merkmale primarer Makrophagen, wie Migration sowie Phagozytose (Raschke
et al., 1978), und es werden zum anderen keine weiteren Substanzen zu deren Differenzierung
benotigt. Untersuchungen in der Arbeitsgruppe (Fritsch-Decker, 2008) konnten zeigen, dass
die RAW264.7 Zellen im Vergleich mit humanen, priméren von Monozyten abstammenden
Makrophagen (MDM) nach Exposition mit Flugasche gleiche Reaktionen zeigten und sich
somit gut als Modellsystem fiir Makrophagen eigneten. Zelllinien bieten generell den Vorteil,
dass sie im Gegensatz zu priméren Zellen immortalisiert sind, d.h. in unbegrenzter Zahl zur

Verfiigung stehen und keine spenderabhingigen Varianzen aufweisen.

3.1 Charakterisierung der verwendeten Partikel

Die Exposition der Zellen mit den Nanopartikeln wird unter Submers-Bedingungen durch-
gefiihrt, weshalb eine genaue Charakterisierung der Partikel in wéissrigen Systemen (Grofe,
Aggregationsverhalten, Oberflichenladung, Oberflicheneigenschaften) benétigt wird. Es wurde
bereits beschrieben, dass die Interaktion von Nanopartikeln in Medium mit Proteinen zur
Ausbildung einer Proteinkorona fiihrt, durch welche die Eigenschaften der Partikel beeinflusst
werden und auch deren Effekte auf zelluldrer und molekularer Ebene (Aufnahme, Interaktion

mit Rezeptoren, Signalaktivierung, etc.) beeinflusst werden kénnen (Nel et al., 2009).

3.1.1 Analyse der verwendeten Nanopartikel mittels TEM und DLS

Fir die in vitro Untersuchungen unter Submers-Bedingungen wurden mehrere Nanomaterialien
unterschiedlicher Zusammensetzung und Groéfienverteilung aus dem Bereich der Metalloxide
(SiO2 , TiO32) sowie auch Carbon Black (CB14; Referenzpartikel) verwendet.

Zur Charakterisierung bzw. der Bestimmung von Groéfie und Morphologie wurden zum einen
Aufnahmen der Partikel am Transmissionselektronenmikroskop (TEM) angefertigt, zum an-
deren wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Technische Chemie - Thermische
Abfallbehandlung (KIT) Messungen zur Grofenbestimmung der SiO9 Partikel in wéssrigen
Suspensionen mittels DLS (Dynamic Light Scattering) durchgefiihrt. Die Daten der 12nm
SiO2 NP wurden von Alicja Panas iibernommen.

Die TEM-Ergebnisse (Abb. 3.1) zeigten, dass die Primérpartikel aller untersuchter Partikelsor-
ten eine runde Morphologie aufwiesen. Die Grofenverteilung erstreckte sich iiber einen weiten
Bereich und die Partikel wiesen eine starke Tendenz zur Agglomeration auf. Ob die Partikel
bereits in ihrer Pulverform aggregiert, d.h. miteinander verschmolzen, oder sich erst in wéssriger
Losung zusammengelagert hatten, konnte mit den zur Verfiigung stehenden Methoden nicht

nachgewiesen werden.
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A) SiO, 12 nm B) SiO, 40 nm C)TiO, 21 nm D) Carbon Black 14 nm

"y

Abbildung 3.1: TEM-Bilder der verwendeten Nanomaterialien A) & B) SiO; (12nm,
40nm), C) TiOz (21 nm), D) Carbon Black (14 nm).

N 100 nm

Im Weiteren wurden nur die SiOg NP genauer charakterisiert, da der Fokus der Arbeit aufgrund
der stéarksten Effekte auf diesen Partikeln lag. Die DLS-Messungen bestéatigten das Ergebnis
der TEM-Analyse, dass die SiOy NP als Agglomerate/ Aggregate in wéssrigen Losungen
vorlagen. Die Messung der Grofenverteilung der SiO2 NP wurde in verschiedenen wéssrigen
Systemen (HoO, DMEM, DMEM mit FCS) durchgefiihrt und ergaben fiir die 12nm SiO,
NP einen mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 215nm in Wasser (Tabelle 3.2). In
Kulturmedium (DMEM) konnte ein leichter Anstieg des hydrodynamischen Durchmessers
festgestellt werden, der sich durch Zugabe von FCS noch weiter erhdhte. Bei den 40 nm SiOg
NP wurde in Wasser ein hydrodynamischen Durchmesser von 247nm gemessen, der sich
ebenfalls in Kulturmedium vergroferte. Hier konnte allerdings durch Zugabe von Serum der
hydrodynamische Durchmesser von 483 nm auf 375 nm verringert werden.

In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Angewandte Biowissenschaften (AG Schuchmann,
KIT) wurde das Zetapotential der SiO2 NP in Wasser bestimmt. Bei pH 7,0 ergab sich ein
negatives Zetapotential. Dieser Ladungszustand kommt wahrscheinlich durch Deprotonierung
der OH-Gruppen an der Oberfliche der Partikel zustande. Die Oberflachenladung hat einen
Einfluss auf die Anlagerung von geladenen Teilchen, wie beispielsweise Proteine oder Salz-Tonen,
und kann so die Grofe und Agglomeration der Partikel und moéglicherweise auch die Interaktion

mit Zelloberflachen beeinflussen.

Material Handelsname Nominale GréRe BET [m?.g!] Kristallstruktur
SiO. Aerosil® 200 12nm 200 + 25 amorph
SiO> Aerosil® 0x50 40 nm 50 + 15 amorph
TiO> Aeroxide® P25 21 nm 50 + 15 Anatase / Rutil
Carbon Black  Printex® 90 14nm 300 amorph

Tabelle 3.1: Herstellerangaben zu den verwendeten Nanopartikeln. BET = spezifische
Oberfliche nach Brunauer, Emmett & Teller
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Partikel MA in HbO MA in DMEM MA in DMEM + FCS Zetapotential [mV]
SiO2 12nm 215 4+ 25 nm 243 £ 20 nm 610 £ 221 nm - 40
SiO2 40nm 247 £ 11 nm 483 £ 37 nm 375 & 8 nm - 62

Tabelle 3.2: Ubersicht der gemessenen Partikeleigenschaften. MA = mittlerer hydrody-
namischer Durchmesser. Fiir die DLS-Messungen wurde eine Partikel-Konzentration von 200 pg/ml
eingesetzt. Das Zetapotential wurde in HoO bei pH 7,0 gemessen.

Desweiteren konnte mittels LAL-Test (LAL = Limulus-Amdobocyten-Lysat) nachgewiesen

werden, dass alle untersuchten Partikel Endotoxin-frei waren.

3.2 Zytotoxizitats-Studien

Aus Studien ist bereits bekannt, dass insbesondere Silica-Partikel (kristallin, amorph) toxisch
auf verschiedene Zelltypen wirken (Park et al., 2008; Waters et al., 2009). Auch von Titandioxid
ist bekannt, dass es sich schiadigend auf einige Zelltypen auswirkt (Abschnitt 1.1.2; Abschnitt
1.1.3).

Daher wurden die in Abschnitt 3.1 beschriebenen Nanopartikel zunéchst in den RAW264.7
Makrophagen auf ihre akute Zytotoxizitit getestet. Uber den LDH-Assay kann die Freisetzung
des Enzyms LDH (Laktat Dehydrogenase) und dartiber die Durchléssigkeit der Zellmembran
festgestellt werden. Mithilfe des WST-1 Assay wird die mitochondriale Aktivitat der Zellen

bestimmt.

3.2.1 Vergleichende Untersuchung verschiedener Nanopartikel

Zur Untersuchung der zwei Parameter LDH-Freisetzung und mitochondriale Aktivitat wurden
die Zellen zunéchst fiir 24 h mit den Nanopartikeln in unterschiedlichen Konzentrationen
behandelt und anschliefsend die beiden Tests durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.2
dargestellt. Fiir alle Kulturgefiafse wurden die Volumen- und Flachenkonzentrationen konstant

gehalten und sind in Tabelle 2.8 zusammengefasst.

Aus Abb. 3.2 wird ersichtlich, dass nur die verwendeten SiOg NP eine toxische Wirkung ab
einer Konzentration von 50 pg/ml auf die RAW264.7 Zellen nach 24 h ausiibten. Ein Anstieg
der LDH-Freisetzung von basal 20 % auf 50 % bei der hochsten Konzentration der SiOy NP
(12nm, 40nm) war zu beobachten, was auch mit der Abnahme der mitochondrialen Aktivitét
auf 60 % (12nm) bzw. 50 % (40 nm) korrelierte. Die beiden Grofen der SiOy NP zeigten einen
dhnlich toxischen Effekt auf die Zellen, wohingegen die Behandlung mit TiO2 NP sowie mit

Carbon Black zu keinen toxischen Effekten in den Zellen fiihrte.
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A) LDH-Freisetzung B) Mitochondriale Aktivitat
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Abbildung 3.2: SiO; NP wirken toxisch auf die RAW264.7 Makrophagen. Dargestellt
sind die Ergebnisse des A) LDH-Assay und B) WST-1 Assay nach 24 h submerser Behandlung
der RAW264.7 Makrophagen mit verschiedenen Nanopartikeln (SiO2, TiO2, CB14) in unter-
schiedlichen Konzentrationen in Medium mit 10 % FCS. Die LDH-Freisetzung wurde auf die
Positivkontrolle Triton und die mitochondriale Aktivitat (MA) auf die unbehandelte Kontrolle
bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte + s.e.m. aus drei unabhéngigen Experimenten, die
jeweils in Vierfachbestimmung durchgefithrt wurden (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 im
Vergleich zur Kontrolle).

3.2.2 Zeitkinetik und Serum-Abhangigkeit nach SiO, NP Exposition

Die SiO9 NP wiesen die stiarksten Effekte nach 24 h Behandlung auf, weshalb der weitere Fokus
auf der genaueren Untersuchung der SiOs NP hinsichtlich Kinetik und Serumabhéngigkeit
der Toxizitat lag. Es ist bekannt, dass NP mit Serum-Proteinen interagieren und durch die
so veranderte Oberflache sich unterschiedliche zelluldre Effekte (Aufnahme, Interaktion mit
Rezeptoren, Signalling, etc.) ergeben konnen. Daher wurden die RAW264.7 Makrophagen fiir
6 h und 24 h mit beiden Grofen der SiOs NP in Medium mit und ohne Serum exponiert und
anschliefsend die LDH-Freisetzung sowie die mitochondriale Aktivitat (MA) bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3.3 (A-D) dargestellt.

Die Behandlung der Zellen mit den 12nm SiOg NP (Abb. 3.3-A) in Medium mit FCS fiihrte
bereits nach 6 h konzentrationsabhéangig zu einer LDH-Freisetzung von basal 13 % auf 50 %
bei der hochsten Dosis, welche durch langere Exposition nicht wesentlich verstarkt wurde. In
Abwesenheit von FCS wurde ebenfalls eine frithe Freisetzung von LDH beobachtet, wobei bei
gleicher Partikel-Konzentration das Fehlen von FCS die toxischen Effekte noch verstirkte. Fiir
die Konzentration von 50 ng/ml nach 6 h ergab das einen Anstieg von 30 % (mit FCS) auf 50 %
(ohne FCS) LDH-Freisetzung. Analog hierzu war auch die mitochondriale Aktivitat (MA) der
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Zellen nach 12nm SiO2 NP Exposition (Abb. 3.3-B) bereits nach 6 h verringert. Gleichermafen
war auch eine verstirkte Reduktion der MA in Abwesenheit von FCS zu beobachten. Hier sank
die MA bei einer Konzentration von 50 pg/ml SiOg nach 6h von 80 % (mit FCS) auf unter
50 % (ohne FCS). Fiir die groferen 40nm SiO2 NP (Abb. 3.3, B & D) ergaben sich &hnliche
Effekte, wobei die mitochondriale Aktivitdt der Zellen weniger stark konzentrationsabhéngig

reduziert wurde.

A) SiO, 12 nm B) SiO, 40 nm
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Abbildung 3.3: SiOs; NP fiihren zu erhéhter Toxizitét in Abwesenheit von FCS. Dar-
gestellt sind die Ergebnisse nach Behandlung der RAW264.7 Makrophagen fiir 6 h und 24 h mit
den SiO2 NP (12nm, 40nm) in An- und Abwesenheit von FCS. A) LDH-Assay 12nm SiO,, B)
LDH-Assay 40nm SiOg, C) WST-1 Assay 12nm SiO2, D) WST-1 Assay 40nm SiOs. Die LDH-
Freisetzung wurde auf die Positivkontrolle Triton und die mitochondriale Aktivitat (MA) auf die
unbehandelte Kontrolle bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte + s.e.m. aus drei unabhéngigen
Experimenten, die jeweils in Vierfachbestimmung durchgefiihrt wurden (* p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).

3.2.3 Keine ROS Erhéhung nach SiO; NP Exposition in Makrophagen

Eine moégliche Erklarung fiir die Toxizitdt von Nanopartikeln ist die {iberméfige Generierung
reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS). Werden mehr ROS gebildet, als es der Zelle moglich ist, zu

neutralisieren, so kommt es zu oxidativem Stress, welcher zellschidigende Effekte verursachen
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kann. Wie in Abschnitt 1.3.1 beschrieben wurde, beruht eine Theorie {iber die mégliche toxische
Wirkung von Nanopartikeln auf der Generierung von ROS und somit oxidativem Stress fiir die
Zelle.

Zu diesem Zweck wurden nach erfolgter Behandlung mit den Nanopartikeln die entstandenen
ROS mittels DCF-Assay nachgewiesen. Mithilfe dieses Tests lassen sich sensitiv die folgenden
Radikale nachweisen: HyO2/ Peroxidase, ‘O2R, OR, ‘OH, HOCI sowie ONOO", jedoch nicht
das Superoxid-Anion Os™. Die RAW264.7 Makrophagen wurden dazu fiir 4 h und 24 h mit den
SiO2 NP bzw. den Kontrollen Carbon Black (CB14) und Cadmiumoxid (CdO) mit und ohne
Serum behandelt und anschliefsend der DCF-Assay durchgefiihrt.

In Abb. 3.4 (A & B) ist deutlich zu erkennen, dass lediglich fiir die Positivkontrolle Carbon
Black ein Anstieg der ROS-Bildung sowohl mit als auch ohne FCS zu detektieren war. Fir
beide Groken der SiOo NP konnte nur eine sehr geringe ROS-Bildung (1,3-fach im Vergleich
zur Kontrolle) gemessen werden unabhéngig von der An- bzw. Abwesenheit von Serum. Der
Riickgang der detektierten ROS nach 24h Behandlung ist auf das Absterben der Zellen
zu diesem Zeitpunkt zuriickzufiihren. Da {iber den DCF-Assay allerdings nicht alle ROS
detektiert werden konnen, ist nicht vollstdndig auszuschlieffen, dass keine ROS von den SiOg
NP gebildet wurden. CdO ist zwar ein bekannter Ausloser von oxidativem Stress, fiir den aber
ebenfalls keine ROS detektiert werden konnten. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass
Cadmium-induzierter oxidativer Stress auf der Inhibierung anti-oxidativ wirkender Enzyme,
wie z.B. Katalase oder Glutathion-Reduktase, und nicht auf der Generierung von ROS beruht
(Beyersmann & Hartwig, 2008).

A) 10 % FCS B) 0 % FCS
45 | 4 h 24 h 45 | 4 h 24 h
T 5 30 - . | — Kontrolle
Z’ % 15 ok = CdO
Sg 2 == CB14
£ 0 22 10 pg/mi
L f 1 = 50 ug/ml
Qs zz 100 ug/ml
0. mm 200 pg/ml
[nm]

Abbildung 3.4: SiO; NP generieren keine ROS. RAW264.7 Makrophagen wurden kon-
zentrationsabhdngig (10, 50, 100, 200 pg/ml) mit SiOs NP (12nm, 40nm) sowie mit 1pg/ml
CdO und 50 pg/ml Carbon Black (CB14) fiir 4h und 24h A) mit 10% FCS und B) ohne FCS
behandelt und im Anschluss der DCF-Assay durchgefiihrt. Der Anstieg der DCF-Intensitéit wurde
auf die unbehandelte Kontrolle bezogen und angegeben sind die Mittelwerte £ s.e.m. aus drei
unabhéngigen Experimenten, die jeweils in Vierfachbestimmung durchgefiihrt wurden (* p < 0,05;
** p < 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).
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3.3 Aufnahme der SiO, NP in Makrophagen

Generell konnen Zellen Makromolekiile und /oder auch Nanopartikel iiber Phagozytose oder
Pinozytose aufnehmen. Fiir die Rezeptor-vermittelte Phagozytose sind insbesondere Ober-
flichenrezeptoren wie der Mannose- (MR), der Komplement- (CR) oder der Immunglobulin-
Rezeptor (FcyR) wichtig. Eine Beteiligung von Scavenger-Rezeptoren ist aber auch mog-
lich (Dobrovolskaia et al., 2007). Komponenten des FCS, wie beispielsweise Albumin, IgGs,
Komponenten des Komplementsystems oder Wachstumsfaktoren kénnen an solche Oberfléa-

chenrezeptoren binden und eine Aufnahme vermitteln (siche Abschnitt 1.2).

3.3.1 TEM-Analyse der 12 nm SiO; NP in Makrophagen in Abhangigkeit von
Serum

Die Aufnahme der SiOy NP (12 nm) in die Makrophagen wurde mittels TEM-Analyse
untersucht. Dazu wurden die RAW264.7 Zellen mit den 12nm SiOy NP (50 pg/ml) fiir 1, 3
und 6h in Medium mit und ohne 10 % FCS behandelt und anschliefsend fiir die Analyse am
TEM aufbereitet.

Anhand der TEM-Bilder (Abb. 3.5) ist deutlich zu sehen, dass die SiOy NP (schwarzer Pfeil)
bereits nach 1h Exposition in Medium mit 10 % FCS von den Makrophagen aufgenommen
wurden. Innerhalb der Zelle lagen die Partikel als grofere Agglomerate in hauptséchlich
Membran-umschlossenen Vesikeln (gepunkteter Pfeil) im Zytosol vor. Einzeln vorliegende
Partikel waren nicht zu finden und es konnten auch keine Nanopartikel im Zellkern oder in
den Mitochondrien gefunden werden. Charakteristische Ausstiilpungen der Zellmembran im
Grofsenbereich von 200 nm deuten auf einen Endozytose-vermittelten Aufnahmeweg der SiO9
NP in Anwesenheit von FCS hin. Die Anzahl intrazellulér vorliegender Partikel-Vesikel nahm
mit zunehmender Expositionsdauer ebenfalls zu.

Es konnte aufserdem beobachtet werden, dass es bei der Behandlung mit SiOs NP zur Aus-
bildung von Doppelmembran-Strukturen und spéter zu Vakuolen innerhalb der Zelle kam.
Zu frithen Zeitpunkten wurde zunichst die Ausbildung von Doppelmembranenstrukturen um
Zytosol-Komponenten bzw. um Partikel-Ansammlungen (weifer Pfeil) herum beobachtet, was
auf frithe Autophagosomen hindeutet. Mit zunehmender Expositionsdauer konnte ein Anstieg
der Vakuolengrofse beobachtet werden. Zusétzlich waren vermehrt zelluldre Strukturen zusam-
men mit Partikeln in den Vakuolen zu finden bzw. eine Fusion von verschiedenen Vakuolen
zu beobachten, was Anzeichen von spaten Autophagosomen bzw. Autophagolysosomen sind
(Abschnitt 1.4.4). Zusétzlich konnten auch nekrotische Zellen sowie Reste kaputter Zellen in
der TEM-Analyse detektiert werden.
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A) Behandlung mit 50 yg/ml SiO, 12 nm mit 10 % FCS
Oh 1h

N 500 nm

[€—] Partikel
Membran

Doppelmembran-
strukturen

B) Beispiele fur die Ausbildung von Vakuolen
1h 3h 6h

' Si0, 12 nm
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Abbildung 3.5: Makrophagen nehmen SiO; 12 nm NP in Anwesenheit von FCS schon
nach 1h auf. RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 1, 3 und 6h mit 50 ng/ml SiOy NP (12nm)
in Medium mit 10 % FCS behandelt und anschliefiend fiir die Analyse mittels TEM aufbereitet.
Dargestellt sind A) die zeitabhéngige Aufnahme und B) Beispiele fiir die Ausbildung von Vakuolen
fiir die verschiedenen Zeitpunkte. Der angezeigte Mafistab betrigt 500 nm. N = Nukleus, M =
Mitochondrium, G = Golgi-Apparat, ER = Endoplasmatisches Retikulum, V = Vakuole.
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In Abwesenheit von FCS dagegen ergab sich ein anderes Bild fiir die Aufnahme der SiOs NP
in die Makrophagen. Der Grofsteil der Partikel war im dufteren Bereich der Zelle zu finden, wo
sie mit der Zellmembran assoziiert vorlagen. Aufgenommene Partikel lagen hauptséchlich nicht
Membran-umschlossen als kleinere Aggregate im Zytosol vor. Hinweise auf eine endozytotische
Aufnahme konnten nicht gefunden werden. Ebenso wie bei der Aufnahme mit FCS waren
jedoch keine Partikel im Zellkern oder in den Mitochondrien zu finden. Insgesamt waren
iiber den beobachteten zeitlichen Verlauf etwas weniger aufgenommene Partikel pro Zelle
ohne FCS zu detektieren als mit FCS. Fiir quantitative Aussagen miissten jedoch andere
Analysemethoden zum Einsatz kommen, da mittels normaler TEM-Analyse nur ein geringer

Teil der Zelle analysiert werden kann.

Die schon beschriebene Ausbildung von Doppelmembranstrukturen und Vakuolen konnte
auch bei der Behandlung ohne Serum beobachtet werden, wobei hier der Effekt wesentlich
starker ausgeprigt und frither zu detektieren war. Die Exposition mit den 12nm SiOs NP
fiihrte jedoch schon nach 3 - 4h zu einem vermehrten Auftreten toter Zellen sowie Partikel-
assoziierter Zellreste, welche unter normalen Bedingungen von den Makrophagen phagozytiert
werden. Daher ist fiir den Inhalt der Vakuolen nicht auszuschliefen, dass diese zusétzlich von

phagozytieren Resten kaputter Zellen herriihrten.

Die bereits beschriebene Vakuolenbildung kann auch im Hellfeld eines normalen Lichtmikroskops
nachgewiesen werden. Hier sind die Hellfeld-Bilder des Apoptose-Assays (Abschnitt 3.7.1) der
zeitabhéngigen Behandlung der Makrophagen mit 10 pg/ml und 50 pg/ml SiOy NP (121nm)
in Abwesenheit von FCS gezeigt (Abb. 3.7). Es ist deutlich zu erkennen, dass die Ausbildung
der Vakuolen bereits nach 2h Behandlung eingesetzt hatte. Bei der niedrigen, subtoxischen
Dosis (10 pg/ml) nahm die Anzahl sowie auch die Grofe der Vakuolen pro Zelle mit der Zeit
zu, wihrend die hohe Dosis (50 pg/ml) bereits nach 6 h Behandlung zum Absterben der Zellen
fiihrte. Die Zellen mit noch intakter Zellmembran wiesen aber ebenfalls eine stark ausgepréagte

Vakuolenbildung auf.
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A) Behandlung mit 50 pyg/ml SiO, 12 nm ohne FCS
Oh 1h

Partikel

B3 Doppelmembran-
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Abbildung 3.6: SiO; 12 nm NP werden in Abwesenheit von Serum schlechter aufge-
nommen als mit Serum. RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 1, 3 und 6 h mit 50 pg/ml SiO,
NP (12nm) in Medium mit 0% FCS behandelt und anschliefiend fiir die Analyse mittels TEM
aufbereitet. Dargestellt sind A) die zeitabhéingige Aufnahme und B) Beispiele fiir die Ausbildung
von Vakuolen fiir die verschiedenen Zeitpunkte. Der angezeigte Mafistab betrdgt 500 nm. N =
Nukleus, M = Mitochondrium, G = Golgi-Apparat, ER = Endoplasmatisches Retikulum, V =

Vakuole.
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Abbildung 3.7: Vakuolen-Ausbildung nach SiO; NP Exposition ist auch im Hellfeld
nachweisbar. Gezeigt sind hier die Hellfeld-Bilder des Apoptose-Assays nach zeitabhiangiger Be-
handlung (2, 4, 6, 24h) der RAW264.7 Makrophagen mit 10 und 50 ng/ml SiO2 NP in Abwesenheit
von FCS.

3.3.2 TEM-Analyse der 40 nm SiO; NP in Makrophagen in Abhangigkeit von
Serum

Es wurde auch die Aufnahme der groferen SiO2 NP (40nm) in die Makrophagen mittels
TEM-Analyse untersucht. Dazu wurden die RAW264.7 Makrophagen fiir 6 h mit 50 pg/ml
SiO2 NP (40nm) in Medium -/4 10% FCS behandelt und anschlieftend fiir die Analyse
am TEM aufbereitet. Nach 6-stiindiger Behandlung konnten unabhéngig von FCS grofiere
Ansammlungen der 40nm SiOg NP in den Zellen gefunden werden. Diese lagen auch teilweise
Membran-umschlossen im Zytosol vor. Keine Partikel hingegen konnten im Zellkern oder
den Mitochondrien gefunden werden. Ebenso wie bei den kleineren SiOs NP waren sowohl
die Ausbildung von Doppelmembran-Strukturen als auch von Vakuolen zu beobachten. In
den Vakuolen waren neben den SiOs NP auch andere zelluldre Strukturen zu finden, deren
Herkunft, (zelleigen oder phagozytierte Reste toter Zellen) nicht genau geklart werden konnte.
Die groferen SiOa NP (40 nm) scheinen demnach dhnlich den 12nm SiOy NP Autophagie in

den Makrophagen auszultsen.

56



3 Ergebnisse

0% FCS |

10 % FCS

Membran Doppelmembran-
strukturen

Abbildung 3.8: Auch die 40 nm SiO; NP werden in An- bzw. Abwesenheit von FCS
in die Makrophagen aufgenommen. RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 6 h mit 50 pg/ml
SiO2 NP (40nm) in Medium -/+ 10 % FCS behandelt und anschliefend fiir die Analyse mittels
TEM aufbereitet. Dargestellt sind Beispiele fiir die Aufnahme und fiir die Ausbildung von Vakuolen.
Der angezeigte Mafistab betrigt 500 nm. N = Nukleus, M = Mitochondrium, G = Golgi-Apparat,
ER = Endoplasmatisches Retikulum, V = Vakuole.

Basierend auf den Ergebnissen der Zytotoxizitidts-Studien wurden fiir die weiteren Experimente
nur noch die 12nm SiOy NP verwendet, da sie die starksten Effekte auf die Makrophagen
ausiibten. Desweiteren wurden die Experimente nur noch unter Serum-freien Bedingungen
durchgefiihrt, da zum einen die beobachteten Effekte durch die Abwesenheit von FCS verstéarkt
wurden und zum anderen dieses Expositionsszenario die Verhéltnisse in der Lunge am ehesten

widerspiegelt.
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3.4 Identifizierung von Signalwegen, die nach

Partikel-Exposition aktiviert werden

Bislang ist noch nicht geklart, worauf die toxische Wirkung von amorphen SiOy NP auf Makro-
phagen zuriickzufiihren ist. Daher sind verschiedene Hypothesen entwickelt worden, um diese
Tatsache zu erkldaren. Eine Moglichkeit ist die Interaktion von SiOy NP mit unterschiedlichen
Rezeptoren (Macrophage Scavenger Rezeptoren, Toll-like Rezeptoren, etc.) an der Oberflache
der Makrophagen, welche verschiedene Signalkaskaden im Zellinneren anschalten. Studien von
Iyer et al. konnten zeigen, dass der Scavenger Rezeptor fiir die Initiierung der Apoptose durch
kristallines SiO9 in humanen Makrophagen benétigt wird (Iyer et al., 1996).

Fine andere Moglichkeit ist die Bildung von Reaktiven Sauerstoff- oder Stickstoff Spezies
(ROS/RNS) durch die Partikel. Diese konnen entweder auferhalb oder - nach Aufnahme
- innerhalb der Zelle gebildet werden, dadurch verschiedene Signalwege anschalten und je
nach Stresslevel iiber das Uberleben der Zelle entscheiden. Nel et al. postulieren ein hier-
archisches Prinzip (Nel et al., 2006), nach dem die Zelle zunéchst bei niedrigem oxidativen
Stress als Abwehrreaktion anti-oxidativ wirkende und entgiftende Enzyme aktiviert. In diesem
Zusammenhang ist der Transkriptionsfaktor Nrf2 von entscheidender Bedeutung, da er an
das Anti-oxidative Response Element (ARE) des Promotors von Phase-II Genen bindet und
deren Transkription aktiviert. Wird der Stresslevel hoher, so erfolgt eine Entziindungsreaktion,
bei der wichtige Mediatoren wie Zytokine und Chemokine ausgeschiittet und entsprechende
Zielzellen des Immunsystems aktiviert werden. Bei der Initiation der Entziindungsreaktion
sind vor allem die Signalwege der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) sowie die Tran-
skriptionsfaktoren NF-xB und AP-1 beteiligt. Im weiteren Verlauf treten auch zytotoxische
Effekte auf und wird der Stress zu hoch, so erfolgt der Zelltod durch Apoptose oder Nekrose.

3.4.1 Aktivierung der anti-oxidativen Stressantwort und von Nrf2

Oxidativer Stress kann eine mogliche Ursache fiir die Toxizitat von SiOg NP sein. Ein wichtiger
Transkriptionsfaktor stellt in diesem Zusammenhang Nrf2 dar. Die Regulation von Nrf2
erfolgt iiber den zytoplasmatischen Repressor Keap-1. Durch die Bindung von Nrf2 und
Keap-1 wird der stdndige Abbau von Nrf2 durch das Proteasom begiinstigt. Unter oxidativen
Stressbedingungen in der Zelle wird Keap-1 modifiziert, so dass Nrf2 dissoziieren, akkumulieren,
in den Zellkern translozieren und dort entsprechende Zielgene aktivieren kann (Bouten et al.,
2011). Eines dieser Zielgene ist die Himoxygenase-1 (HO-1), ein Enzym, welches die Zelle
gegen oxidativen Stress durch die Reaktionsprodukte des Him-Abbaus (Bilirubin, CO) schiitzt.
Die Anreicherung des Transkriptionsfaktors und die Aktivierung der HO-1 sind gute Marker,
um oxidativen Stress in der Zelle festzustellen.

Zu diesem Zweck wurden die RAW264.7 Makrophagen zeit- und konzentrationsabhéngig mit
den 12nm SiOy NP in Medium ohne FCS exponiert und die Zelllysate im Western Blot auf
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die Stabilisierung von Nrf2 bzw. die Aktivierung der HO-1 getestet.

Zu den getesteten Zeitpunkten 2, 4 und 6 h konnte lediglich nach 6 h eine geringe Stabilisierung
von Nrf2 fiir die SiOg NP exponierten Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.9, 6h). Analog dazu
konnte auch keine Aktivierung des Zielproteins HO-1 detektiert werden. Im Gegensatz dazu
wurde bei der CdO-Behandlung (Positivkontrolle fiir oxidativen Stress) eine Stabilisierung von
Nrf2 mit korrespondierender Aktivierung des Proteins HO-1 erzeugt. Die geringe Aktivierung
der oxidativen Stressantwort der Zellen nach SiOy NP Behandlung korrelierte auch mit dem
Ergebnis des DCF-Assays (Abschnitt 3.2.3), dass durch die SiO2 NP keine ROS generiert
wurden. Die Behandlung mit LPS bewirkte weder eine Stabilisierung von Nrf2 noch eine
Aktivierung der HO-1.
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Abbildung 3.9: Die oxidative Stressantwort wird nur gering nach SiO, NP Exposition
aktiviert. Die RAW264.7 Makrophagen wurden konzentrationsabhéngig (1, 5, 10, 50, 100 ng/ml
mit 12nm SiOs NP in Medium ohne FCS fiir 2, 4, 6 h behandelt und anschliefend die Zelllysate
im Western Blot mit spezifischen Antikérpern gegen Nrf2 und HO-1 analysiert. Als Ladekontrolle
fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde PCNA verwendet.

3.4.2 Aktivierung des MAPK-Signalwegs nach SiO, NP Exposition

Untersuchungen verschiedener Gruppen haben bereits belegt, dass die MAP-Kinasen an der
Signaltransduktion nach Partikel-Behandlung beteiligt sein konnen (Hu et al., 2009). Fiir diese
Arbeit stellte sich nun die Frage, ob auch die SiOy NP die MAPK aktivieren kénnen und wenn
ja, von welchen Faktoren die Induktion abhéngig ist (Zeit, Konzentration). Weiterfithrend
sollte auch untersucht werden, ob die Aktivierung der MAPK funktional ist, d.h. ob Substrate
der MAPK ebenfalls aktiviert werden. Eine Aktivierung der verschiedenen Kinasen wurde
iiber den Nachweis der Phosphorylierung der Proteine mittels Western Blot nachgewiesen. Als
Positivkontrollen wurden CdO und LPS verwendet.
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Aktivierung der MAP-Kinasen p38, JNK1/2 und ERK 1/2

Zur Untersuchung der Aktivierung des MAPK-Signalweges wurden die RAW264.7 Zellen zeit-
und konzentrationsabhéngig mit den 12nm SiOs NP in Medium ohne FCS exponiert und die
Zelllysate im Western Blot auf die Aktivierung, d.h. Phosphorylierung, der MAP-Kinasen p38,
JNK1/2 und ERK1/2 getestet. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.10 dargestellt. Alle drei MAP-
Kinasen wurden zeit- und konzentrationsabhéngig durch SiO2 NP Exposition aktiviert. Eine
Aktivierung der Kinasen war ab einer NP-Konzentration von 50 pg/ml zu beobachten und alle
Kinasen wiesen ein Aktivitdtsmaximum nach 4 h auf. Der Riickgang der Aktivierung war nach
6h bei JNK1/2 am ausgeprégtesten. Gleiches galt auch fiir die verwendeten Positivkontrollen
CdO und LPS. CdO aktivierte die MAPK sehr stark, wohingegen bei der LPS-Behandlung

nur eine schwache Aktivierung der MAPK zu den untersuchten Zeitpunkten zu sehen war.
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Abbildung 3.10: Die MAP-Kinasen p38, JNK1/2 und ERK1/2 werden nach SiO,
NP Exposition aktiviert. Die RAW264.7 Makrophagen wurden konzentrationsabhingig (1, 5,
10, 50, 100 pg/ml mit 12nm SiO2 NP sowie mit 1 pg/ml CdO (C) bzw. LPS (L) in Medium ohne
FCS fiir 2, 4, 6 h behandelt. Die Aktivierung der MAP-Kinasen p38, JNK1/2 und ERK1/2 wurde
im Western Blot mithilfe von phosphospezifischen Antikérpern durchgefiihrt. Als Ladekontrolle
fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde Lamin B verwendet.

Aktivierung der MAPK-Substrate MK2 und cJun

Zur Untersuchung der Funktionalitdt der Aktivierung der MAPK wurden mittels Western Blot
die Aktivierung der entsprechenden Proteine MK2 (p38-Substrat) und cJun (JNK-Substrat)
analysiert. MK2 ist an der Aktivierung der COX-2 bzw. an der posttranskriptionellen Regula-
tion von TNFa beteiligt. cJun gehort mit zum AP-1 Komplex, einem Transkriptionsfaktor,
der fiir die Aktivierung verschiedener Zielgene, u.a. der inflammatorischen Antwort, zusténdig
ist (Kaminska, 2005; Cuenda, 2007).

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.11 dargestellt. Die Zielproteine MK2 und cJun wurden nach
Exposition mit Partikeln zeitabhingig von den zugehorigen MAP-Kinasen phosphoryliert und
demnach aktiviert. Phosphoryliertes cJun ist im Western Blot in Abb. 3.11 als Shift der Banden
oberhalb des unphosphorylierten Proteins erkennbar. Die zeitliche Aktivierung der MK2 und
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cJun korrelierte mit der Aktivierung der iibergeordneten MAP-Kinasen p38 und JNK1/2,
wodurch eine funktionale Aktivierung des MAPK-Signalwegs festgestellt werden konnte. Auch
bei den verwendeten Positivkontrollen CdO und LPS war die MAPK-Aktivierung funktional

und eine Phosphorylierung von MK2 und cJun konnte nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.11: Die MAPK-Substrate MK2 und cJun werden durch SiO; NP Ex-
position aktiviert Die RAW264.7 Makrophagen wurden konzentrationsabhéngig (1, 5, 10, 50,
100 pg/ml mit 12nm SiOy NP sowie mit 1pg/ml CdO (C) bzw. LPS (L) in Medium ohne FCS
fiir 2, 4, 6 h behandelt. Die Aktivierung der MAPK-Substrate erfolgte im Western Blot mithilfe
eines phosphospezifischen Antikorpers fiir MK2 und eines spezifischen Antikérpers fiir cJun. Als
Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde Lamin B verwendet.

Aktivierung der iibergeordneten MAPK-Kinasen (MAP2K)

Ausgehend von der Induktion der MAP-Kinasen p38, JNK1/2 und ERK 1/2 wurde mittels
Western Blot Analyse untersucht, ob auch die entsprechenden MAPK-Kinasen (MAP2K)
nach Partikel-Exposition aktiviert wurden. Die Kinase MKK1/2 ist hauptséachlich fiir die
Aktivierung der ERK1/2 zustidndig, wihrend MKK3/6 und MKK4 die Regulation der p38
beeinflussen und JNK iiber MKK4 und MKK?7 aktiviert wird. (siehe auch Abb. 1.2).

Die Ergebnisse der Western Blots sind in Abb. 3.12 dargestellt. Es ist deutlich zu sehen,
dass auch die iibergeordneten MAPK-Kinasen MKK1/2, MKK3/6 und MKK4 nach SiOq
NP Behandlung aktiviert wurden und zeitlich mit der Aktivierung der MAPK Kkorrelierten.
Gleiches galt auch fiir die verwendeten Positivkontrollen CdO und LPS. Eine Aktivierung der
MAPK-Kinase MKK7 nach Partikel-Exposition konnte nicht nachgewiesen werden.

Uber die Vermittlung des Signals an die MAP2K nach Partikel-Behandlung ist bislang noch
nichts Genaueres bekannt. Mogliche Kandidaten aus der Familie der MAP3-Kinasen sind
TAK1, ASK1, RIPK1. Die Kinasen kénnen iiber Oberflichenrezeptor-vermittelte Signale
aktiviert werden. Wichtig sind hierbei die Toll-like Rezeptoren (TLRs) sowie der TNF« -
und IL-1 Rezeptor. Diese Rezeptoren erkennen Pathogen- assoziierte Molekiile (PAMPs) wie
Bakterien oder Viren, oder auch Gefahr-assoziierte Molekiile (DAMPs), wie LPS oder Partikel,

und aktivieren nach Oligomerisierung intrazelluldre Signalkaskaden (Gaestel et al., 2009).
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Abbildung 3.12: Die MAPK-Kinasen MKK1/2, MKK3/6 und MKK4 werden nach
SiO; NP Exposition aktiviert. Die RAW264.7 Makrophagen wurden konzentrationsabhéngig
(1, 5, 10, 50, 100 pg/ml mit 12nm SiOs NP sowie mit 1 pg/ml CdO (C) bzw. LPS (L) in Medium
ohne FCS fiir 2, 4, 6 h behandelt. Der Nachweis der Aktivierung der MAP2K (MKK1/2, MKK3/6,
MKK4) erfolgte im Western Blot mithilfe von phosphospezifischen Antikérpern. Als Ladekontrolle
fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde Lamin B verwendet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass nach SiOy NP Exposition die oxidative Stressant-
wort nur sehr schwach aktiviert wurde, wohingegen bereits zu frithen Zeitpunkten (2h) eine
Aktivierung des MAPK-Signalwegs (MAP2K, MAPK, MAPK-Substrate) gezeigt werden
konnte. Aber welche Konsequenzen hat die Aktivierung dieser Signalwege fiir die Zelle? Zu
diesem Zweck wurden Genexpressionsstudien durchgefiihrt, die im nichsten Abschnitt erldutert

werden.

3.5 Aktivierung der Genexpression der anti-oxidativen und

proinflammatorischen Zellantwort nach SiO; NP Exposition

Mogliche biologische Endpunkte der zelluldren Reaktion nach Partikelexposition sollten vor
allem bei sehr niedrigen Konzentrationen und zu frithen Zeitpunkten gewéhlt werden, da kurze
Expositionszeiten sekundére Nebeneffekte vermindern bzw. ausschliefen konnen. Hierzu eignet
sich die Analyse der Genexpression mittels quantitativer RealTime-PCR (qRT-PCR) sehr gut.
Die moglichen auftretenden biologischen Effekte konnen zum einen auf eine Abwehrreaktion
(anti-oxidativ) oder auf eine beginnende Entziindung hinweisen (proinflammatorisch). Basierend
auf der Hypothese von Nel (Nel et al., 2006) und Untersuchungen von Ogawa (Ogawa et al.,
2004) wurden verschiedene charakteristische Zielgene sowohl der anti-oxidativen als auch der

proinflammatorischen Zellantwort ausgew#hlt und mittels qRT-PCR, analysiert.
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Anti-Oxidative Zellantwort

Als Zielgene der anti-oxidativen Antwort wurden die Haimoxygenase 1 (HO-1), die NADPH-
Chinon-Oxidoreduktase (NQO1) sowie die y-Glutamat-Cystein Ligase (7-GCL-C) ausgewdahlt.
Die v-GCL-C (C = katalytische Untereinheit) katalysiert den geschwindigkeits- bestimmenden
Schritt der de novo Synthese von Glutathion und die NQO1 hat bei der zelluldren Antwort
auf von Chinonen ausgelosten oxidativen Stress eine entscheidende Funktion (Xia et al., 2004).
Das Enzym katalysiert die Reduktion von Chinonen und inhibiert letztlich die ROS Bildung.
Alle drei Gene werden iiber den Transkriptionsfaktor Nrf2 und auch iiber AP-1 reguliert.

Proinflammatorische Zellantwort

Als mogliche Zielgene der proinflammatorischen Zellantwort wurde eine Reihe von Genen
ausgesucht, deren genauere Funktion und Regulation bereits in Abschnitt 1.3.4 erldutert wurde.
Zu diesen Genen zéhlen TNFa, IL-18, COX-2, IL-6, iNOS, MCP-1, Cxcl2, Mmp9 und FOS.
Die Regulation der Biosynthese der Zytokine, Chemokine und Enzyme erfolgt auf verschiedenen
Ebenen (transkriptionell, posttranskriptionell und sekretorisch). Hauptséchlich an der Aktivie-
rung der Genexpression beteiligt sind die Transkriptionsfaktoren AP-1 und Nf-xB, wahrend
bei der Stabilisierung der mRNA und der Translation die MAP-Kinase p38 sowie verschiedene
miRNAs Einfluss nehmen koénnen. Zusétzlich gibt es auch noch Regulationsmechanismen auf
sekretorischer Ebene. Beispielsweise wird {iber die MAP-Kinase ERK das TNF« sekretierende
Enzym TACE (TNFa converting enzyme) reguliert (Ogawa et al., 2004, Kaminska, 2005;
Cuenda et al., 2007; Gaestel et al., 2009).

3.5.1 Konzentrationsabhangige Genexpression nach Behandlung mit SiO; NP

Zunichst sollte ein Expressionsprofil der Makrophagen nach SiO; NP Behandlung erstellt
werden. Dazu wurden zunéchst die RAW264.7 Makrophagen konzentrationsabhéngig (1, 5,
10, 50, 100 pg/ml) mit SiO2 NP in Medium ohne FCS fiir 6 h behandelt und dann die Proben
fiir die Analyse mittels qRT-PCR aufbereitet. Als Positivkontrollen wurden hierbei CdO fiir
die anti-oxidative und LPS fiir die proinflammatorische Stressantwort verwendet. Fiir die
Durchfiihrung der qRT-PCR wurden genspezifische Primer eingesetzt und die Induktion der
Genexpression nach der A A Ct-Methode in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle berechnet.
Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen (Abb. 3.13, Abb. 3.14) dargestellt.

Die untersuchten Zielgene der anti-oxidativen Stressantwort, HO-1 und y-GCL-C, wurden
konzentrationsabhéngig nach Partikelexposition induziert und erreichten maximal eine 3-fache
Induktion nach 6 h bei 50 pg/ml SiOy NP. Eine schwache Induktion der NQO1 war lediglich
bei der héchsten Konzentration von 100 pg/ml zu sehen (Abb. 3.13). Die Positivkontrolle CdO
zeigte eine starke Aktivierung der HO-1 und NQO1 mRNA Produktion, wohingegen nach

LPS-Behandlung keine Aktivierung anti-oxidativer Gene zu beobachten war.
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Abbildung 3.13: Die anti-oxidative Zellantwort wird nach SiO; NP Exposition auf
Gen-Ebene nur schwach konzentrationsabhingig induziert. RAW264.7 Makrophagen
wurden fiir 6 h konzentrationsabhéngig mit 12nm SiOy NP (1, 5, 10, 50, 100 ng/ml) sowie mit
jeweils 1pg/ml CdO (C) und LPS (L) ohne FCS behandelt und mittels qRT-PCR analysiert.
Dargestellt sind Gene der anti-oxidativen Zellantwort (HO-1, NQO1, v-GCL-C). Angegeben sind
die Mittelwerte + s.e.m. aus drei unabhéngigen Experimenten (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <

0,001 im Vergleich zur Kontrolle).
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Abbildung 3.14: SiO; NP (12 nm) aktivieren konzentrationsabhingig die proinflam-
matorische Zellantwort auf Gen-Ebene. RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 6 h konzen-
trationsabhéngig mit 12nm SiOy NP (1, 5, 10, 50, 100 ng/ml) sowie mit jeweils 1pg/ml CdO
(C) und LPS (L) ohne FCS behandelt und mittels qRT-PCR analysiert. Dargestellt sind Gene
der proinflammatorischen Zellantwort (TNFa, COX-2, iNOS, IL-6, Cxcl2, IL-18, MCP-1, FOS,
Mmp9). Angegeben sind die Mittelwerte + s.e.m. aus drei unabhéingigen Experimenten (* p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).
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Die Gene der proinflammatorischen Zellantwort, TNF«a, COX-2, iNOS, IL-6, IL-138 und FOS,
wurden ebenfalls konzentrationsabhéngig nach 6 h Exposition mit SiOy NP aktiviert, wobei
die maximale Induktion bereits bei einer Konzentration von 50 ng/ml SiOs NP erreicht wurde
(Abb. 3.14). Die Gene Cxcl2 und MCP-1 wurden zwar auch konzentrationsabhéngig induziert,
allerdings ging bei der hochsten SiOs NP Dosis (100 pg/ml) die Aktivierung wieder stark
zuriick, was vermutlich durch die verstéarkte Toxizitdt erklart werden kann. Das Gen Mmp9
wurde nach SiOy NP Exposition nicht aktiviert. Die Behandlung mit CdO bewirkte lediglich
eine schwache Aktivierung der Gene COX-2, IL-6 sowie Mmp9. LPS hingegen konnte, wie

erwartet, alle untersuchten Gene der proinflammatorischen Zellantwort stark aktivieren.

3.5.2 Zeitabhingige Genexpression nach Behandlung mit SiO, NP

Beim Erstellen des Expressionsprofils der Makrophagen nach SiOy NP Exposition erwies sich
die Konzentration von 50 pg/ml nach 6h Behandlung am effektivsten. Es sollte nun aber
auch der zeitliche Verlauf dieser Aktivierung untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die
RAW264.7 Makrophagen fiir 2, 4, 6 h mit 50 pg/ml SiO2 NP in Medium ohne FCS behandelt
und dann die Proben fiir die Analyse mittels qRT-PCR aufbereitet. Fiir die Durchfiihrung der
qRT-PCR wurden genspezifische Primer eingesetzt und die Induktion der Genexpression nach
der A A Ct-Methode in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle berechnet. Die Ergebnisse sind
in den folgenden Abbildungen (Abb. 3.15, Abb. 3.16) dargestellt.

Die Induktion der HO-1 blieb iiber den betrachteten Zeitraum von 2 - 6 h konstant niedrig
(2,5 - 3 faches der Kontrolle), wihrend fiir die NQO1 keine Aktivierung beobachtet werden
konnte. Die 7-GCL-C wurde zum frithen Zeitpunkt 2h aktiviert (3,5 fach) und nahm mit der

Zeit wieder ab.
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Abbildung 3.15: SiO; NP induzierte Genexpression der anti-oxidativen Zellantwort
ist zeitabhingig. RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml 12nm SiOo
NP sowie fiir 6h mit jeweils 1 pg/ml CdO (C) und LPS (L) ohne FCS behandelt und mittels qRT-
PCR analysiert. Dargestellt sind Gene der anti-oxidativen Zellantwort (HO-1, NQO1, 4-GCL-C).
Angegeben sind die Mittelwerte & s.e.m. aus drei unabhéngigen Experimenten (* p < 0,05; ** p
< 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).
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Bei der Analyse der Genexpression der proinflammatorischen Antwort (Abb. 3.16) war auffallig,

dass sich die untersuchten Gene in frith- und spataktivierte Gene unterteilen lieffen. So wurde
bei den Genen von TNF«, IL-13, Cxcl2 und MCP-1 bereits nach 2h Exposition eine starke
Aktivierung festgestellt. Nach langerer Exposition nahm die Aktivierung fiir TNFa und MCP-1

weiter zu, wohingegen bei IL-15 und Cxcl2 das Aktivitdtsmaximum nach 4 h wieder abnahm.
Die Gene COX-2, iNOS, IL-6 und FOS erreichten ihr Aktivitdtsmaximum erst nach 6h

Behandlung und wurden so zu den spét-aktivierten Genen gezihlt. Das Gen Mmp9 wies auch

im zeitlichen Verlauf keine Aktivierung auf.
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Abbildung 3.16: SiO; NP Exposition induziert die Zielgenexpression der proinflam-
matorischen Zellantwort zeitabhingig. RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 2, 4, 6 h mit
50pg/ml 12nm SiOs NP sowie fiir 6 h mit jeweils 1pg/ml CdO (C) und LPS (L) ohne FCS
behandelt und mittels qRT-PCR analysiert. Dargestellt sind Gene der proinflammatorischen
Zellantwort(TNFa, COX-2, iNOS, IL-6, Cxcl2, IL-18, MCP-1, FOS, Mmp9). Angegeben sind die
Mittelwerte + s.e.m. aus drei unabhéngigen Experimenten (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
im Vergleich zur Kontrolle).

3.5.3 Validierung der Genexpressionsdaten auf Protein-Ebene

Nachdem nun eine ganze Reihe an Genen der proinflammatorischen Zellantwort durch SiO9

NP Exposition (12nm) angeschaltet wurden, stellte sich die Frage, ob die Gen-Induzierung

auch Auswirkungen auf Proteinebene hatte. Dazu wurden RAW264.7 Makrophagen konzentra-
tionsabhéngig (1, 5, 10, 50, 100 pg/ml) mit 12nm SiOy NP fiir 2, 4 und 6 h behandelt. Der

Kulturiiberstand wurde fiir den Proteinnachweis mittels ELISA verwendet und die Zelllysate
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wurden im Western Blot auf die Aktivierung von intrazellulirem TNF« mithilfe spezifischer
Antikorper getestet. Die Daten zur Validierung der Genexpression sind in Abb. 3.17 dargestellt.
CdO und LPS wurden hier als Positiv-Kontrollen verwendet.

In Abb. 3.17 -A ist deutlich zu sehen, dass intrazelluldres TNFa nach 2h Behandlung ab einer
Konzentration von 50 pg/ml 12nm SiOy NP produziert und auch iiber eine N-Glykosylierung
modifiziert (TNFa -mod.) wurde, was nach 6 h wieder riickldufig war. Nach CdO-Behandlung
war kein TNF« detektierbar, wohingegen die Behandlung mit LPS zu einem starken Anstieg

von TNF« fiithrte, was die Daten der Genaktivierung von TNF« bestétigte.
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Abbildung 3.17: Validierung der Genexpressionsdaten auf Proteinebene A)RAW264.7
Makrophagen wurden konzentrationsabhingig (1, 5, 10, 50, 100 ug/ml) mit 12nm SiOy NP fiir
2, 4 und 6h sowie fiir 6h mit jeweils 1 pg/ml CdO (C) und LPS (L) ohne FCS behandelt und
mittels Western Blot auf die Produktion von intrazellulirem TNF« analysiert. Lamin B wurde als
Kontrolle fiir gleich aufgetragene Proteinmengen verwendet. B + C) RAW264.7 Makrophagen
wurden mit 50 pg/ml 12nm SiOy NP fiir 2, 4 und 6h sowie fiir 6h mit jeweils 1pg/ml CdO
(C) und LPS (L) ohne FCS behandelt und im Kulturiiberstand die Freisetzung der Proteine B)
TNFa und C) IL-6 mittels ELISA analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte £+ s.e.m. aus vier
unabhéngigen Experimenten (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).

Mittels ELISA (Abb. 3.17, B & C) wurde auch die Sekretion der untersuchten Proteine getestet.
Nach Behandlung der Makrophagen mit 50 pg/ml SiOy NP konnte eine zeitliche Zunahme der
TNF« -Sekretion gemessen werden, wohingegen kaum IL-6 sezerniert wurde. LPS-Behandlung
fithrte sowohl zur Freisetzung von TNF« als auch IL-6. Die Ergebnisse der TNFa -Sezernierung

korrelierten ebenfalls mit den Daten der Genexpression.
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Im Gegensatz dazu konnte trotz IL-6 Genaktivierung nur eine sehr geringe Freisetzung des
zugehorigen Zytokins gemessen werden. Ahnliches galt auch fiir die IL-13 -Sekretion. Die
Messwerte des ELISAs fiir die Freisetzung des IL-18 Proteins nach SiOs NP- sowie LPS-
Behandlung lagen unterhalb der Nachweisgrenze. Eine Generierung von NO als Indikator
fiir eine iINOS Proteinsynthese und deren Funktionalitdt konnte ebenfalls nach Partikel-
Behandlung nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Es ist sehr wahrscheinlich,
dass trotz Genaktivierung von IL-6, IL-15 und iNOS weitere Regulationsmechanismen eine
Freisetzung der Proteine bzw. von NO verhindern, was weitere Untersuchungen erfordert. Es
besteht auch die Moglichkeit, dass die Zytokine von den Nanopartikeln gebunden und nicht

mehr im ELISA nachgewiesen werden kénnen.

Die gefundene Aktivierung verschiedener Gene der proinflammatorischen Zellantwort konnte
also fiir einige Gene validiert werden. Wie aber hdngen nun die gefundene Genexpression
mit der Aktivierung der Signalwege zusammen? Zu diesem Zweck wurden Inhibitor-Studien
durchgefiihrt, um die moglichen Zusammenhénge aufzukléren. Diese werden im néchsten
Abschnitt ausfiithrlich erldutert.

3.6 Inhibitor-Studien zur Aufklarung der Regulation der
Signalaktivierung nach SiO; NP Exposition

In den vorangegangenen Abschnitten (Abschnitt 3.4; Abschnitt 3.5) konnte gezeigt werden,
dass nach SiOy NP Exposition die anti-oxidative Stressantwort der Zelle nur schwach aktiviert
wurde. Im Gegensatz dazu wurden sowohl der MAPK-Signalweg als auch verschiedene Gene der
proinflammatorischen Zellantwort stark aktiviert. Um die Zusammenhénge der Aktivierung der
verschiedenen Signalwege mit der Induktion der Genexpression nach Nanopartikel-Exposition zu
klaren, wurden Inhibitor-Studien durchgefiihrt, welche in den folgenden Abschnitten erldutert

werden.

3.6.1 Inhibierung von oxidativem Stress mittels N-Acetyl-Cystein

Bislang wurde nur eine sehr schwache Aktivierung der anti-oxidativen Stressantwort nach SiOq
NP Exposition in den RAW264.7 Makrophagen beobachtet. Auch konnten keine intrazellular
gebildeten ROS detektiert werden. Allerdings gibt es Beispiele aus der Literatur, die moderaten
oxidativen Stress nach SiOg NP Exposition gezeigt haben (Park et al., 2009; Eom et al., 2009).
Deshalb wurde zur genaueren Aufklarung das Antioxidanz N-Acetyl-L-Cystein (NAC) bei
der Partikel-Exposition der Makrophagen mit 12nm SiOg NP eingesetzt. Die anti-oxidative
Wirkung von NAC beruht zum einen auf seiner Rolle als Radikalfanger. Uber die freie SH-

Gruppe kann direkt eine Interaktion mit Oxidantien wie beispielsweise Wasserstoffperoxid
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(H2O2), Hydroxylradikal (‘OH) oder hypochlorige Sdure (HOCI) stattfinden (Gillissen et al.,
1997), so dass zwei freie Sulthydrylgruppen zu einer Disulfidverbindung oxidiert werden. Zum
anderen dient NAC durch die Bereitstellung von Cystein der Glutathion-Synthese, einem

weiteren zentralen, zelleigenen Antioxidanz.

Untersuchung der Genexpression in Abhangigkeit von NAC

Nach 12nm SiOo NP Exposition wurden in den Makrophagen sowohl Gene der anti-oxidativen
als auch der proinflammatorischen Zellantwort zeit- und konzentrationsabhéngig angeschaltet.
Die stérkste Induktion der Genexpression wurde fiir eine Konzentration von 50 png/ul zwischen
4h und 6h gemessen. Daher sollte nun der Einfluss von NAC auf die verschiedenen Gene
der zelluldren Stressantwort getestet werden. Nach erfolgter Prainkubation mit NAC (5 mM)
wurden die Zellen fiir 2, 4 und 6h mit 50 pug/nl SiOg NP -/+5 mM NAC behandelt und
nach Aufarbeitung der Proben die Zielgene mittels qRT-PCR analysiert. Als Positivkontrollen
wurden CdO fiir die anti-oxidative und LPS fiir die proinflammatorische Zellantwort verwendet.
Angegeben sind die Induktionswerte der Gene in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle. Die
Funktionalitdt von NAC wurde mittels DCF-Assay nachgewiesen (Anhang Abb. A.1).

o 150 20 10
<25 HO-1 " NQO1 YGCL-C
298, 100 i 15 8
£ g 3 e 207, 6
0o S E 10 . .
=} % o 15 Hxx 4
E 8“7 X 10 % X dekk *H***
o o X * 5 2
e il L NP
0 Lo= A= e [l 0 los ON 08 = Fe 0 N
NAC[EmM] -+ -+ -+ -+ -+ -+ R R B SR R R -+ -+ -+ -+ -+ -+
Ko. 2h 4h 6h CdO LPS Ko. 2h 4h 6h CdO LPS Ko. 2h 4h 6h CdO LPS
sio, sio, sio,

Abbildung 3.18: NAC hemmt die HO-1 Genexpression nach SiO; NP Exposition.
RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst 30 min mit 5 mM NAC vorbehandelt, dann fiir 2, 4
und 6h mit 50 pg/ml 12nm SiOs NP sowie fiir 6h mit jeweils 1ng/ml CdO (C) und LPS (L)
ohne FCS -/+5 mM NAC exponiert und mittels qRT-PCR analysiert. Dargestellt sind Gene der
anti-oxidativen Zellantwort (HO-1, NQO1, v-GCL-C). Angegeben sind die Mittelwerte + s.e.m.
aus drei unabhéingigen Experimenten (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur
Kontrolle).

Es ist deutlich zu erkennen (Abb. 3.18), dass die HO-1 Induktion nach CdO-Behandlung durch
NAC gehemmt wurde, wohingegen NAC die schwache Aktivierung der NQO1 sogar leicht
verstérkte. Die v-GCL-C wurde auch unabhéngig von NAC durch CdO kaum aktiviert. Fiir
die Behandlung mit den SiOy NP galt &hnliches. Nur die Genexpression der HO-1 wurde durch
NAC gehemmt, die anderen beiden Gene der anti-oxidativen Antwort wurden nicht beeinflusst.
Fiir die proinflammatorische Zellantwort nach SiOs NP Exposition (Abb. 3.19) ergab sich
ein dhnliches Bild. Lediglich die Induktion der untersuchten Gene COX-2 und MCP-1 konnte
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leicht durch die Behandlung mit NAC inhibiert werden, wiahrend die Expression der restlichen
Gene (TNFa, IL-13, IL-6, iNOS, Cxcl2, FOS, Mmp9) nicht beeinflusst wurde. Auch wurden

durch NAC die basalen Expressionslevel der Zielgene nicht wesentlich veréndert.
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Abbildung 3.19: NAC hemmt nur leicht die Induktion einiger Gene der proinflam-
matorischen Stressantwort. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst 30 min mit 5 mM NAC
vorbehandelt, dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml 12nm SiOs NP sowie fiir 6 h mit jeweils 1 pg/ml
CdO (C) und LPS (L) ohne FCS -/+5 mM NAC exponiert und mittels gqRT-PCR analysiert.
Dargestellt sind Gene der proinflammatorischen Zellantwort(TNFa , COX-2, iNOS, IL-6, Cxcl2,
IL-18 , MCP-1, FOS, Mmp9). Angegeben sind die Mittelwerte & s.e.m. aus drei unabhingigen
Experimenten (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).

Validierung der reprimierten Geninduktion nach SiO, NP Exposition durch NAC

Durch NAC konnte nur die Genexpression der HO-1, COX-2 und MCP-1 nach SiOy NP

Behandlung gehemmt werden. Welche Konsequenzen hat dies nun auf Proteinebene? Hierfiir

wurden die Makrophagen wie unter Abschnitt 3.6.1 beschrieben, behandelt und anschliefsend

die Zelllysate im Western Blot auf die Aktivierung der Proteine mittels spezifischer Antikorper

getestet. Als Positivkontrolle wurde hierfiir CdO eingesetzt.
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Die Induktion der HO-1 auf Proteinebene (Abb. 3.20 -A) konnte nur im Falle der Positivkontrolle
CdO durch NAC gehemmt werden, wohingegen NAC keinen eindeutigen Einfluss auf die geringe
HO-1 Induktion nach SiOs NP Behandlung hatte. Uber den HO-1 Nachweis auf Proteinebene
konnten somit die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse bestétigt werden.

SiO2 NP-induziertes intrazellulires TNFa (Abb. 3.20-B) wurde durch Prainkubation mit
NAC sogar leicht verstirkt. Dieser Verstdrkungseffekt war auf Gen-Ebene nicht zu detektieren,
was sich aber durch die verschiedenen Regulationsebenen der TNFa -Produktion (siehe
Abschnitt 1.3.4) erkldren ldsst. Nach CdO-Behandlung wurde weder die Genexpression noch
die Proteinproduktion von TNF« aktiviert (siehe auch Abb. 3.17).
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Abbildung 3.20: NAC-Effekte auf die durch SiOs; NP induzierte Genexpression kén-
nen auf Proteinebene validiert werden. Die RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst
30 min mit 5 mM NAC vorbehandelt, dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml 12nm SiOy NP oder mit
1pg/ml CdO (C) in Medium ohne FCS -/45 mM NAC exponiert und anschliefend die Zelllysate
im Western Blot mit spezifischen Antikérpern gegen A) HO-1 und B) intrazellullires TNF«
untersucht. Als Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde Lamin B verwendet.

Einfluss von NAC auf die durch SiO, NP aktivierten Signalwege

Es sollte nun auch der Einfluss von NAC auf die durch SiO; NP Behandlung erzeugte
Aktivierung der Signalwege untersucht werden. Dazu wurden die Makrophagen wie unter
Abschnitt 3.6.1 beschrieben, behandelt und anschlieffend die Zelllysate im Western Blot auf die
Induktion bzw. Phosphorylierung der entsprechenden Proteine mittels spezifischer Antikérper

getestet. Als Positivkontrolle wurde CdO verwendet.

In Abb. 3.21 -A ist deutlich erkennbar, dass durch NAC nur die CdO-induzierte Stabilisierung
des Transkriptionsfaktors Nrf2 gehemmt wurde, wahrend die schwache Nrf2-Stabilisierung in
SiOg NP exponierten Zellen nicht beeinflusst wurde. Desweiteren wurde auch die Aktivierung
der MAP-Kinasen p38, JNK1/2 und ERK1/2, sowie deren Substrate MK2 und cJun (Abb.
3.21 -B) nicht durch NAC beeinflusst. Bei der Positivkontrolle CdO allerdings konnte die
Partikel-bedingte Aktivierung des MAPK-Signalwegs mittels NAC effektiv gehemmt werden.
Dadurch lassen sich dann auch die Hemmung der durch CdO induzierten COX-2 auf Genebene
(Abb. 3.19 -B) durch NAC erkléren, da p38 und JNK an der Genexpression sowie Stabilisierung
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der COX-2 mRNA beteiligt sind, was bereits fiir verschiedene Stiumli wie LPS, TPA oder

TNF« gezeigt wurde (Kang et al., 2007).
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Abbildung 3.21: NAC hemmt weder die SiO; NP induzierte Aktivierung des Nrf2-
noch des MAPK-Signalwegs. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst 30 min mit 5 mM
NAC vorbehandelt, dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml 12nm SiOy NP in Medium ohne FCS -/+5
mM NAC exponiert und anschliefend die Zelllysate im Western Blot mit spezifischen Antikérpern
auf A)die Stabilisierung von Nrf2 und B)die Aktivierung des MAPK-Signalwegs untersucht. Als
Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde Lamin B verwendet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass nach SiO2 NP Exposition oxidativer Stress in den
RAW264.7 Makrophagen nur extrem schwach detektiert werden konnte und die Zugabe des
Antioxidanz NAC auch nicht die durch SiOs NP aktivierte MAPK Kaskade bzw. Genexpression

hemmen konnte.
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3.6.2 Hemmung des MAPK-Signalwegs durch MAPK-Inhibitoren

Zur Klarung der Zusammenhénge zwischen der Partikel-induzierten Aktivierung des MAPK-
Signalwegs und der beobachteten Aktivierung der proinflammatorischen Stressantwort auf Gen-
Ebene wurden die Inhibitoren SB203580 (SB), SP600125 (SP) und PD98059 (PD) zur Hemmung
der MAPK-Funktion eingesetzt. Diese hemmen iiber ihre Funktion als ATP-Antagonisten die
Phosphorylierung der jeweiligen Zielproteine. Uber den SB-Inhibitor wird die Phosphorylierung
von p38-Substraten, wie beispielsweise MK2, gehemmt. Gleichermafsen kann in Anwesenheit
des SP-Inhibitors keine Phosphorylierung von JNK-Zielproteinen, wie cJun, stattfinden. Der
Angriffspunkt des PD-Inhibitors ist die upstream lokalisierte MAPK-Kinase MKK1/2, so dass
eine Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK1/2 nicht mehr stattfinden kann.

Fiir die Versuche wurden die Zellen zunéchst fiir 30 min mit den jeweiligen MAPK-Inhibitoren
(SB, SP, PD; 10 uM) vorbehandelt und im Anschluss mit den Partikeln in Medium ohne
FCS -/+ Inhibitor exponiert. Die Kulturiibersténde wurden fiir die ELISA-Untersuchungen
verwendet und die Zellen mittels Western Blot bzw. qRT-PCR, analysiert.

Funktionalitat der MAPK-Inhibitoren

Zuniéchst sollte getestet werden, ob die MAPK-Inhibitoren SB, SP und PD die Aktivierung der
Zielproteine MK2, cJun und ERK1/2 effektiv hemmen konnten. Dazu wurden die RAW264.7
Makrophagen mit den MAPK-Inhibitoren bzw. 0,1 % DMSO behandelt und im Western Blot
mittels phosphospezifischer Antikérper die Aktivierung der MAPK sowie deren Substrate MK2
und cJun getestet. Bei der Kontrollbehandlung der Zellen mit 0,1 % DMSO und SiOy NP
(Abb. 3.22) konnte, wie schon in Abschnitt 3.4.2 gezeigt, eine Aktivierung der MAPK sowie
ihrer Substrate MK2 und cJun festgestellt werden. Gleiches galt auch fiir die verwendeten
Positivkontrollen CdO und LPS nach sechsstiindiger Behandlung.

Nach SiO2 NP Exposition konnte der SB-Inhibitor effektiv die MK2-Aktivierung hemmen
und hatte keinen Einfluss auf die Aktivierung von p38 und ERK1/2. Allerdings wurde eine
verstirke Phosphorylierung der JNK1/2 sowie des Substrats cJun detektiert, was durch die
Feedback-Regulation von p38 und JNK1/2 bei der Signaltransduktion der MAPK erklart
werden kann (Cuadrado und Nebreda, 2010).

Uber den SP-Inhibitor konnte die cJun-Phosphorylierung dauerhaft gehemmt werden. Al-
lerdings wurden dadurch auch die Aktivierung der JNK1/2 sowie ERK1/2 nach SiO2 NP
Exposition dauerhaft gemindert. Im Gegensatz dazu ergab sich bereits basal eine verstérkte
Phosphorylierung von p38 und MK2, was wiederum eine Folge der schon erwidhnten Feedback-
Regulation des MAPK-Signalwegs war.

Der PD-Inhibitor erfiillte seine Funktion, in dem der dauerhaft die Phosphorylierung der
ERK1/2 minderte, aber diese nicht vollstandig hemmen konnte. Die Phosphorylierungen von
p38 und MK2 blieben durch den PD-Inhibitor unbeeinflusst nach SiOy NP Behandlung und
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fiir die JNK1/2 sowie ihres Substrats cJun wurde lediglich nach 4h Behandlung eine reduzierte

Aktivierung festgestellt.
Fiir die Positivkontrolle LPS ergab sich ein dhnliches Bild. Die Inhibitoren SB, SP und PD
konnten effektiv die Phosphorylierung von MK2 bzw. cJun und ERK1/2 hemmen. Die bereits
beschriebene Feedbackregulation bei der Aktivierung der p38 und JNK konnte ebenfalls nach-

gewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnten die Inhibitoren die CdO-vermittelte Aktivierung

der MAPK sowie ihrer Substrate nicht beeinflussen.
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Abbildung 3.22: MAPK-Inhibitoren hemmen effektiv die Aktivierung ihrer jeweili-
gen Zielproteine. Die RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst 30 min mit 10 yuM MAPK-
Inhibitor (SB, SP, PD) vorbehandelt, dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 png/ml 12nm SiOy NP sowie mit
jeweils 1 pg/ml CdO (C) und LPS (L) in Medium ohne FCS -/4-10 M Inhibitor (SB, SP, PD) bzw.
0,1% DMSO exponiert und anschliefiend die Zelllysate im Western Blot mit phosphospezifischen
Antikoérpern auf die Aktivierung der MAPK (p38, JNK, ERK) und ihrer Substrate (MK2, cJun)
untersucht. Als Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde PCNA verwendet.

Die MAPK-Inhibitoren erfiillten also ihre hemmende Funktion effektiv, wobei auch die bereits

in der Literatur beschriebene Feedback-Regulation von p38 und JNK1/2 zu detektieren war.
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Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf die durch SiO, NP induzierten Genexpression

Nachdem die Funktionalitdt der MAPK-Inhibitoren getestet worden war, sollten nun die
Effekte der Hemmung des MAPK-Signalwegs auf Gen-Ebene nach SiOs NP Exposition getestet
werden. Die Expression der meisten Gene der proinflammatorischen Zellantwort wird tiber die
Transkriptionsfaktoren AP-1 und Nf-kB vermittelt. AP-1 ist ein dimerer Transkriptionsfaktor,
der sich aus unterschiedlichen Proteinen zusammensetzt (sieche auch Abschnitt 1.3.3). Unter
anderem zéhlen dazu cJun und FOS. Im Hinblick darauf kann also eine Hemmung des JNK-
vermittelten Signals Einfluss auf die Aktivierung der Transkription nehmen. Die Biosynthese
der getesteten Zytokine wird aber auf mehreren Ebenen reguliert. So nimmt p38 iiber eine
MK2-vermittelte Stabilisierung der generierten mRNA auch Einfluss auf die Expression der
Zielgene. ERK1/2 kann iiber Regulation von FOS auch Einfluss auf die AP-1 regulierten Gene
nehmen (Kaminska, 2005; Cuenda, 2007). Dazu wurden die RAW264.7 Makrophagen mit den
MAPK-Inhibitoren bzw. DMSO vorbehandelt, dann mit SiOs NP sowie den Positivkontrollen
CdO und LPS behandelt und anschliefend die Genexpression mittels qRT-PCR, analysiert.
Die Geninduktionen wurden dabei auf die DMSO-behandelte Kontrolle bezogen.

Generell ist anzumerken, dass durch die DMSO-Behandlung die Expression der Gene COX-
2, TNFa, IL-18, IL-6 und FOS im Vergleich zur normalen Behandlung insgesamt leicht ver-
mindert war. Die Expressionslevels von iNOS, Cxcl2 und Mmp9 wurden nicht beeinflusst,
wohingegen die MCP-1 Genexpression nach DMSO Gabe stark anstieg. Die Induzierbarkeit
selbst wurde aber nicht beeinflusst. Die eingesetzten Inhibitoren hatten mehr oder weniger
stark ausgepréigt einen Einfluss auf die basalen Level der Zielgene. Daher sind in Tabelle
(Tabelle 3.3) die Anderung der basalen Genexpression sowie der Einfluss auf die Induzierbarkeit

der Gene zusammengefasst dargestellt.

Gen + SB ()] + SP )] + PD 0]
TNFa 2,5 - 15 2-fach 1 0,5 -
COX-2 1 - 6,5 5-fach | 0,5 3-fach |
1I-6 0,7 - 2 - 2 -

IL-15 0,2 3-fach 1 3 3-fach 1 1,5 5-fach |
iNOS 2,5 2-fach | 45 5-fach | 1,5 -

MCP-1 13,5  10-fach | 3 - 2 10-fach |
Cxcl2 15 5-fach | 2 3-fach 1 1,5 2,5-fach |
Mmp9 1 - 5 3-fach | 1,5 2,5-fach |
FOS 0,5 - 0,5 - 0,5 4-fach |

Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die Effekte der MAPK-Inhibitoren auf den Basallevel und
die Induzierbarkeit der untersuchten Gene. Angegeben sind die Anderung des Basallevels
fiir den jeweiligen Inhibitor als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle sowie die Anderung der
Induzierbarkeit (I) des Gens nach Behandlung mit SiOs NP. (-): Induzierbarkeit unveriandert; (1):
x-fach erhohte Induzierbarkeit; (]): x-fach erniedrigte Induzierbarkeit.

75



3 Ergebnisse

Effekte des SB-Inhibitors (Hemmung der p38 Funktion)

Die Hemmung der p38-Funktion mittels SB-Inhibitor verursachte eine basale Erhéhung der
Expression von TNFa, iNOS, MCP-1 und Cxcl2. Die basale Expression von IL-18 und FOS
wurde stark vermindert, wohingegen die Gene COX-2, IL-6 und Mmp9 basal nicht beeinflusst
wurden (Abb. 3.23). Keine Hemmung der Geninduktion nach SiOs NP Exposition war fiir
die Gene TNFa und COX-2 zu beobachten. Bei MCP-1, Cxcl2 und iNOS war ebenfalls kein
inhibierender Effekt auf die induzierte Gesamtmenge der jeweiligen mRNA zu beobachten.
Da jedoch die basalen Expressionslevel durch den SB-Inhibitor schon stark erhoht waren,
wurde die Induzierbarkeit durch die SiO2 NP Behandlung stark reduziert (siehe Tabelle 3.3).
Dauerhaft gehemmt werden konnte die induzierte mRNA Gesamtmenge der Gene von IL-6,
IL-18 und FOS, wobei allerdings die Induzierbarkeit durch die Partikel-Behandlung erhalten
blieb.
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Abbildung 3.23: Der SB-Inhibitor beeinflusst das Genexpressionsprofil der Makro-
phagen nach SiO, NP Exposition. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst 30 min mit
10 uM SB-Inhibitor bzw. 0,1 % DMSO vorbehandelt und dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml
12nm SiOy NP sowie fiir 6h mit jeweils 1png/ml CdO (C) und LPS (L) ohne FCS -/+10 uM
SB-Inhibitor bzw. 0,1% DMSO exponiert und mittels qRT-PCR analysiert. Dargestellt sind Gene
der proinflammatorischen Zellantwort(TNFa, IL-18, COX-2, iNOS, IL-6, Cxcl2, MCP-1, FOS,
Mmp9). Angegeben sind die Mittelwerte + s.e.m. aus 3 unabhéngigen Experimenten (* p < 0,05;
** p < 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).

Die Behandlung mit CdO fiihrte fiir alle untersuchten Gene nur zu einer geringen Aktivierung

76



3 Ergebnisse

der Genexpression, wobei der SB-Inhibitor lediglich die Geninduktion der COX-2 hemmen
konnte. Nach LPS-Behandlung wurden alle getesteten Gene stark aktiviert. Ein hemmender
Einfluss des SB-Inhibitors war dabei fiir IL-6, IL-15, FOS und Mmp9 zu beobachten. Nicht
wesentlich beeintriachtigt wurde die Aktivierung der Gene TNFqa, iNOS und COX-2. Auf-
fallig war, dass nach SB-Behandlung die LPS-induzierte Expression von MCP-1 und Cxcl2
weiter erhoht wurde, was aber auf den erhchten Basal-Level der Gene zuriickzufiihren ist
(Tabelle 3.3).

Effekte des SP-Inhibitors (Hemmung der JNK1/2 Funktion)

Nach Hemmung der JNK1/2-Funktion mittels SP-Inhibitor wurden alle untersuchten Gene
bis auf FOS basal verstarkt exprimiert (Tabelle 3.3). Die induzierte Gesamt-mRNA von
iNOS und COX-2 nach SiOy NP-Behandlung konnte durch den SP-Inhibitor nicht gehemmt
werden. Jedoch wurde aufgrund der erhohten basalen Expression die Induzierbarkeit durch

den SP-Inhibitor verringert.
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Abbildung 3.24: Der SP-Inhibitor beeinflusst das Genexpressionsprofil der Makro-
phagen nach SiO; NP Exposition. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst 30 min mit 10
uM SP-Inhibitor bzw. 0,1 % DMSO vorbehandelt, dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml 12 nm SiOs
NP sowie fiir 6h mit jeweils 1pg/ml CdO (C) und LPS (L) ohne FCS -/410 pM SP-Inhibitor
bzw. 0,1% DMSO exponiert und mittels gqRT-PCR analysiert. Dargestellt sind Gene der proin-
flammatorischen Zellantwort(TNFe«, IL-15, COX-2, iNOS, IL-6, Cxcl2, MCP-1, FOS, Mmp?9).
Angegeben sind die Mittelwerte + s.e.m. aus 3 unabhéngigen Experimenten (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).
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Bei den Genen MCP-1, Cxcl2 und FOS war eine geminderte Gen-Aktivierung durch die SiO2 NP
nach SP-Inhibitor Behandlung zu beobachten, wobei die Induktion von TNF« fast vollstandig
gehemmt werden konnte (Abb. 3.24). Im Gegensatz dazu verursachte der SP-Inhibitor eine
verstiarkte Expression der Gene IL-6 und IL-13 nach SiO2 NP Exposition. Die Behandlung mit
CdO zusammen mit SP-Inhibitor hatte lediglich auf die Expression von Mmp9 eine hemmende
Wirkung. Die schwache Induktion der restlichen proinflammatorischen Gene blieb unverandert.
Eine Reduktion der LPS induzierten Genaktivierung durch den SP-Inhibitor konnte fiir Cxcl2,
TNFa und MCP-1 beobachtet werden, wohingegen die induzierte Gesamt-mRNA von iNOS,
IL6, Mmp9, COX-2 und FOS durch den SP-Inhibitor verstiarkt wurde.
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Abbildung 3.25: Der PD-Inhibitor beeinflusst das Genexpressionsprofil der Makro-
phagen nach SiO; NP Exposition. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst 30 min mit
10 pM PD-Inhibitor bzw. 0,1 % DMSO vorbehandelt und dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml
12nm SiOy NP sowie fiir 6h mit jeweils 1 pg/ml CdO (C) und LPS (L) ohne FCS -/+10 M
PD-Inhibitor bzw. 0,1% DMSO exponiert und mittels qRT-PCR analysiert. Dargestellt sind Gene
der proinflammatorischen Zellantwort(TNFa, IL-18, COX-2, iNOS, IL-6, Cxcl2, MCP-1, FOS,
Mmp9). Angegeben sind die Mittelwerte + s.e.m. aus 3 unabhéngigen Experimenten (* p < 0,05;
** p < 0,01; ¥** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).

Effekte des PD-Inhibitors (Hemmung ERK1/2 Aktivierung)

Durch Einsatz des PD-Inhibitors konnte die Phosphorylierung von ERK1/2 vermindert werden
(Abb. 3.22). Auswirkungen auf die basalen Expressionslevels der untersuchten Gene wurden
ebenfalls kaum beobachtet (Tabelle 3.3). Nach SiO2 NP-Exposition konnte mittels PD-Inhibitor
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die Aktivierung von TNF« leicht gehemmt werden (Abb. 3.25). Eine drastischere Reduktion
bewirkte der PD-Inhibitor auf die SiO2 NP induzierte Expression von IL-13, Cxcl2, MCP-1,
COX-2 und FOS zu allen beobachteten Zeitpunkten. Die Expression von IL-6 hingegen wurde
noch verstarkt, wohingegen die Induktion der iNOS PD-unabhingig verlief.

Nach CdO-Behandlung wurde durch Hemmung der Kinase ERK1/2 die Expression der COX-2
reduziert und die Expression von IL-6 und Mmp9 verstdrkt. Der PD-Inhibitor hatte nur
eine verstarkende Wirkung auf die LPS induzierte Expression der Gene TNFa und iNOS,
wohingegen die restlichen untersuchten Gene unbeeinflusst blieben auf die Aktivierung aller

untersuchten Gene.

Zusammenfassen ldsst sich sagen, dass die MAPK-Inhibitoren eine vielfaltige Wirkung auf
das Expressionsprofil der proinflammatorischen Gene nach SiOs NP Behandlung hatten, was
sich durch bisherige Erkenntnisse der Regulation der untersuchten Gene erklaren lésst. Welche
Konsequenzen haben aber nun die Hemmung der verschiedenen Kinasen auf die Biosynthese
der untersuchten Proteine? Im néchsten Abschnitt wurden daher einige Gene auf Proteinebene

untersucht.

Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf die SiOy NP induzierte Proteinsynthese

Zur Validierung der Daten der Genexpressionsanalyse nach Partikel-Behandlung in Anwesenheit
der MAPK-Inhibitoren (SB, SP, PD) wurden zum einen intrazellulares TNFa im Zelllysat
mittels Western Blot analysiert, zum anderen die Sekretion von TNF« und IL-6 mittels ELISA
gemessen. Die RAW264.7 Makrophagen wurden wie bei der Genexpressionsanalyse mit den

Inhibitoren vorbehandelt und im Anschluss mit Partikeln exponiert.

Effekte des SB-Inhibitors

Die Behandlung mit dem SB-Inhibitor hatte keine Auswirkungen auf den basalen Proteinlevel
von intrazellularem TNFa sowie auch der sezernierten Zytokine TNFa und IL-6 (Abb. 3.26).
Nach 4h und 6 h Behandlung mit SiO2 NP konnte auch unabhéngig vom SB-Inhibitor eine
starke Produktion an intrazelluldirem TNFa detektiert werden. Die sezernierten Mengen an
TNFa und IL-6 wurden ebenfalls nicht durch den SB-Inhibitor beeinflusst, was die Daten der
Genexpressionsanalyse bestéitigt. Nach CdO-Behandlung wurde keiner der untersuchten Para-
meter aktiviert, was ebenfalls mit den Daten der Genexpression korreliert. Die Positivkontrolle
LPS hingegen verursachte eine starke Aktivierung von intrazellulirem Behandlung zeigte eine
starke Induktion inflammatorischer Mediatoren wie TNF«, welche nur leicht durch den Einsatz
des SB-Inhibitors gehemmt werden konnte. Stérker ausgepriagt war hingegen die Reduktion der
sezernierten Proteine TNFa und IL-6 nach SB-Behandlung. Diese leichte Hemmung durch den

SB-Inhibitor auf Proteinebene war auch bei der Analyse der Genexpression wiederzufinden.
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Effekte des SP-Inhibitors

Intrazellulares TNFa konnte zwar nach Behandlung mit SP-Inhibitor noch detektiert werden,
wohingegen modifiziertes TNFa nicht mehr vorhanden war. Infolgedessen war auch die gemesse-
ne Menge an sezerniertem TNF« durch SP-Behandlung drastisch reduziert worden. Auch dieses
Ergebnis korrelierte mit den Daten der Genexpressionsstudie. Der Effekt des SP-Inhibitors
auf die LPS induzierten Proteine zeigte ein dhnliches Bild. Hier war der Proteinlevel von
intrazellularem TNF« nur gering erniedrigt und eine leichte Verringerung der freigesetzten
Proteine TNFa und IL-6 konnte im ELISA gemessen werden. Diese Daten korrelierten ebenfalls

mit der Genexpression.
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Abbildung 3.26: Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf die SiO; NP induzierte Prote-
insynthese. Die RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst 30 min mit 10 uM MAPK-Inhibitor
(SB, SP, PD) bzw. 0,1 % DMSO vorbehandelt und dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml 12nm SiOs
NP und mit jeweils 1 pg/ml CdO (C) bzw. LPS (L) in Medium ohne FCS -/+10 pM Inhibitor (SB,
SP, PD) bzw. 0,1% DMSO exponiert. A) Die Zelllysate wurden im Western Blot mit spezifischen
Antikorpern auf die Aktivierung von intrazellularem TNF«a untersucht. Als Ladekontrolle fiir
gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde PCNA verwendet. Die Kulturiibersténde wurden quan-
titativ auf die Freisetzung von B) TNFa und C) IL-6 analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte +
s.e.m. aus vier unabhéngigen Experimenten (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich
zur Kontrolle).
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Effekte des PD-Inhibitors

Nach SiO2 NP Exposition mit dem PD-Inhibitor konnte eine verminderte Bildung und Modifi-
zierung von intrazellulirem TNFa (Abb. 3.26 -A) sowie sezerniertem TNF«a (Abb. 3.26 -B)
detektiert werden, was zum einen die Daten der Genexpression bestatigt, zum anderen aber
noch auf zusétzliche Funktionen von ERK1/2 bei der Sezernierung von TNF« schliefen lésst.
PD hatte keine Effekte auf die LPS induzierte Genaktivierung und Proteinsynthese, was sich
auf die schwache Hemmung der LPS-induzierten ERK-Phosphorylierung zuriickfiithren lésst
(Abschnitt 3.6.2).

Es konnte demnach gezeigt werden, dass die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse nach

Behandlung mit den MAPK-Inhibitoren auf Proteinebene validiert werden konnten.
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3.7 Etablierung eines Mikroskopie-basierten
Hochdurchsatz-Verfahrens (HTC) zur genaueren

Untersuchung der Zelltod-Mechanismen

In den vorangegangenen Abschnitten wurden bereits die vielfialtigen Effekte der Behandlung
von Makrophagen mit SiOy NP auf Gen- und Proteinebene erlautert. Es wurde auch versucht,
unter Zuhilfenahme von verschiedenen Inhibitoren die genaueren Zusammenhénge der akti-
vierten Signalmechanismen aufzukldren. Die Konsequenzen der Behandlung fiir die Zellen
wurden bislang nur {iber colorimetrische Zytotoxizitats-Assays (LDH, WST-1) erfasst, wobei
die gemessenen Indikatoren fiir Zelltod (Membran-Permeabilitiat, metabolische Aktivitét) sich
auf die gesamte Zellpopulation beziehen. Um nun aber ein genaueres Bild iiber die zelluldren
Konsequenzen zu erhalten und mdoglichst viele Parameter in kurzer Zeit mit wenig Aufwand zu
analysieren, wurde ein automatisiertes, Fluoreszenz-Mikroskopie basiertes Screening-Verfahren
entwickelt. Hier werden die Zellen zunéchst im 96-well Format mit den zu untersuchenden
Substanzen (Chemikalien, Partikel) exponiert, dann entweder lebend oder fixiert mit spezifi-
schen Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt und iiber ein automatisiertes Fluoreszenzmikroskop die
Bildakquisition durchgefiihrt. Die sich anschliefsende quantitative Auswertung der Bilddaten

erfolgt ebenfalls automatisiert mithilfe der Scan®Software.

Vorteile dieser Fluoreszenz-Mikroskopie basierten Screening-Methode liegen in ihrer Schnel-
ligkeit und Effizienz. Uber die Lebend-Anfirbung der Zellen mit Hoechst und PI kénnen
in einem Versuch Aussagen iiber die Zellzahl, die Vitalitat der Zellen, die Art des Zelltods
(Apoptose, Nekrose) sowie morphologische Verdnderungen auf Einzelzellebene getroffen werden.
Fiir die Versuche wurden 96-well Platten verwendet, wodurch auch ein hoher Durchsatz an
verschiedenen Behandlungen (High-throughput) mit z.B. verschiedenen Nanopartikeln oder
Inhibitoren erzielt wird. Uber die Fluoreszenzmikroskopie wird ein hoher Informationsgehalt
(High-content) generiert, so dass eine Vielzahl verschiedener Parameter auf Einzelzellebene

analysiert werden konnen.

Die genaue Durchfiihrung des Apoptose-Assays und das Auswertungsprinzip sind in Abschnitt
2.2.8 genauer erldutert. Im Folgenden werden die ausgewerteten Daten sowie exemplarische

Bilder fiir die jeweiligen Behandlungen dargestellt.

3.7.1 Apoptose-Assay mit 12 nm SiO, NP

Es konnte bereits tiber konventionelle Toxizitétsassays (LDH-und WST-1 Assay, Abschnitt
3.2) gezeigt werden, dass die Behandlung der RAW264.7 Makrophagen mit 50 pg/ml SiOy NP
(12nm) schon zu frithen Zeitpunkten (6 h) in Abwesenheit von FCS zur Freisetzung von LDH

und zu einem Riickgang der mitochondrialen Aktivitét fithrte. Eine genauere Untersuchung des
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Zelltods wurde mittels des Apoptose-Assays durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen nach der
Partikelexposition lebend mit Hoechst und PI geférbt, dann Bilder mit einem automatisierten
Fluoreszenzmikroskop aufgenommen und die Daten iiber die Scan® Software ausgewertet. In
Abb. 3.27 ist die quantitative Auswertung der Behandlung -/+10% FCS dargestellt.

Es ist deutlich zu erkennen (Abb. 3.27 -A), dass bei der Behandlung mit SiO2 NP in Medium mit
FCS die Proliferation der Zellen nur bei der hohen Dosis von 50 ng/ml und 24 h Inkubationszeit
leicht beeintréchtigt wurde, wéhrend bei der niedrigen SiO2 NP Dosis (10 pg/ml) sowie der
unbehandelten Kontrolle eine Verdreifachung der Gesamtzellzahl nach 24 h detektiert wurde.
Auch der Anteil an toten Zellen war nach Behandlung mit 50 pg/ml SiOy NP nach 24 h leicht
erhoht auf 6 %, wobei die meisten Zellen nekrotisch (PI-positiv) waren. Nach Behandlung
mit CdO wurde ebenfalls nur die Proliferation leicht beeintréchtigt, es waren aber kaum tote

Zellen zu detektieren.

Die gleiche Behandlung unter Serum-freien Bedingungen (Abb. 3.27 -B) lieferte dagegen
drastischere Ergebnisse. Die Proliferation der Kontrollzellen wurde durch den Mangel an
Serum etwas eingeschréankt, da nach 24 h Behandlung im Gegensatz zu einer Verdreifachung
in Anwesenheit von Serum nur eine Verdopplung der Gesamtzellzahl stattgefunden hatte.
Allerdings war nach 24 h auch ein groferer Anteil an toten Zellen von 9% zu beobachten. Bei
der niedrigen SiOy NP Konzentration (10 pg/ml) nahm die Gesamtzellzahl im Vergleich zur
Kontrolle nach 6 h bzw. 24 h Behandlung nur leicht auf 85 % ab, wiahrend bei 50 pg/ml eine
starke Reduktion der Gesamtzellzahl auf 42 % nach 24 h Behandlung zu beobachten war. Hier
betrug der Anteil toter Zellen bereits nach vierstiindiger Behandlung knapp 55 %, wobei davon
85 % mnekrotisch waren. Auch bei der Positivkontrolle CdO trat nach 24 h ein Riickgang der
Zellzahl auf 56 % gekoppelt mit einem Anstieg toter Zellen nach 24 h auf.

Bei der Unterteilung der toten Zellen in die einzelnen Zelltod-Arten war ein kleiner Teil
der Kontrollzellen (8 %) nach 24h PI-positiv, also durch Nekrose wahrscheinlich infolge des
Mangels an Wachstumsfaktoren geschédigt. Bei der subtoxischen SiOy NP Dosis (10 pg/ml)
nahm der Anteil an toten Zellen in allen drei Zelltod-Arten mit der Zeit zu, wobei der Hauptteil
der Zellen nach 24 h nekrotisch (22 %) war. Bei der hohen SiO2 NP Dosis (50 pg/ml) befand
sich der Hauptteil der toten Zellen bereits nach 4 h Behandlung in der Pl-positiven Fraktion
(52%). Der Anteil der nekrotischen Zellen nahm mit der Zeit noch zu sowie auch der Anteil
der Zellen (9- 14 %), die doppelt positiv (kondensiertes Chromatin & PI-positiv) waren. Die
Fraktion der Zellen, welche nur kondensiertes Chromatin aufwiesen, lag unter 5 %. Die SiOq
NP verursachten also konzentrationsabhéngig ein Absterben der Makrophagen hauptséachlich
durch nekrotische Prozesse. Bei der Positivkontrolle CdO dagegen befanden sich die toten
Zellen zunéchst in der frith-apoptotischen Phase (nach 6 h), gekennzeichnet durch kondensiertes
Chromatin, wahrend nach 24 h Behandlung 57 % der Zellen nekrotisch und nur noch 15 %

spat-apoptotisch waren.
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Abbildung 3.27: SiO; NP verursachen Serum-abhingig Nekrose. RAW264.7 Makropha-
gen wurden fiir 4, 6 und 24 h mit 10 und 50 pg/ml 12nm SiO2 NP sowie mit 1pg/ml CdO A) mit
10% FCS und B) ohne FCS behandelt, im Anschluss direkt mit Hoechst und PI geférbt, dann
Bilder mittels automatisiertem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen und iiber die Scan®-Software
ausgewertet. Dargestellt sind die Gesamtzellzahlen unterteilt in lebende und tote Zellen sowie
die prozentuale Aufteilung der toten Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in die verschiedenen
Stadien des Zelltods (PI-positiv, kondensiertes Chromatin, kondensiertes Chromatin & PI-positiv).
Die Ergebnisse sind repréasentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente,
die jeweils im Quadruplikat gemessen wurden.



3 Ergebnisse

-FCS

Kontrolle

W o . - iy i 2
“ P g AL D : - ; D
» oy 1 e "
i . 4 = ox LN . 4 .
¥ L - f > 1. 5
e il y ¥ 2 it XS F
¥ - r { | {
: % : A ¢ -

Abbildung 3.28: Mikroskopische Analyse des SiO; NP induzierten Zelltods in Ab-
hingigkeit von Serum. RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 4, 6 und 24 h mit 10 und 50 pg/ml
12nm SiOy NP sowie mit 1pg/ml CdO in Medium -/+10 % FCS behandelt und mit dem
Apoptose-Assay analysiert. Gezeigt sind exemplarische Bilder nach 6 h Behandlung (Hoechst, PI
und Hellfeld).

Exemplarisch sind hier Bilder nach 6 h Behandlung mit Partikeln mit und ohne 10 % FCS
gezeigt (Abb. 3.28). Die Kontrollzellen zeigen eine rundliche Form mit Ausldufern, einen
runden, mit Hoechst gefarbten, Kern und kein Signal im PI-Kanal. Bei den Kontrollzellen
mit 10 % FCS sind zwei Zellen zu erkennen, die sich gerade in der Mitose befunden hatten.
Nach der Behandlung mit den SiO2 NP war bei der geringen Konzentration (10 pg/ml) noch
kein grofser Unterschied der Kernfarbung im Vergleich zu den Kontrollzellen sowie auch keine
Pl-positiven Zellen zu sehen. Beim Vergleich der Hellfeldbilder von Kontrolle und Behandlung
fiel allerdings auf, dass die behandelten Zellen eine Vielzahl an Vakuolen unterschiedlicher
Grofe aufwiesen, wobei dies bei der Behandlung ohne FCS stérker ausgeprigt war (Abb. 3.28;
siche auch Abb. 3.7).

Die Bilder im Hoechst-Kanal nach Behandlung mit der hohen Dosis SiO2 NP (50 pg/ml) ohne
FCS zeigen deutlich, dass die Zellen kondensierte Kerne besaken und auch stark PI-positiv
waren. Diese Zellen hatten im Hellfeld vollstédndig ihre Form und den Kontrast verloren. Das
zugehorige PI-Signal zeigte eine Beschiddigung der Plasmamembran an. Die restlichen Zellen,

deren Hiille noch intakt zu sein schien, zeigten ebenfalls die Ausbildung der erwéhnten Vakuolen
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auf. Bei der gleichen Behandlung mit FCS wurden jedoch kaum Zellen mit kondensiertem
Chromatin bzw. Pl-positive Zellen detektiert. Allerdings war auch hier das Auftreten der
Vakuolenbildung zu beobachten.

Die Behandlung mit CdO war nur unter Serum-freien Bedingungen schédlich fiir die Makro-
phagen Zellen. Hier waren bereits Zellen mit kondensiertem Chromatin sowie mit Kernfragmen-
tierung zu erkennen, die aber alle PI-negativ waren. Im Hellfeld zeichneten sich diese Zellen
durch Abrunden und Ausbilden sogenannter apoptotic bodies aus. Die Zellen der Behandlung
mit Serum glichen den Kontrollzellen. Fiir die CdO-Behandlung in Abwesenheit von FCS
wurden also eindeutige Hinweise fiir Apoptose in den RAW264.7 Makrophagen gefunden.

Die Behandlung der RAW264.7 Makrophagen in Anwesenheit von FCS schiitzte offensichtlich
die Zellen vor dem Partikel-induzierten Zelltod und es konnten kaum tote Zellen detektiert
werden. Deshalb werden im weiteren Verlauf nur die Ergebnisse des Apoptose-Assay ohne FCS

gezeigt.

Aktivierung von Apoptose-Markern auf Proteinebene

Die Daten des Apoptose-Assays deuteten stark darauf hin, dass nach SiOs NP Behandlung
Nekrose in den RAW264.7 Makrophagen ausgeldst wurde, wohingegen die Zellen nach Be-
handlung mit CdO eher Merkmale der Apoptose aufwiesen. Deshalb wurde die Aktivierung
charakteristischer Apoptose-Marker wie der Spaltung von Caspase 3 und ihres Zielproteins
PARP-1 auf Proteinebene getestet. Caspase 3 gehort zu den sogenannten Effektorcaspasen, die
nach Aktivierung der Caspase-Kaskade durch Spaltung aktiviert werden und so die Apoptose
einleiten. Bei der Spaltung entstehen zwei Fragmente mit einer Grofie von 17 bzw. 19 kDa,
welche iiber einen spezifischen Antikorper im Western Blot detektiert werden konnen. Ein
Zielprotein der Caspase 3 ist PARP-1, ein DNA-bindendes Zinkfinger-Protein, dessen Aufga-
benbereich die DNA-Reparatur, Replikation und Funktionen bei der Apoptose umfasst. Durch
Spaltung entstehen auch hier zwei Fragmente mit einer Grofte von 89 und 24 kDa, welche
ebenfalls mittels Western Blot detektiert werden konnen.

Zu diesem Zweck wurden RAW264.7 Makrophagen fiir 2, 4 und 6 h konzentrationsabhéngig
mit SiO2 NP ohne FCS behandelt und im Western Blot auf die Spaltung von Caspase 3 und
ihres Substrates PARP-1 untersucht. CdO und LPS wurden als Positivkontrollen verwendet.

Es ist deutlich zu erkennen (Abb. 3.29), dass bereits nach 4 h Behandlung bei der Positiv-
kontrolle CdO die Spaltprodukte von Caspase 3 mit entsprechender Spaltung des Substrats
PARP-1 detektiert werden konnten. Bei 6 h Behandlung nahm die Banden-Intensitét der
Spaltprodukte weiter zu, was die Ergebnisse des Apoptose-Assays (Abb. 3.27 -B) bestétigte.
Nach Behandlung mit SiOo NP konnten ebenfalls nach 4h die Spaltprodukte von Caspase
3 und ihres Substrats PARP-1 ab einer Konzentration von 50 ng/ml detektiert werden, die

im weiteren Verlauf der Behandlung akkumulierten. Bei der mikroskopischen Auswertung
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(Abb. 3.28 -B) wurde bei der gleichen Dosis von 50 pg/ml SiOg NP jedoch gezeigt, dass nur
ein kleiner Teil der Zellen apoptotisch waren und der grofere Teil nekrotisch. Moéglicherweise
durchlaufen die Makrophagen nach Behandlung mit SiO2 NP eine spezielle Form der Nekrose,
die sogenannte Nekroptose, bei der auch Merkmale der Apoptose wie beispielsweise Spaltung
von Caspase 3 und PARP-1 auftreten kénnen (siehe auch Abschnitt 1.4.3).

SiO, E L SiO, E L SiO, C L
[ug/ml] 0 5 10 50 100 1 1 0 5 10 50100 1 1 0 5 10 50 100 1 1
Caspase3[L . _ ' g
Cleavage ’**F ?'- ———
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Abbildung 3.29: SiO; NP verursachen zeit- und konzentrationsabhingig eine Spal-
tung von Caspase 3 und PARP-1 in Makrophagen. Die RAW264.7 Makrophagen wurden
konzentrationsabhéngig (1, 5, 10, 50, 100 pg/ml) mit 12nm SiOs NP sowie mit jeweils 1 ng/ml
CdO (C) bzw. LPS (L)in Medium ohne FCS fiir 2, 4 und 6 h behandelt und anschliefend die Zell-
lysate im Western Blot mit spezifischen Antikérpern auf die Spaltung von Caspase 3 und PARP-1,
gekennzeichnet durch (*), analysiert. Als Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen
wurde Lamin B verwendet.

3.7.2 Apoptose-Assay - Einfluss des pan-Caspase-Inhibitors ZVAD-fmk

Bei den Untersuchungen zur Art des Zelltods der RAW264.7 Makrophagen nach SiOs NP
Exposition wurden sowohl Merkmale der Apoptose (Caspase 3 - und PARP-1 Spaltung) als auch
der Nekrose (PI-Féarbung, morphologische Verédnderungen der Zellen) gefunden. Zur weiteren
Kldrung wurde der pan-Caspase Inhibitor ZVAD-fmk (Carbobenzoxy-Valyl-Alanyl-Aspartyl-
(O-methyl)-Fluoromethylketon) eingesetzt. Dieser synthetische, zellpermeable Inhibitor bindet
als Pseudosubstrat irreversibel an die katalytische Untereinheit der Caspasen und inhibiert so
deren Protease-Funktion (Ekert et al., 1999). Als Konsequenz wird also die Aktivierung der
Apoptose verhindert und die Zellen sterben tiber Nekrose (Vandenabeele et al., 2006).

Zunéchst wurden die Zellen fiir 30 min mit 50 uM ZVAD bzw. 0.1 % DMSO vorbehandelt und
anschliefend mit SiOg NP sowie CdO in An- bzw. Abwesenheit des Inhibitors exponiert. Nach
Beendigung der Behandlung wurde der Apoptose-Assay durchgefiihrt und die aufgenommenen
Fluoreszenzbilder Software-gestiitzt analysiert. Die quantitative Auswertung ist in Abb. 3.30

-A & -B zu sehen sowie exemplarische Bilder nach 6-stiindiger Behandlung in Abb. 3.30 -C.

Der Einsatz von ZVAD-fmk hatte keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Kon-
trollzellen (Abb. 3.30 -A). Sowohl bei den DMSO- als auch ZVAD-behandelten Kontrollen
wurde eine Verdopplung der Gesamtzellzahl nach 24h Behandlung beobachtet, wobei der
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Abbildung 3.30: Der pan-Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk hatte keinen Einfluss auf den
SiO2 NP induzierten Zelltod. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min mit 0.1 %
DMSO bzw. 50 uM ZVAD-fmk vorbehandelt, dann fiir 4, 6 und 24h mit 10 und 50 pg/ml mit
12nm SiOg NP sowie mit 1pg/ml CdO -/+50 pM ZVAD-fmk ohne FCS behandelt und im
Anschluss direkt mit Hoechst und PI gefarbt. Die Bildakquisition erfolgte mittels automatisiertem
Fluoreszenzmikroskop und die erhaltenen Bilder wurden mit der Scan®-Software automatisiert
ausgewertet. Dargestellt sind A) die Gesamtzellzahl unterteilt in lebende und tote Zellen sowie B)
die prozentuale Aufteilung der toten Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in die verschiedenen
Stadien des Zelltods (PI-positiv, kondensiertes Chromatin, kondensiertes Chromatin & PI-positiv).
Die Ergebnisse sind reprasentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente
und wurden jeweils im Quadruplikat gemessen. C) zeigt exemplarische Bilder der aufgenommenen
Kanéle (Hoechst, PI, Hellfeld) des Apoptose-Assays nach 6 h Behandlung ohne FCS.



3 Ergebnisse

Anteil der toten Zellen nach 24 h bei ca. 10 % lag. Wie schon in Abb. 3.27 -B gezeigt, blieb
die Gesamtzellzahl nach Behandlung mit 10 pg/ml SiO2 NP konstant, wéhrend bei der hohen
Dosis von 50 ng/ml eine starke Abnahme der Gesamtzellzahl mit zunehmender Anzahl toter
Zellen zu beobachten war. ZVAD-fmk hatte dabei keinen Einfluss auf die SiOy NP verursachten
Effekte. Gleiches galt auch fiir die Behandlung mit CdO, bei der die Gesamtzellzahl erst nach
24 h auf 70 % absank. Die Aufteilung der toten Zellen in die einzelnen Phasen des Zelltods
(Abb. 3.30 -B) nach Behandlung mit SiOg NP bzw. mit CdO wurde durch die Anwesenheit des
Inhibitors ZVAD nicht beeinflusst. Nach SiOs NP Behandlung zeigte der Hauptteil der Zellen
bereits zu frithen Zeitpunkten nekrotische Merkmale auf, wohingegen bei der CdO-Behandlung
sich die Mehrheit in der spat-apoptotischen Phase zu befinden schien.

Auffallend war jedoch, dass bei der SiOy NP Behandlung mit 0.1 % DMSO bereits frith (4h)
10 % doppelt-positive Zellen detektiert werden konnten, deren Anteil dann auf 20 % im weiteren
zeitlichen Verlauf zunahm. Im Vergleich dazu waren bei der Behandlung ohne DMSO (Abb.
3.27 -B) nach 4h weniger als 2% der toten Zellen doppelt-positiv. Ahnliches war auch bei
der CdO-Behandlung mit und ohne DMSO zu beobachten. Hier verschob sich die Verteilung
der Zellen von nekrotischer zu spéat-apoptotischer Phase nach Exposition mit DMSO. Nach
24h Behandlung sank der Anteil an nekrotischen Zellen von 57 % (ohne DMSO) auf 15 %
(mit DMSO), wohingegen die Anzahl spét-apoptotischer Zellen von 14 % (ohne DMSO) auf
30% (mit DMSO) zunahm. DMSO scheint also einen Einfluss auf das Absterbe-Verhalten
der Makrophagen nach Partikelexposition zu haben. Dies lasst sich moglicherweise durch die

Bindung des DMSO an die Partikel und so verdnderten Partikel-Zellinteraktionen erkléren.

Auch auf den Bildern nach 6-stiindiger Behandlung (Abb. 3.30 -C) ist zu erkennen, dass die
Anwesenheit des Inhibitors ZVAD-fmk keinen Einfluss auf die Partikel-induzierten Verénde-
rungen der Zellen hatte. Bei der niedrigen SiO2 NP Dosis (10 pg/ml) war bei der Kernfarbung
kein Unterschied zu den Kontrollzellen mit und ohne Inhibitor zu beobachten und es konnten
auch keine PI-positiven Zellen detektiert werden. Ebenso blieb die Ausbildung der Vakuolen
nach SiOy NP unbeeinflusst von ZVAD. Bei der hohen Dosis waren sowohl mit als auch
ohne Inhibitor vermehrt Zellen mit kondensiertem Chromatin und positiver PI-Farbung zu
beobachten. In beiden Féllen verloren diese Zellen im Hellfeld ihre Form und den Kontrast,
wahrend bei noch intakten Zellen die Vakuolenbildung deutlich zu sehen war. Nach Behandlung
mit CdO waren nach 6h nur sehr wenige frith-apoptotische Zellen erkennbar, so dass eine

Wirkung von ZVAD zu diesem Zeitpunkt nicht erkennbar war.

Nachweis der Apopotose-Marker Caspase 3 - und PARP-1 Spaltung nach
ZVAD-Behandlung

Der Einfluss von ZVAD auf die Hemmung der Caspase-Aktivitéit sollte nun auch auf Protein-
Ebene durchgefiihrt werden. Dazu wurden die RAW264.7 Makrophagen fiir 30 min mit 0.1 %
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DMSO bzw. 50 uM ZVAD-fmk vorbehandelt und im Anschluss fiir 2, 4, 6 h mit 50 pg/ml SiO,
NP behandelt. CdO und LPS wurden als Positivkontrollen (1 pg/ml) verwendet.

Es ist zu erkennen (Abb. 3.31), dass durch ZVAD die CdO-vermittelte Spaltung von Caspase-3
sowie deren Substrat PARP-1 gehemmt wurde. Keinen Einfluss dagegen schien ZVAD auf die
Behandlung mit SiOo NP gehabt zu haben. Hier konnten keine Spaltprodukte von Caspase-3
oder PARP-1 detektiert werden, was auch zu den Daten des Apoptose-Assays (Abb. 3.30)

passt.
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Abbildung 3.31: ZVAD-fmk hat keinen Einfluss auf die Caspase 3- und PARP-1
Spaltung nach SiO; NP Exposition. Die RAW264.7 Makrophagen wurden 30 min mit 50
uM ZVAD-fmk bzw. 0.1 % DMSO vorbehandelt und dann fiir 2, 4 und 6h mit 50 pg/ml 12nm
Si02 NP und 6h mit jeweils pg/ml CdO und LPS -/+50 pM ZVAD-fmk in Medium ohne FCS
behandelt. Anschliefend wurden die Zelllysate im Western Blot mit spezifischen Antikérpern auf
die Spaltung von Caspase 3 und PARP-1, gekennzeichnet durch (*), analysiert. Als Ladekontrolle
fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde Lamin B verwendet.

Neben den Apoptose-Markern Caspase-3 und PARP-1 Spaltung wurde auch noch die Akti-
vierung des MAPK-Signalwegs (Anhang, Abb. A.3) sowie von TNFa (Anhang, Abb. A.4)
mittels Western Blot analysiert. ZVAD konnte weder die Phosphorylierung der MAP-Kinasen
p38, JNK1/2 und ERK1/2 noch der MAPK-Substrate MK2 und cJun hemmen. Zusétzlich
wurde auch die Produktion von intrazellulirem TNF« nach SiOy NP bzw. CdO Behandlung
nicht durch ZVAD beeintréichtigt. Die Menge an freigesetztem TNFa (Anhang, Abb. A4 -B)
konnte allerdings durch den Inhibitor sowohl fiir die SiO2 NP als auch LPS-behandelten Zellen
reduziert werden. Dies ldsst sich moglicherweise durch off-target Effekte des Inhibitors bei
hohen Konzentrationen (> 50 uM) erkléren, da auch eine Bindung an Cystein-Reste anderer

Proteine moglich ist (Kroemer et al., 2008).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der pan-Caspase Inhibitor ZVAD-fmk weder das
SiO9 NP induzierte Absterben der Makrophagen durch Nekrose verhindern konnte, noch hatte
er einen Einfluss auf die Aktivierung des MAP-Kinase Signalwegs. Lediglich die Freisetzung

von TNFa konnte gehemmt werden.
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3.7.3 Apoptose-Assay - Hemmung von oxidativem Stress mittels NAC

In Abschnitt 3.6.1 konnte bereits gezeigt werden, dass einige SiO2 NP induzierte Effekte wie
die Induktion der Genexpression von HO-1, COX-2 und MCP-1 durch das Antioxidanz NAC
reduziert werden konnten, was auf eine Beteiligung von oxidativem Stress schliefsen lasst. Es
sollte nun durch Einsatz von NAC gepriift werden, ob oxidativer Stress als Ursache fiir den
SiO2 NP-induzierten Zelltod in Frage kommt.

Daher wurde die Auswirkung von NAC auf das Uberleben der Makrophagen nach SiO,
NP Exposition getestet. Hierzu wurden die RAW264.7 Zellen fiir 30 min -/+ 5 mM NAC
vorbehandelt und anschlieffend ohne FCS in An- bzw. Abwesenheit von NAC mit SiOs NP und
CdO exponiert. Nach Beendigung der Behandlung wurde der Apoptose-Assay durchgefiihrt
und die aufgenommenen Fluoreszenzbilder Software-gestiitzt analysiert. Die quantitative
Auswertung ist in Abb. 3.32 -A & -B und exemplarische Bilder nach 6-stiindiger Behandlung
in Abb. 3.32 -C zu sehen.

Das Antioxidanz selbst hatte keine Einfluss auf die Proliferation der Zellen, da bei den
Kontrollen eine Verdopplung der Gesamtzellzahl nach 24 h Behandlung erkennbar war. Die
Dosis-abhéngige Abnahme der Gesamtzellzahl bei gleichzeitigem Anstieg toter Zellen nach
SiOy NP Exposition konnte auch durch NAC-Gabe nicht gechemmt werden (Abb. 3.32 -A).
SiOs NP induzierter Zelltod wird also nicht durch oxidativen Stress auslost.

Im Gegensatz dazu konnte das Absterben der Makrophagen nach CdO-Behandlung durch
NAC verhindert werden. Dies wird auch bei der Aufteilung der toten Zellen in die einzelnen
Zelltod-Arten deutlich (Abb. 3.32 -B). Nach SiOs NP Exposition trat unabhéngig von NAC
hauptséchlich Nekrose auf. Bei der CdO-Behandlung konnten mittels NAC sowohl die Anzahl
der frith-apoptotischen Zellen nach 6 h als auch ein Grofsteil der nekrotischen Zellen nach 24 h

reduziert werden.

Die Bilder des Assays veranschaulichen nochmals die Ergebnisse der quantitativen Auswertung
(Abb. 3.32 -C). Fiir die SiO2 NP behandelten Zellen war kein Unterschied zwischen der
Behandlung mit und ohne NAC sichtbar. Im Gegensatz dazu wiesen die Zellen nach 24h
Behandlung mit NAC und CdO eine normale Kernfarbung auf und es waren wenige Zellen mit
fragmentierten Kernen oder Pl-positiver Farbung zu erkennen. Die Ausbildung von Vakuolen
nach SiOy NP Exposition blieb ebenfalls unbeeinflusst durch die Gabe von NAC.

Die Untersuchung auf den Nachweis der Apoptose-Marker zeigte lediglich fiir die Positivkontrolle
CdO eine Hemmung von Caspase 3 und PARP-1 Spaltung in Anwesenheit von NAC. Die
geringe Aktivierung nach SiO2 NP Exposition wurde durch NAC nicht beeinflusst (Anhang,
Abb. A.2.
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Abbildung 3.32: NAC hat keinen Einfluss auf den SiO; NP vermittelten Zelltod.
RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min mit 5 mM NAC vorbehandelt, dann fiir 4, 6
und 24 h mit 10 und 50 pg/ml 12nm SiO5 NP sowie mit 1 pg/ml CdO -/+5 mM NAC ohne FCS
behandelt und im Anschluss direkt mit Hoechst und PI gefarbt. Die Bildakquisition erfolgte mittels
automatisiertem Fluoreszenzmikroskop und die erhaltenen Bilder wurden mit der Scan®-Software
automatisiert ausgewertet. Dargestellt sind A) die Gesamtzellzahl unterteilt in lebende und tote
Zellen sowie B) die prozentuale Aufteilung der toten Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in die
verschiedenen Stadien des Zelltods (PI-positiv, kondensiertes Chromatin, kondensiertes Chromatin
& Pl-positiv). Die Ergebnisse sind représentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrte
Experimente und wurden jeweils im Quadruplikat gemessen. C) zeigt exemplarische Bilder der

aufgenommenen Kanile (Hoechst, PI, Hellfeld) des Apoptose-Assays nach 6 h Behandlung ohne
FCS.
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3.7.4 Apoptose-Assay - Einsatz von MAPK-Inhibitoren

In Abschnitt 3.6.2 wurde bereits ausgiebig der Einfluss der MAPK-Inhibitoren (SB, SP, PD) auf
die Induktion der proinflammatorische Genexpression nach SiOy NP Behandlung untersucht.
Es konnte die Hemmung spezifischer, von den MAPK regulierter Gene wie TNFa oder COX-2
nachgewiesen und fiir TNFa auch auf Proteinebene bestétigt werden. Welche Konsequenzen
ergaben sich nun aber fiir das Absterben der Zellen nach Behandlung mit Partikeln und
MAPK-Inhibitoren? Um dies genauer zu untersuchen, wurde das Absterbeverhalten der Zellen
nach Partikel-Behandlung in Abhéngigkeit der MAPK-Inhibitoren mit dem Apoptose-Assay
untersucht. Zunéchst wurden die Zellen fiir 30 min mit 10 uM MAPK-Inhibitor (SB, SP,
PD) bzw. 0.1 % DMSO vorbehandelt und anschlieffend mit SiOs NP sowie CdO in An-
bzw. Abwesenheit des Inhibitors exponiert. Nach Beendigung der Behandlung wurde der
Apoptose-Assay durchgefithrt und die aufgenommenen Fluoreszenzbilder Software-gestiitzt

analysiert.

Einfluss des SB-Inhibitors (Hemmung der p38-Funktion)

Die quantitative Auswertung der Behandlung mit SB-Inhibitor (Abb. 3.33) zeigte, dass
nach 24h Behandlung die Proliferation der Makrophagen durch SB allein leicht gehemmt
wurde, wobei sich allerdings der Anteil an toten Zellen im Vergleich zur Kontrolle nicht
unterschied (20 %). Die Exposition mit der niedrigen SiOy NP Dosis (10 pg/ml) zeigte ein
dghnliches Bild. Auch hier ging mit SB-Inhibitor die Gesamtzellzahl nach 24 h Behandlung trotz
gleichbleibendem Anteil toter Zellen leicht zuriick. Die detektierten toten Zellen nach 24 h
teilten sich gleichermafen in nur PI-positive, also nekrotische Zellen, sowie doppelt-positive
Zellen (kondensiertes Chromatin & PI-positiv) auf. Bei der Behandlung mit der hohen SiO,
NP Dosis konnte ebenfalls kein Einfluss des Inhibitors auf das Absterbeverhalten der Zellen
beobachtet werden. Schon zum frithen Zeitpunkt von 6h waren bereits mehr als 50 % der
Zellen nekrotisch. Die Exposition der Makrophagen mit CdO fiihrte erst nach 24 h zu einem
starken Absterben der Zellen. Wie schon in Abschnitt 3.7.2 bei der Behandlung mit ZVAD
beschrieben, war die Mehrheit der DMSO & CdO-behandelten Zellen doppelt-positiv und

befand sich demnach in der spét-apoptotischen Phase.

Anhand der Bilder des Apoptose-Assays (Abb. 3.36) wird ersichtlich, dass der SB-Inhibitor
selbst die Ausbildung von Vakuolen in den Zellen bewirkte. Die Zellen mit Vakuolen zeigten
aber ansonsten eine normale Kernfarbung auf und waren nicht Pl-geférbt. Die Behandlung
mit den SiO9 NP fiihrte ebenfalls zur Vakuolenbildung, wobei ein zusétzlicher Effekt durch die
Anwesenheit des SB-Inhibitors nicht festgestellt werden konnte. Nach 6 h Behandlung zeigten
die Zellen bei der niedrigen Dosis eine normale Kernfarbung auf, wohingegen bei der hohen
SiO9 Dosis viele Pl-positive Zellen mit teilweise kondensierten Kernen zu beobachten waren.
Die Exposition der Zellen mit CdO und SB-Inhibitor verhinderte die Ausbildung von Vakuolen
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und zeigte die schon fiir CdO-beschriebenen Apoptose-Merkmale.
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Abbildung 3.33: Der SB-Inhibitor hat keinen Einfluss auf den Zelltod nach SiO; NP
Exposition. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min mit 0.1 % DMSO bzw. 10 uM
SB-Inhibitor vorbehandelt, dann fir 4, 6 und 24 h mit 10 und 50 pg/ml 12nm SiOs NP sowie
mit 1pg/ml CdO -/+10 uM SB ohne FCS behandelt und im Anschluss direkt mit Hoechst und
PI gefarbt. Die Bildakquisition erfolgte mittels automatisiertem Fluoreszenzmikroskop und die
erhaltenen Bilder wurden iiber die Scan®-Software automatisiert ausgewertet. Dargestellt sind
A) die Gesamtzellzahl unterteilt in lebende und tote Zellen sowie B) die prozentuale Aufteilung
der toten Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in die verschiedenen Stadien des Zelltods (PI-
positiv, kondensiertes Chromatin, kondensiertes Chromatin & PI-positiv). Die Ergebnisse sind
reprasentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefithrte Experimente und wurden jeweils im
Quadruplikat gemessen.

Einfluss des SP-Inhibitors (Hemmung der JNK1/2-Funktion)

Die quantitative Auswertung des Apoptose-Assays -/+ SP-Inhibitor (Abb. 3.34) zeigte, dass
der Inhibitor selbst sich schidigend auf die Zellen auswirkte. So war zum einen die Proliferation
beeintrachtigt und zum anderen stieg der Anteil toter Zellen nach 24 h Behandlung auf knapp
50 % an. Die toxischen Effekte des Inhibitors selbst waren erst nach 24 h Behandlung zu
beobachten, da nach 6h die Kontrollzellen (Abb. 3.36) noch eine normale Kernfarbung und
kein PI-Signal aufwiesen. Die Behandlung mit den SiO9 NP ergab ein dhnliches Bild. So war
lediglich nach 24 h Behandlung mit SP-Inhibitor ein verstédrktes Absterben der Zellen fiir
beide untersuchten Konzentrationen an SiOs NP zu beobachten. Die Verteilung der toten
Zellen in die einzelnen Zelltod-Arten blieb davon jedoch unbeeinflusst. Nach Behandlung
mit der niedrigen Dosis konnten zu gleichen Teilen nekrotische und doppelt-gefarbte Zellen
(kondensiertes Chromatin & Pl-positiv) detektiert werden, wohingegen bei der hohen SiOg NP
Dosis hauptséachlich Nekrosen auftraten. Die Ausbildung von Vakuolen nach SiOs Behandlung
blieb unbeeintrichtigt durch die Inhibitor-Behandlung (Abb. 3.36). Die Anwesenheit des
SP-Inhibitors konnte auch weder den CdO-vermittelten Zelltod hemmen noch die Aufteilung

der Zellen in die einzelnen Zelltod-Arten wesentlich beeinflussen.
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Abbildung 3.34: SP-Inhibitor hat keinen Einfluss auf den Zelltod nach SiO; NP
Exposition. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min mit 0.1 % DMSO bzw. 10 pM
SP-Inhibitor vorbehandelt, dann fiir 4, 6 und 24h mit 10 und 50 pg/ml 12nm SiOs NP sowie
mit 1pg/ml CdO -/+10 uM SP ohne FCS behandelt und im Anschluss direkt mit Hoechst und
PI gefarbt. Die Bildakquisition erfolgte mittels automatisiertem Fluoreszenzmikroskop und die
erhaltenen Bilder wurden iiber die Scan®-Software automatisiert ausgewertet. Dargestellt sind
A) die Gesamtzellzahl unterteilt in lebende und tote Zellen sowie B) die prozentuale Aufteilung
der toten Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in die verschiedenen Stadien des Zelltods (PI-
positiv, kondensiertes Chromatin, kondensiertes Chromatin & PlI-positiv). Die Ergebnisse sind
reprasentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefiithrte Experimente und wurden jeweils im
Quadruplikat gemessen.

Einfluss des PD-Inhibitors (Hemmung der ERK1/2-Aktivierung)

Durch Inhibierung der ERK-Phosphorylierung mittels PD-Inhibitor wurden die Proliferation
der Kontrollzellen nicht beeinflusst. Es konnte sogar nach 24 h Behandlung die Anzahl der
toten Zellen von 15 % auf 10 % reduziert werden (Abb. 3.35). Morphologisch war auch kein
Unterschied zur DMSO-Kontrolle zu erkennen (Abb. 3.36). Nach Behandlung mit SiOy NP
konnte ebenfalls fiir beide Konzentrationen (10, 50 pg/ml) ein leichter Riickgang der toten
Zellen beobachtet werden, wobei allerdings die Verteilung der Zellen in die einzelnen Zelltod-
Phasen nicht verdndert wurde und hauptséchlich Nekrosen auftraten. Die charakteristische
Vakuolen-Ausbildung nach SiOy NP Behandlung war sowohl mit als auch ohne PD-Inhibitor zu
beobachten. Anders gestaltete sich das Ergebnis bei der Exposition mit CdO. In Anwesenheit
des Inhibitors trat ein verstarkter Zelltod (Anstieg auf 90 %) nach 24 h auf, wobei fast 50 %
der Zellen nekrotisch waren.

Die Aktivierung der ERK1/2 hatte demnach eine schiitzende Funktion fiir die Zelle im Falle
von CdO, nicht jedoch bei den SiO2 NP, welche geringfiigig weniger toxisch fiir die Zellen in

Anwesenheit des PD-Inhibitors waren.

Es wurde bereits in Abschnitt 3.6.2 beschrieben, dass die Kinasen p38 und JNK sich gegenseitig

iiber eine sogenannte Feedback-Regulation beeinflussen. Es wurde gezeigt, dass im Falle der
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Abbildung 3.35: PD-Inhibitor hat einen leichten Einfluss auf den Zelltod nach SiO,
NP Exposition. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min mit 0.1 % DMSO bzw. 10
M PD-Inhibitor vorbehandelt, dann fir 4, 6 und 24 h mit 10 und 50 pg/ml 12nm SiOy NP sowie
mit 1pg/ml CdO -/410 pM PD ohne FCS behandelt und im Anschluss direkt mit Hoechst und
PI gefarbt. Die Bildakquisition erfolgte mittels automatisiertem Fluoreszenzmikroskop und die
erhaltenen Bilder wurden iiber die Scan®-Software automatisiert ausgewertet. Dargestellt sind
A) die Gesamtzellzahl unterteilt in lebende und tote Zellen sowie B) die prozentuale Aufteilung
der toten Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in die verschiedenen Stadien des Zelltods (PI-
positiv, kondensiertes Chromatin, kondensiertes Chromatin & PI-positiv). Die Ergebnisse sind
reprasentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefithrte Experimente und wurden jeweils im
Quadruplikat gemessen.

Behandlung mit SB-Inhibitor die Phosphorylierung der JNK1/2 sowie ihres Substrat cJun
erhoht wurde und der SP-Inhibitor seinerseits zu einer verstarkten Aktivitdt der p38 fiihrte.
Daher wurden auch Experimente mit Doppel-Inhibitor (SP & SB) bzw. Dreifachbehandlungen
(SB & SP & PD) durchgefiihrt, um mogliche redundante Funktionen auszuschalten.

Die Doppelbehandlung mit den Inhibitoren SB und SP (Anhang, Abb. A.5) konnte die toxischen
Effekte des SP-Inhibitors selbst nicht reduzieren, sondern verstéirkte noch das Absterben der
Zellen nach 24 h Behandlung. Die Aufteilung der Zellen in die einzelnen Zelltod-Phasen nach
Behandlung mit SiOs NP wurde nicht beeintrachtigt, wobei nach 24 h Exposition mit CdO und
den beiden Inhibitoren mehr tote Zellen detektiert wurden, die hauptsichlich doppelt-positiv
geféarbt, also spat-apoptotisch, waren. Im Zusammenspiel aller drei Inhibitoren (Anhang, Abb.
A.6) wurden die toxischen Effekte nach SiOy NP Behandlung weiter verstérkt, ohne aber das
Absterbeverhalten der Zellen mittels Nekrose zu beeinflussen. Auffillig war auch, dass die
durch den SB-Inhibitor verursachte Vakuolenbildung auch noch bei der Doppel-bzw. Dreifach-
Inhibitor Behandlung zu beobachten war. Die gleichzeitige Hemmung von zwei bzw. allen drei
MAP-Kinasen hatte also keinen Effekt auf den SiOy NP induzierten Zelltod.
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Abbildung 3.36: MAPK-Inhibitor Behandlung hatte keinen Einfluss auf den SiO; NP
induzierten Zelltod RAW264.7 Makrophagen wurden zun#chst fiir 30 min mit 0.1 % DMSO
bzw. 10 pM MAPK-Inhibitoren (SB, SP, PD) vorbehandelt, dann fiir 4, 6 und 24 h mit 10 pg/ml
und 50 pg/ml 12nm SiOy NP sowie mit 1pg/ml CdO -/+10 pM Inhibitor ohne FCS behandelt
und iiber den Apoptose-Assay analysiert. Gezeigt sind exemplarische Bilder des Apoptose-Assays
nach 6 h Behandlung (Hoechst, PT und Hellfeld).
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Einfluss der Behandlung mit MAPK-Inhibitoren auf SiO, NP induzierte
Apoptose-Marker

Neben den Untersuchungen der Auswirkungen der SiOs NP Exposition mittels Apoptose-
Assay wurde auch die Aktivierung der Apoptose-Marker Caspase 3 und PARP-1 Spaltung auf
Proteinebene analysiert (Abb. 3.37). Dazu wurden die RAW264.7 Makrophagen zunéchst fiir
30 min mit den MAPK-Inhibitoren (SB, SP, PD) bzw. mit 0.1 % DMSO vorbehandelt, dann
die Partikel-Exposition in Medium ohne FCS -/+ Inhibitor durchgefiihrt und anschliefend die
Zelllysate im Western Blot mittels spezifischer Antikérper auf die Aktivierung der Apoptose-
Marker getestet. CdO und LPS wurden hierbei als Kontrolle verwendet.

DMSO + - = = + = = = 4+ = = = 4+ = = = 4+ = = = 4 - - -
SB - + = = = 4+ = = = + = = o+ = e o - e -+ - -
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Abbildung 3.37: Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf die SiO; NP induzierte Caspase-
3 und PARP-1 Spaltung. Die RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min mit 0.1 %
DMSO bzw. 10 pM MAPK-Inhibitoren (SB, SP, PD) vorbehandelt und dann fiir 2, 4 und 6h
mit 50 pg/ml SiOy NP und fiir 6h mit jeweils 1pg/ml CdO und LPS -/410 pM Inhibitor in
Medium ohne FCS exponiert. Anschliefend wurden die Zelllysate im Western Blot mit spezifischen
Antikorpern auf die Spaltung von Caspase 3 und PARP-1, gekennzeichnet durch (*), analysiert.
Als Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde Lamin B verwendet.

Die Inhibierung von JNK1/2 sowie von ERK1/2 verursachte schon basal eine Spaltung der
Caspase 3, was im Falle des SP-Inhibitors mit den Daten des Apoptose-Assays korrelierte
(Abb. 3.34). Die beobachtete Aktivierung von Caspase 3 und ihres Substrats PARP-1 nach 4h
Exposition mit SiO2 NP wurde weder durch den SB-Inhibitor noch den PD-Inhibitor beeinflusst.
Dieses Ergebnis bestétigt auch die Daten des Apoptose-Assays. Hier kam es lediglich im Falle
des PD-Inhibitors insgesamt zu einer leichten Hemmung des Zelltods, wobei die Verteilung der
Zellen in die einzelnen Zelltod-Phasen nicht verdndert wurde. Ebenso konnte kein Unterschied
zwischen der DMSO- bzw. SP-Behandlung detektiert werden, aufler der bereits erwidhnten
basalen Aktivierung der Caspase 3 durch den SP-Inhibitor. Fiir die Behandlung mit CdO
konnten bereits im Apoptose-Assay charakteristische Merkmale des apoptotischen Zelltods
detektiert werden, was auch auf Proteinebene (Spaltung Caspase 3 und PARP-1) der Fall war.
Jedoch stieg nach Behandlung mit dem PD-Inhibitor der Anteil nekrotischer Zellen stark an,

was aber anhand des Western Blot-Ergebnisses nicht deutlich wird.
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Hier besitzt der Apoptose-Assay klare Vorteile, da zwischen den Reaktionen der einzelnen
Zellen unterschieden werden kann, wohingegen bei der Proteinanalyse mittels Western Blot

nur die Gesamtheit der Zellantwort betrachtet wird.

Mithilfe des Apoptose-Assays konnte auf einfache Weise eine Vielzahl an Informationen nach
Behandlung mit Partikeln und die Abhéngigkeit verschiedener Inhibitoren untersucht werden.
Die so gewonnenen Informationen auf Einzelzellebene lieferten dabei im Vergleich zu herkémm-
lichen Methoden (Western Blot, colorimetrische Zytotoxizitéatsassays) ein genaueres Bild tiber
das Absterbeverhalten der Zellen nach Partikel-Behandlung. Der Assay bietet allerdings noch
vielfaltige Ausbaumoglichkeiten durch den Einsatz weiterer Farbstoffe zusatzliche Parameter,
wie z.B. Verdnderungen der Mitochondrien, Endosomen oder Lysosomen sowie die Aufnahme

von markierten Partikeln, zu untersuchen.
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4 Diskussion

Die Nanotechnologie gilt als eine der Schliisseltechnologien des 21. Jahrhunderts. Die Anwen-
dungsgebiete reichen von der Automobilindustrie iiber die Kommunikationstechnik bis hin
zu Pharmazie, Kosmetik- und Lebensmitteltechnologie. Zum einen weisen Nanopartikel ein
sehr grofies Verhéltnis von Oberfliche zu Volumen auf und und zum anderen besitzen sie
im Vergleich mit dem Bulk-Material vollig neue physikalisch-chemische Eigenschaften, wie
Leitfdhigkeit, Farbe, Lichtabsorption oder chemische Leitfahigkeit.

Eingesetzt werden synthetisch hergestellte Siliziumdioxid-Nanopartikel vor allem in Farben,
Lacken und Klebstoffen zur Verbesserung der Fliefleigenschaften, aber auch als Zusatzstoff in
der Lebensmitteltechnologie sowie in pharmazeutischen und kosmetischen Produkten. Neuarti-
ge Si09 -Komposit NP bzw. mesopordse Nanopartikel werden in der Medizin zu diagnostischen
und therapeutischen Zwecken entwickelt, um beispielsweise gezielt Medikamente wie Che-
motherapeutika zu ihrem Wirkungsort zu transportieren und dort freizusetzen (Coti et al.,
2009). SiOy NP werden in grofen Mengen bereits seit den 50er Jahren produziert und gelten
als schwach pathogen. Es wurde jedoch schon gezeigt, dass die Inhalation von SiOg NP eine
transiente Entziindungsreaktion in Ratten (Arts et al., 2007) und in Mausen (Cho et al., 2007)
zur Folge hatte. In vitro in Zellkultursystemen konnten fiir die verschiedensten Zelltypen
(Makrophagen, Lungenepithelzellen, Darmzellen) toxische Effekte sowie auch Entziindungsre-
aktionen gezeigt werden (Park et al., 2009; Lison et al., 2008; Gerloff et al., 2009).

Bislang wird das Risikopotential neuer, industriell hergestellter Nanopartikel nach Inhalation
fast ausschlieflich in Tierversuchen durch Inhalation bzw. Instillation der Testsubstanzen
ermittelt. Die Verwendung von in vitro Messungen direkt an der Partikelquelle wird ange-
strebt, jedoch erschweren bzw. verhindern die héufig sehr geringen Partikelkonzentrationen die

Messung der biologischen Effekte.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus der zelluldren Antwort nach Exposition mit
Nanopartikeln auf zelluldrer und molekularer Ebene aufzuklaren. Als Modellsystem fiir die
Untersuchungen wurden Makrophagen verwendet, da diese zusammen mit den Epithelzellen
nach Inhalation als erste mit den Partikeln in Kontakt kommen und fiir das Entfernen
von Fremdpartikeln bzw. der Vermittlung einer Entziindungsreaktion zusténdig sind. Es
bestehen verschiedene Hypothesen, um die Toxizitdt von Nanopartikeln zu erkldren. Eine
der Haupttheorien postuliert das Auslésen von oxidativem Stress durch die Partikel, so dass

zunéchst bei niedrigen Stressleveln die anti-oxidative Zellantwort aktiviert wird und erst
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bei hohem Stresslevel eine Entziindungsreaktion auftritt bzw. der Zelltod eintreten kann
(Nel et al., 2006). Wichtige Vermittler dieser Signalwege sind dabei die MAP-Kinasen sowie
die redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren AP-1 und Nrf2. In diesem Zusammenhang sollte
geklart werden, wie die Aktivierung der Signalwege erfolgt und welche Konsequenzen dies
fiir die Zelle hinsichtlich verédnderter Genexpressionsmuster und beziiglich des Zelltods hat.
Desweiteren sollten die Ergebnisse dieser Studie in die Weiterentwicklung eines existierenden in

vitro Testsystem fiir die Bewertung des toxikologischen Potentials von Aerosolen einfliefsen.

4.1 Eigenschaften der untersuchten SiO; NP

Nanopartikel besitzen im Vergleich zum &quivalenten Bulk Material ein sehr groftes Verhéltnis
von Oberflaiche zu Volumen, so dass sich vollig neue physikalisch-chemische Eigenschaften er-
geben. Eine genaue Charakterisierung der verwendeten Nanopartikel speziell in Submerskultur
ist essentiell, da erwiesenermafen die Partikel in wéssrigen Systemen mit vorhandenen Kom-
ponenten, wie beispielsweise Salze, Aminoséduren, Proteine, interagieren, was zu verdnderten
Partikel-Eigenschaften fithren kann. Uber die so gebildete Proteinkorona kénnen die Effekte
auf zelluldrer und molekularer Ebene, wie Aufnahme, Interaktion mit Rezeptoren, Aktivierung

von Signalwegen verandert werden (Nel et al., 2009).

Bei den untersuchten SiOs NP handelte es sich um kommerziell erhéltliche, iiber die Flamm-
synthese generierte Nanopartikel. Laut Herstellerangaben besitzen sie eine grofse spezifische
Oberflache und eine nominale Partikel-Grofse von 12 nm bzw. 40 nm. Die TEM-Analyse hatte
ergeben, dass die einzelnen Partikel zwar eine runde Morphologie aufwiesen, aber als Agglome-
rate bzw. Aggregate im Grofsenbereich von {iber 100 nm vorlagen. Ob die Partikel bereits in
ihrer Pulverform aggregiert, d.h. miteinander verschmolzen waren oder sich erst in wéssriger
Losung zusammengelagert hatten, konnte mit den zur Verfiigung stehenden Methoden nicht
nachgewiesen werden. Die Messungen in wassriger Losung ergaben ein negatives Zetapotential
der Nanopartikel, was wahrscheinlich durch Deprotonierung der Silanolgruppen zustande kam.
Die Oberflichenladung hat einen Einfluss auf die Anlagerung von geladenen Teilchen, wie
beispielsweise Proteine oder Salz-lonen, und kann so die Gréfse und Agglomeration der Partikel
und moglicherweise auch die Interaktion mit Zelloberflichen beeinflussen (Nel et al., 2009).
Beispielsweise werden positiv geladene Polymer-Nanopartikel besser aufgenommen als solche
mit negativer Oberflichenladung (Mailander & Landfester, 2009).

Ein Anstieg der Partikel-Agglomeration in Zellkulturmedien (DMEM, DMEM mit Serum)
konnte mittels DLS-Messung festgestellt werden. Bei den 12 nm Partikeln wurde die Agglo-
meration durch FCS noch verstiarkt, wohingegen FCS bei den 40 nm Partikeln gegenteiliges
bewirkte. Normalerweise haben Proteine aufgrund sterischer Behinderungen eine deagglome-

rierende Wirkung auf Partikelsuspensionen, was auch schon fiir TiOg, ZnO und Platin NP
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gezeigt werden konnte (Xia et al., 2008; Pelka et al., 2009). Der gegenteilige Effekt wurde
aber auch schon fiir Gold NP beschrieben (Zhang et al., 2009). In vergleichenden Studien mit
SiO9, TiO2 und ZnO NP konnte die Bindung von Albumin sowie auch von Apolipoprotein E,
Transferrin oder GM-CSF an NP nachgewiesen werden. Fiir diese Proteine existieren spezielle
Oberflachenrezeptoren, iiber die Aufnahme bzw. Signalwege aktiviert werden konnen (Deng et
al., 2009).

4.2 Toxizitat der SiO; Nanopartikel

Die SiO2 NP zeigten im Vergleich mit TiOg und CB14 NP die stirksten toxischen Effekte nach
24 h Exposition auf, weshalb der weitere Fokus der Arbeit auf den SiOo NP lag. Verschiedene
Studien konnten bereits zeigen, dass eine Korrelation zwischen Partikel-Effekten (Toxizitét,
inflammatorische Antwort) eher mit der Partikel-Oberfliche als mit der Partikelgrofe korre-
lierten (Nabeshi et al., 2010; Waters et al., 2010). Fiir die beiden untersuchten Grofen der
SiO2 NP ergaben sich dhnliche toxische Effekte bei gleicher eingesetzter Volumenkonzentration.
Laut Herstellerangaben ist die spezifische Oberflache der 12 nm SiOg NP zwar 5-mal so grofs
wie die der 40 nm SiOs NP, aber beide Partikelsorten lagen als Agglomerate bzw. Aggregate

vor, so dass keine Riickschliisse auf oberflachenspezifische Effekte gezogen werden koénnen.

4.2.1 Die SiO, NP Toxizitdt ist serumabhangig

Es ist bekannt, dass Nanopartikel in biologischen Systemen eine Proteinkorona ausbilden und
sich dadurch verdnderte Effekte fiir die Partikel ergeben kénnen. Zu diesem Zweck wurde die
Toxizitdt der 12 nm und 40 nm SiOs NP in Abhéngigkeit von Serum zu verschiedenen Zeiten
untersucht. Toxische Effekte konnten bereits nach 6 h Exposition mit einer Konzentration von
50 pg/ml detektiert werden, wobei die Anwesenheit von FCS die Toxizitdt zwar mindern, aber
nicht vollstindig hemmen konnte. Ahnliches konnte auch in einem Kooperationsprojekt mit
der Arbeitsgruppe Marko gezeigt werden (Gehrke et al., in Revision). Durch Reduktion der
FCS-Konzentration in Kulturmedium von 10 % auf 1 % waren sowohl fiir HT29 als auch fiir
Ab549 Zellen erhohte toxische Effekte der 12 nm und 40 nm SiOs NP zu beobachten, welche
eher durch Interaktion mit zelluldren Signalwegen als durch oxidativen Stress erklart werden
konnten. Die Ausbildung der Proteinkorona kénnte zum einen reaktive Oberflachengruppen
maskiert haben, zum anderen aber auch eine verdnderte Aufnahme oder Interaktion mit
Oberflachenrezeptoren bewirkt haben. Worauf die Toxizitat der SiOy NP beruht, ist bislang
noch nicht vollstdndig geklart. Es bestehen aber verschiedene Erklédrungshypothesen, welche

im Folgenden vorgestellt werden.
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4.2.2 Hypothesen zur Erklarung der SiO, NP Toxizitat

Durch welche Faktoren wird die SiOy NP Toxizitat bedingt bzw. wie wird diese ausgelost?
Wichtige Eckpunkte zur Erklarung der SiOo NP Toxizitét sind zum einen die Bildung von ROS
als Ausloser fiir oxidativen Stress, die Interaktion der Nanopartikel mit Oberflichenrezeptoren
und dadurch vermittelte Aktivierung verschiedenster Signalwege, zum anderen die Aufnahme
und Lokalisation der Partikel sowie deren Fahigkeit, aus zelluliren Membran-umschlossenen
Kompartimenten ins Zytoplasma zu gelangen.

Die Bildung von extra- oder intrazelluliren ROS kann in der Zelle oxidativen Stress auslosen,
was zur Aktivierung verschiedenster Signalwege fiihrt. Die Hypothese von Nel (Nel et al.,2006)
besagt, dass bei niedrigem Stresslevel zunéchst die anti-oxidative Zellantwort, bestehend aus
anti-oxidativ wirkenden und entgiftenden Enzymen, angeschaltet wird. Bei hohem oxidativen
Stress hingegen kommt es zu Entziindungsreaktionen und letztlich wird der Zelltod eingeleitet.
Oxidativer Stress nach Exposition mit SiOs NP sowie auch der Nachweis spezifischer Inflam-
mationsmarker konnte fiir verschiedene Zelllinien, z.B. RAW264.7 Makrophagen oder A549
Zellen, bereits nachgewiesen werden (Park et al., 2009; Lin et al., 2006). Zum Nachweis von
vorliegendem oxidativem Stress werden meist die Generierung von ROS, eine GSH-Depletion
sowie die Aktivierung der anti-oxidativen Stressantwort angefithrt. In der vorliegenden Arbeit
konnten keine ROS und nur eine schwache anti-oxidative Zellantwort gezeigt werden, was noch
gesondert diskutiert wird.

Fine weitere Erklarungshypothese zur toxischen Wirkung von Nanopartikeln allgemein ist
deren Interaktion mit Membran-Rezeptoren. So kdnnen einerseits intrazelluldre Signalwe-
ge aktiviert werden und andererseits eine Aufnahme der Partikel in die Zelle erfolgen. Die
Ausbildung der Proteinkorona um die Nanopartikel beeinflusst dabei entscheidend die bio-
logische Wirksamkeit (Nel et al., 2009). Interessante Kandidaten fiir die Interaktion von
Nanopartikeln mit Oberflichenrezeptoren sind unter anderem die Scavenger-Rezeptoren (SR),
sowie auch Toll-like Rezeptoren (TLR) oder Integrine. Zu den typischen Liganden der SR
zéhlen unter anderem Bakterien, nicht-opsonisierte Partikel sowie modifizierte low-density
Lipoproteine. Eine essentielle Rolle des MARCO-Rezeptors bei der Toxizitédt von kristallinem
SiO2 in Makrophagen wurde bereits nachgewiesen (Iyer et al., 1996) und die Blockierung des
SR-AII Rezeptors mittels spezifischem Antikérper konnte in vitro die toxischen Effekte von
SiO2 hemmen (Hamilton et al., 2000). Unfried und Kollegen konnten nach Exposition von
Ratten-Lungenzellen mit Carbon Black NP eine Aktivierung des EGF-Rezeptors nachweisen,
was zur Aktivierung des MAPK-Signalwegs und JNK-vermittelter Apoptose fiihrte (Unfried et
al., 2007).

Ein anderer Wirkmechanismus wird {iber die lysosomale Ruptur beschrieben (Boya & Kromer,
2008). Nach der Aufnahme kommt es zur Anhdufung der Nanopartikeln in Lysosomen, in
denen normalerweise der enzymatische Abbau von aufgenommenen Partikeln bzw. zelleigenen
Komponenten stattfindet. Unlosliche Partikel konnen aber nicht abgebaut werden und storen

infolgedessen die Membranintegritat, so dass es schlieflich zur Ruptur der Membran und
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Freisetzung des lysosomalen Inhalts (u.a. Cathepsine, andere Hydrolasen) sowie der Partikel
ins Zytosol kommt. Freigesetzte Enzyme kénnen Caspasen aktivieren und so Apoptose iiber
den mitochondrialen Weg einleiten. Dieser Mechanismus wurde bereits fiir die Exposition
von RAW264.7 Makrophagen sowie BEAS-2B Zellen mit amino-modifizierten Polystyrol NP
beschrieben (Xia et al., 2008). Desweiteren konnte ein Zusammenhang zwischen lysosomaler
Ruptur und der Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms nach Exposition mit kristallinem SiO»
(Hornung et al., 2008) bzw. mit amorphen SiOo NP (Morishige et al., 2010) hergestellt werden.
Uber die Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms wird die Prozessierung und Sezernierung von

IL-18 , einem potenten proinflammatorischen Zytokin, vermittelt.

4.3 Aufnahme der SiO; NP in die Makrophagen

Um genauere Riickschlusse auf die méglichen Ausléser der toxischen Wirkung der SiOo NP
ziehen zu konnen, musste zunéchst geklart werden, ob die Partikel in die Makrophagen auf-
genommen werden bzw. wie sie in der Zelle vorliegen. Hierzu wurden TEM-Analysen von
NP behandelten Zellen in Abhéngigkeit von Serum durchgefiihrt, da die gebildete Proteinko-
rona einen wesentlichen Einfluss auf die Aufnahme bzw. die Interaktion mit verschiedenen
Membran-Rezeptoren haben kann. Uber die TEM-Analyse kann nicht nur die Aufnahme der
Partikel, sondern auch ihre Lokalisation in und aufserhalb der Zelle bestimmt werden. So kann
eindeutig zwischen Oberflichen-assoziierten Partikeln und solchen, welche die Zellmembran
permeirt haben, unterschieden und ihre Lokalisation im Zytosol bzw. in anderen zelluldren
Kompartimenten bestimmt werden. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die 12 nm als
auch die 40 nm SiO2 NP unabhéingig von Serum in die Makrophagen aufgenommen wurden.
Unterschiede ergaben sich allerdings in der Lokalisation der Nanopartikel in der Zelle bzw. in

der Menge der aufgenommenen Partikel.

Unter Serum-reichen Bedingungen (10 % FCS) lagen die Partikel-Ansammlungen im Zytosol
in Membran-umschlossenen Vesikeln vor. Charakteristische Membran-Einstiilpungen fiir eine
endozytotische Aufnahme konnten ebenfalls beobachtet werden, was auf eine Aufnahme der
Partikel iber Phagozytose bzw. auch Pinozytose schliefsen lasst.

Im Gegensatz dazu waren die aufgenommenen SiOy NP unter Serum-freien Bedingungen nur
im aukeren Randbereich der Zelle bzw. Membran-assoziiert vorzufinden, wobei internalisierte
Partikel-Ansammlungen meist nicht Membran-umschlossen vorlagen. Dies deutet darauf hin,
dass die Partikel iiber unterschiedliche Aufnahmewege je nach Expositionsszenario in die Zelle
gelangen. Anhand der EM-Bilder lassen sich jedoch keine weiteren Riickschliisse auf die zugrun-
deliegenden Aufnahmemechanismen treffen, da fiir genauere Aussagen weitere Untersuchungen

wie beispielsweise Inhibitor- oder siRNA-Studien bendtigt werden.
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Eine mogliche Erklarung fiir die Unterschiede bei der Serum-abhéngigen Aufnahme der
Partikel ist die Ausbildung einer Proteinkorona um die Nanopartikel, sobald diese in Kontakt
mit Protein-haltigen Fliissigkeiten kommen (Nel et al., 2009). FCS besteht grofitenteils aus
Albuminen, IgGs, Komponenten des Komplementsystems sowie Wachstumsfaktoren, welche
dann an Oberflachenrezeptoren binden und eine Aufnahme vermitteln kénnen. Zu diesen
moglichen Oberflachenrezeptoren zahlen der Mannose- (MR), der Komplement- (CR) oder der
Immunglobulin- Rezeptor (FeyR) (Dobrovolskaia et al., 2007).

Eine Studie zur Serum-abhéngigen Aufnahme von modifizierten Polystyrol-Beads (100 nm) in
humanen Makrophagen, THP-1 Monozyten und differenzierten THP-1 Zellen konnte sowohl
Serum-abhéngige als auch Zelltyp-spezifische Unterschiede bei der Aufnahme feststellen (Lunov
et al., 2011). Die humanen Makrophagen nahmen die Nanopartikel mit Serum iiber CD64-
vermittelte Phagozytose (CD64: Bestandteil Fey-Rezeptor) auf, wohingegen unter Serum-freien
Bedingungen Endozytose vermittelt tiber den Scavenger-Rezeptor, Clathrin und Dynamin
stattfand. Die Makrophagen-dhnlichen differenzierten THP-1 Zellen nahmen die NP ohne
Serum ebenfalls iiber Endozytose auf, wohingegen mit Serum Makropinozytose detektiert
wurde. Eine Beteiligung des Scavenger-Rezeptors A an der Clathrin-vermittelten Endozytose
von SiOg NP in RAW264.7 Makrophagen unter Serum-freien Bedingungen wurde auch von
einer anderen Gruppe bestétigt (Orr et al., 2010). Die Scavenger-Rezeptor A vermittelte
NP-Aufnahme korrelierte dabei mit der induzierten proinflammatorischen Zellantwort. Stayton
und Kollegen demonstrierten, dass die Abwesenheit von FCS die Aufnahme von SiOs NP in
Lungenepithelzellen stark verlangsamte (Stayton et al., 2009), und schon eine Hitzeinaktivierung
von Serum ebenfalls die NP-Aufnahme in A549 verschlechterte (Lesniak et al., 2010).

Eine mogliche Erklarung fiir die Aufnahme der SiOy NP unter Serum-freien Bedingungen ist der
Zelleintritt iiber passive Diffusion. Geiser und Kollegen demonstrierten, dass nach Exposition
von Lungenmakrophagen (aus dem Schwein) mit Nano- und Mikro-Polystyrol-Beads die NP
nicht iiber Endozytose, sondern iiber Diffusion bzw. adhésive Interaktionen aufgenommen
wurden. Die Partikel lagen nicht Membran-umschlossen im Zytosol der Zelle vor, wodurch das
toxische Potential durch den direkten Zugang zu intrazelluldren Proteinen, Organellen und
DNA wesentlich verstarkt werden konnte (Geiser et al., 2005).

Aufnahmestudien von 70 nm SiOs NP in HEP-2 Zellen konnten eine Lokalisation der NP im
Zellkern zeigen (Chen & von Mikecz, 2005), was im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen steht.
Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe an Hela-Zellen (Al-Rawi et al., 2011) und RAW264.7
Makrophagen (miindl. Aussage M. Al-Rawi) zeigten ebenfalls nur eine zytosolische Lokalisation
von internalisierten SiO2 NP in Endosomen bzw. Lysosomen und keine NP im Zellkern oder
den Mitochondrien. Ebenfalls konnten keine NP im Zellkern von Maus-Keratinozyten (Yu et
al., 1999) oder in A549 Zellen (Jin et al., 2007; Stayton et al., 2009) gefunden werden.
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4.3.1 Zusammenhang Aufnahme - Toxizitiat von SiO, NP

Unterschiede in der Aufnahme bzw. in der intrazelluldren Lokalisation der Nanopartikel kénnen
weitere Hinweise auf die Wirkweise der SiOy NP Toxizitdt geben. Die untersuchten SiOo
Nanopartikel zeigten in Abwesenheit von FCS bereits nach 6 h Exposition eine verstérkte
Toxizitat auf. Unter beiden Bedingungen wurden die Partikel in die Makrophagen aufgenom-
men, allerdings waren die Partikel ohne Serum eher Membran-assoziiert und mit Serum in
intrazelluldren Vesikeln zu finden.

Untersuchungen verschiedener Gruppen konnten zeigen, wie bereits besprochen, dass die NP
eine lysosomale Ruptur auslosen konnen, durch welche die Partikel selbst sowie auch lysosomale

Enzyme freigesetzt werden und dadurch den Zelltod einleiten konnen.

Eine weitere Erkldrung ist die Interaktion der freiliegenden Silanol-Gruppen an der Oberfliche
der Nanopartikel mit der Zellmembran und der so ausgelosten Membranolyse. Die hamolytische
Wirkung von SiO NP konnte schon in Studien mit Erythrozyten gezeigt werden (Harley &
Margolis, 1966; Slowing et al., 2009). Bereits 1966 postulierten Nash und Kollegen, dass die
Denaturierung von Proteinen in Gegenwart azider Silanolgruppen zur Membranschiadigung
und schlieflich zur Hamolyse fiihrte (Nash et al., 1966). Die Interaktion der Nanopartikel
mit, Oberflachenrezeptoren wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, allerdings ldsst die un-
terschiedliche Aufnahme der Partikel in Abhéngigkeit von Serum auch auf unterschiedliche

Wechselwirkungen mit Oberflachenrezeptoren schliefsen.

4.3.2 SiOy NP induzieren Serum-unabhidngig Vakuolenbildung

Die TEM-Analysen konnten einen weiteren Phénotyp nach SiOy NP Exposition aufzeigen.
Es wurde die Ausbildung von Doppelmembranstrukturen im Zytosol sowie von Vakuolen
verschiedener Groken beobachtet, was auch im Lichtmikroskop deutlich sichtbar war. Die
detektierten Vakuolen enthielten neben Partikel-Ansammlungen auch zellulare Strukturen,
was auf Autophagie-Prozesse hindeutet. Diese Prozesse waren sowohl mit als auch ohne Serum
fiir beide SiO9 NP Grofsen zu beobachten, wobei die Effekte ohne Serum wesentlich stérker

ausgepragt waren.

Bei der Autophagie handelt es sich um einen Schutzmechanismus der Zelle in Zeiten von
Nihrstoffmangel, um das Uberleben der Zelle zu sichern. Komponenten des Zytosols sowie
auch Organellen werden lysosomal abgebaut, um der Zelle dann wieder Nahrstoffe fiir wichtige
biologische Reaktion zur Verfliigung zu stellen. Autophagie spielt auch eine wesentliche Rolle
bei Krebs. Zum einen wird das Uberleben der Krebszellen bei Néhrstoff- und Sauerstoffmangel
in grofferen Tumoren gefordert, und zum anderen iiber verstiarkte Aktivierung der Autophagie
der Chemotherapeutika-vermittelte Zelltod umgangen (Eeskelinen, 2011).

Zunéchst kommt es bei der Autophagie zur Ausbildung von Doppelmembranstrukturen um
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Komponenten des Zytosols, wobei als Kennzeichen bei TEM-Analysen gleiche Elektronendichte
von Zytosol und Autophagosom-Inneren zu beobachten sind. Bei weiterem Fortschreiten der
Prozesse, also der Fusion mit Lysosomen bzw. Endosomen kommt es dann zum Abbau der
eingeschlossenen Komponenten erkennbar im TEM durch einen Anstieg der Elektronendichte
(Eeskelinen, 2008). Eine Interpretation der EM-Bilder ist haufig schwierig bzw. auch nicht
immer eindeutig, weshalb weitere Marker, wie beispielsweise die Prozessierung von LC3-1 zu
LC3-II auf Proteinebene oder immunhistochemisch {iber Antikérperfarbung bendtigt werden.
In der Diplomarbeit von Muna Ali (Ali, 2011) konnte nach Exposition von Makrophagen mit
monodispersen 50 nm SiOs NP ebenfalls mikroskopisch die Bildung von Vakuolen und auf
Proteinebene der Autophagosomen-Marker LC3-I1 nachgewiesen werden. Gehemmt werden
konnten beide Prozesse durch Bafilomycin, einem Inhibitor, welcher die Ansduerung der Lysoso-
men und somit deren Verschmelzung mit Autophagosomen verhindert. Neuere Studien konnten
Quantum Dot Nanopartikel als eine neue Klasse Autophagie-auslosender Substanzen identifi-
zieren (Zabirnyk et al., 2007). Gold-Nanopartikel 16sten in humanen Fibroblasten Autophagie
sowie auch oxidativen Stress aus. Es wurde postuliert, dass der Einschluss der Nanopartikel
in Autophagosomen als Schutz vor oxidativem Stress fungierte (Li et al., 2010). Desweiteren
konnte nach Exposition von A549 mit PAMAM Nanopartikeln (Starburst Polyamidoamin
Dendrimere) Autophagie iiber den Akt-mTOR-Signalweg ausgelost werden (Li et al., 2009).
Autophagie kann auch bei verstiarkter Vakuolenbildung zum Zelltod fithren (Kroemer et al.,
2008). Dieser Aspekt wird im Zusammenhang mit dem SiOy NP verursachten Zelltod gesondert
diskutiert.

In Abb. 4.1 sind die Serum-abhéngigen Effekte beziiglich Aufnahme und Toxizitdt der SiOo
NP bei einer Konzentration von 50 pg/ml in den RAW264.7 Makrophagen zusammengefasst
dargestellt. In Anwesenheit von Serum wurden die SiO2 NP in die Zellen aufgenommen, was
iiber Phagozytose bzw. Pinozytose erfolgte. Intrazellular waren die Partikel hauptséchlich in
Membran-umschlossenen Vesikeln aber auch nicht Membran-umschlossen im Zytosol lokalisiert.
Im Gegensatz dazu wurden die Partikel in Abwesenheit von FCS schlechter aufgenommen
und waren eher mit der Plasmamembran assoziiert bzw. lagen intrazellular nicht Membran-
umschlossen vor. Es wurden keine Partikel in den Mitochondrien oder im Zellkern (rote Kreuze)
detektiert. Unabhéngig von Serum konnten in beiden Fallen charakteristische Merkmale der
Autophagie tiber die Ausbildung von Vakuolen nachgewiesen werden, wobei die Intensitit der
Vakuolenbildung in Abwesenheit von FCS wesentlich verstérkt war. Dies bedarf allerdings noch
genauerer Untersuchungen, insbesondere die Klarung der Regulation der Autophagie-Prozesse

sowie der Zusammenhang zwischen Autophagie und NP-induziertem Zelltod.
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Abbildung 4.1: Zusammenfassung der Serum-abhingigen Effekte der SiO, NP auf
die RAW264.7 Makrophagen Zusammengefasst sind die serumabhéngigen Effekte (Aufnahme,
Vakuolenbildung, Toxizitét) nach Exposition von RAW264.7 Makrophagen mit SiO2 NP (50 ng/ml)
dargestellt. Ndhere Erlduterungen siehe Text.

4.4 Aktivierte Signalwege nach SiO; NP Exposition

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag hauptsdchlich auf der Nanopartikel vermittelten Akti-
vierung verschiedener Signalwege bzw. der Uberpriifung der oxidativen Stress Hypothese. Zu
diesem Zweck wurden alle mechanistischen Studien mit den 12 nm SiO NP unter Serum-freien
Bedingungen durchgefiihrt, da zum einen die beobachteten Effekte durch die Abwesenheit von
FCS verstarkt wurden und zum anderen dieses Expositionsszenario die Verhéltnisse in der
Lunge am ehesten widerspiegelt. CdO und LPS wurden bei den mechanistischen Studien als
Positivkontrollen fiir oxidativen Stress bzw. Inflammation eingesetzt.

Das Auslosen von oxidativem Stress gilt als eine der Hypothesen zur Erklarung der Na-
nopartikel Toxizitdt. Die so generierten ROS koénnen dabei entweder als second messenger
verschiedene Signalwege aktivieren und Genexpression induzieren oder aber auch zum Zelltod
fithren. Das von Nel et al. postulierte hierarchische Prinzip geht dabei bei geringem Stress von
einer anti-oxidativen Stressantwort aus, was dann bei hohem Stress zu Entzlindungsreaktionen
und letztlich zum Zelltod fiihrt (Nel et al., 2006). Die am meisten in diesem Zusammenhang
untersuchten Signalwege sind dabei die redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren AP-1, Nrf2 und
NF-kB. Der Fokus der Arbeit wurde deshalb auf die anti-oxidative und die proinflammatorische

Zellantwort nach SiOs NP Exposition gelegt.
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4.4.1 Anti-Oxidative Stressantwort nach SiO, NP Exposition

Nach Exposition der Makrophagen mit den SiO2 NP konnte keine verstarkte ROS-Bildung
beobachtet werden und eine Aktivierung bzw. Stabilisierung des Transkriptionsfaktors Nrf2
war nur schwach zu detektieren. Die mRNA-Level der untersuchten Nrf2-Zielgene waren nach
Behandlung mit SiOs NP nur leicht erhoht fiir HO-1 und yGCL-C, wohingegen die NQO1
Genexpression nicht induziert wurde. Erhéhte HO-1 Proteinlevel konnten ebenfalls kaum
detektiert werden. Dies zusammengenommen zeigt, dass die SiO2 NP induzierte anti-oxidative
Zellantwort sehr schwach ausfiel. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Untersuchungen
anderer Gruppen, die nachweislich durch SiOs NP ausgelosten oxidativen Stress zeigten.
Vergleichende Untersuchungen von Park und Kollegen in vivo in Mausen sowie auch n
vitro in Makrophagen zeigten nach Exposition mit 12nm SiO2 NP sowohl ROS-Bildung und
erniedrigte GSH-Level als auch eine Entziindungsreaktion, die durch erh6hte mRNA-Level
proinflammatorischer Gene (TNFa«, IL-15, IL-6) und erhéhte Zytokin-Level von TNF« und
IL-18 im Blut nachgewiesen wurde. Auch in anderen Zelllinien konnte SiOy NP induzierter
oxidativer Stress demonstriert werden. So wurde nach Exposition von humanen Keratinozyten
mit 12nm SiO2 NP reduzierte GSH-Levels gefunden, wobei keine ROS detektiert wurden (Yu et
al., 2009) und in BEAS-2B war neben der ROS-Bildung und erniedrigten GSH-Level ein ERK-
vermittelte Aktivierung von Nrf2 beobachtet worden (Eom et al., 2009). Aufierdem konnten in
Caco-2 Zellen oxidative DNA-Schéden sowie auch eine GSH-Depletion nach Exposition mit
SiO2 NP festgestellt werden (Gerloff et al., 2009).

Die Generierung von ROS alleine ist also noch kein eindeutiges Indiz fiir oxidativen Stress, da
der standardméfig eingesetzte DCF-Assay nicht alle moglichen generierten ROS nachweisen
kann. Vielmehr ist auch die Aktivierung entsprechender Signalwege wichtig. Die eigenen Daten
deuten jedoch darauf hin, dass ROS sowie auch die beobachtete schwache anti-oxidative Antwort
eine nebensichliche Rolle bei den SiOy NP induzierten Effekten in den Maus-Makrophagen

spielten.

4.4.2 Aktivierung des MAPK-Signalwegs nach SiO, NP Exposition

Eine Aktivierung der MAP-Kinasen p38, JNK1/2 und ERK1/2 nach SiOy NP Exposition
konnte sowohl zeit- als auch konzentrationsabhéngig nachgewiesen werden. Die effektive Dosis
von 50 ng/ml SiOy NP (12nm) zeigte bereits nach 2h eine Phosphorylierung aller drei unter-
suchten MAP-Kinasen. Zeitlich korrelierend wurde auch die Aktivierung der MAPK-Substrate
cJun (JNK-Substrat) und MK2 (p38 Substrat) beobachtet.

Die Aktivierung des MAPK-Signalwegs in Zusammenhang mit oxidativem Stress, Inflammation
und Zelltod konnte fiir verschiedenste Nanomaterialen bereits gezeigt werden. Kristallines SiO9
verursachte Inflammation wird wesentlich tiber den MAPK-Signalweg und AP-1 vermittelt (Ca-
stranova et al., 2004). So wird nach Stimulation mit kristallinem SiOj iiber die Src-vermittelte
ERK1/2 Aktivierung die Produktion von TNFa und TGF-$ in Makrophagen (Li et al., 2009)
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sowie die I1-8 Sekretion in A549 (Ovrevrik et al., 2004) reguliert. In Epithelzellen wurde tiber
die Bindung von Carbon Black NP an den EGF-Rezeptor der MAPK-Signalweg aktiviert,
dessen S1-Integrin spezifische ERK1/2 Aktivierung proliferationsférdernd war, wiahrend {iber
die JNK1/2 Apoptose eingeleitet wurde (Sydlik et al., 2006). Eine Beteiligung der JNK an
Partikel-induzierter Apoptose konnte ebenso fiir TiOy NP gezeigt werden (Wu et al., 2009). Fir
unterschiedliche Nanopartikel konnten demnach iiber die Aktivierung des MAPK-Signalwegs
wichtige Prozesse wie Inflammation, Proliferation und Apoptose reguliert werden, was mit
detektiertem oxidativen Stress korrelierte. Die eigenen Untersuchungen konnten jedoch nur
schwachen oxidativen Stress nachweisen, was darauf schlieffen lasst, dass die Aktivierung des
MAPK-Signalwegs unabhéingig von oxidativem Stress erfolgte. Es muss aber noch beriicksich-
tigt werden, dass bei der effektiven Dosis von 50 pg/ml bereits nach 6 h Exposition toxische
Effekte auftraten, so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass die beobachteten Effekte
nicht direkt durch Partikel induziert wurden, sondern ein Resultat der Partikel-induzierten

Zytotoxizitat waren.

4.4.3 Aktivierung der iibergeordneten MAP2-Kinasen

Es stellt sich nun die Frage, wie die Aktivierung der MAP-Kinasen erfolgte. Auf Ebene der
MAP2-Kinasen konnte gezeigt werden, dass nach SiOg NP Exposition die Kinasen MKK1/2,
MKK3/6 und MKK4 ebenfalls bereits nach 2h phosphoryliert wurden, wohingegen MKK?7
nicht beteiligt zu sein schien. MKK4 und MKK?7 werden beide nach UV-Strahlung, Anisomycin
oder osmotischem Stress phosphoryliert, wobei MKK?7 speziell auch iiber proinflammatorische
Zytokine aktiviert werden kann (Haeusgen et al., 2011). Welche Faktoren jedoch fiir die
Weitergabe des Signals an die MAP2K zustédndig waren, wurde mangels spezifischer Antikérper
nicht néher untersucht. Mogliche Kandidaten aus der Familie der MAP3-Kinasen sind ASKI1,
TAK1 und RIPK-1. TAK1 kann {iiber verschiedene Stimuli wie Zytokine und mikrobielle
Pathogene (iiber Toll-like Rezeptoren) aktiviert werden und hat wichtige Funktionen bei der
angeborenen und adaptiven Immunantwort. Ein bekanntes Beispiel ist LPS, welches nach
Bindung an TLR4 iiber IRAK und TAK die Aktivierung der MAP-Kinasen und NF-«B
vermittelt und so die proinflammatorische Zellantwort auslost (Sato et al., 2005; Carpenter
et al., 2009). Kontinuierliche orale Verabreichung von TiO2 NP verursachte Leberschéden in
Mé&usen, was auf eine Aktivierung der Signalkaskade ausgehend von den TLR iiber NF-xB
zur TNFa Produktion und dadurch entstandener Inflammation und Apoptose zuriickgefiihrt
werden konnte (Cui et al., 2011). Eine weitere MAP3-Kinase, ASK1, wird iiber verschiedene
Stressoren wie ROS, LPS oder TNF« stimuliert (Tobiume et al., 2001; Nagai et al., 2006).
Die RIPK-1 ist ein entscheidender Faktor TNF-Rezeptor- vermittelter Signale, so dass zum
einen das Uberleben durch Aktivierung von NF-xB und der resultierenden Induktion anti-
apoptotische Gene gesichert wird, zum anderen aber auch Zelltod durch Apoptose, Nekroptose
bzw. Autophagie verursacht wird (Van Herreweghe et al., 2010; Baehrecke, 2005).

111



4 Diskussion

4.5 Proinflammatorisches Genexpressionsprofil nach SiO, NP

Exposition

Partikel-induzierter oxidativer Stress wird meistens auch von einer inflammatorischen Antwort
begleitet, was schon iiber in vivo Studien an M&ausen und Ratten sowie in verschiedenen
Zellkultursystemen nachgewiesen wurde. Zu diesem Zweck wurde mittels quantitativer Real-
Time PCR das Genexpressionsprofil ausgewéhlter proinflammatorischer Gene nach SiOy NP
Exposition untersucht. Zu den untersuchten Genen gehéren neben FOS als Teil des AP-
1 Transkriptionsfaktors und der iNOS, welche die Bereitstellung von NO fiir die direkte
Immunabwehr vermittelt, auch Vertreter wichtiger inflammatorischer Mediatoren wie die
Zytokine TNFq, IL-13, IL-6, die Chemokine MCP-1 und Cxcl2, die COX-2 fiir die Generierung
von Lipid-Mediatoren und Mmp9 als Vertreter proteolytischer Enzyme.

Konzentrationsabhéngig wurden alle proinflammatorischen Gene bis auf Mmp9 bei der effek-
tiven Dosis von 50 pg/ml induziert, wobei es beim zeitlichen Verlauf frith-aktivierte (hoher
mRNA-Level bereits nach 2h) und spét-induzierte (maximaler Expressionslevel nach 6h)
gab. Aber auch fiir die subtoxische Dosis von 10 pg/ml konnte nach SiOs NP Exposition
eine schwache Induktion der proinflammatorischen Gene (2 - 5-faches der Kontrolle) bis auf
iNOS, FOS und Mmp9 festgestellt werden. Dies lasst eher auf direkte Partikel-bedingte als
indirekt durch Toxizitdt verursachte Induktion der Zielgene schliefen. In der Literatur zei-
gen verschiedene Studien sowohl in vivo als auch in vitro ebenfalls eine Aktivierung dieser
Gene nach Stimulation mit Silica. So konnten Cho und Kollegen in einer Instillationsstudie
in M&usen mit amorphen SiO2 NP eine transiente aber heftige Inflammation in der Lunge
nachweisen. Auf mRNA- und Protein-Ebene konnte eine Induktion von TNFq, IL-15, IL-6
sowie MCP-1 und Cxcl2 (Cho et al., 2009) sowie auch von COX-2 und iNOS (Park et al., 2008)
nachgewiesen werden, was die eigenen Daten bestatigt. In vivo in der Ratte konnten nach
Stimulation mit kristallinem SiO9 durch Hemmung von Cxcl2 und TNFa mittels inhibierender
Antikorper sowohl die Infiltration von Neutrophilen (Cxcl-2 vermittelt) verhindert und der

Inflammationsprozess (TNFa induziert) gestoppt werden (Driscoll et al., 2000).

Die Untersuchungen ergaben auch, dass sich die zellulire Antwort in eine frithe und spéte
Aktivierungsphase aufteilte. Zu den friith aktivierte Genen gehorten TNFq, [1-18, MCP-1 und
Cxcl2. Von TNF« ist bekannt, dass es iiber auto- bzw. parakrine Wirkung die Expression
anderer Gene wie IL-6, COX-2 oder IL-15 auslosen kann (Gaestel, 2009; Driscoll et al., 2000).
Untersuchungen mit einem Neutralisierungs-Antiképrper konnten aber eine Beteiligung von
TNFa an der Signalvermittlung sowie auch am SiOs NP induzierten Zelltod ausschlieffen
(Dtaen nicht gezeigt).

Die Induktion der FOS-mRNA sowie auch die Phosphorylierung von cJun lassen auf eine
Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktor-Komplexes nach SiOy NP Exposition schliefsen. Auf

Proteinebene konnte lediglich die Freisetzung von TNF« verifiziert werden. Es konnte keine
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Bildung von NO oder eine Freisetzung von IL-18 nachgewiesen werden. Moglicherweise wird
zwar durch die Partikel-Behandlung die mRNA-Synthese induziert, die Sekretion aber aufgrund
weiterer Regulationsmechanismen verhindert. IL-15 beispielsweise muss vor der Sekretion erst
iiber den Nalp3-Inflammationskomplex prozessiert werden, bevor eine Freisetzung erfolgen kann.
Es wurde aufterdem schon gezeigt, dass NF-xB ein negativer Regulator der IL-15 Sekretion
ist (Greten et al. 2007). In einer Mikroarray-Studie an Makrophagen, die mit verschiedenen
Grofen von amorphen SiO2 NP behandelt wurden, konnten unter anderem eine schnelle
Aktivierung der mRNA von TNFa und Cxcl2 detektiert werden, welche sich aber nur fiir
TNF« auf Proteinebene verifizieren lieffen. Die Mengen an sezerniertem IL-18 sowie Mmp2
lagen unterhalb des Detektionslimits (Waters et al., 2010). Zur Messung von freigesetztem
IL-18 in vitro werden beispielsweise Makrophagen mit LPS zunéchst vorstimuliert, um dann
nach Exposition mit Partikeln eine messbare IL-15 Freisetzung zu erreichen (Yazdi et al.,
2010). Die Notwendigkeit des "Priming", um eine IL-13 Sekretion in vitro zu beobachten,
wird dadurch begriindet, dass Makrophagen im Organismus meistens durch ihren stédndigen
Kontakt mit verschiedenen Stressoren aktiviert vorliegen.

Um nun die Zusammenhénge zwischen der Aktivierung des MAPK-Signalwegs, der Entstehung
von oxidativem Stress und der beobachteten verédnderten Genexpression zu kldren, kamen

verschiedenen Inhibitoren zum Einsatz, was in den folgenden Abschnitten diskutiert wird.

4.6 Oxidativer Stress ist nicht der Ausloser fiir die SiO, NP
vermittelten Effekte

Bislang konnte nur eine sehr schwache anti-oxidative Zellantwort nach SiOs NP beobachtet
werden, wohingegen der MAPK-Signalweg sowie auch proinflammatorische Gene stark aktiviert
wurden. Um die Rolle von oxidativem Stress in diesem Zusammenhang zu kléren, wurde unter
Verwendung des Antioxidanz N-Acetyl-L-Cystein (NAC) der MAPK-Signalweg sowie die
Genexpression genauer untersucht. Die anti-oxidative Wirkung von NAC beruht zum einen
auf seiner Rolle als Radikalfanger und zum anderen auf der Bereitstellung von Cystein fiir
die Glutathion-Synthese (Gillissen et al., 1997). NAC wird unter anderem schon seit den 60er
Jahren als Mukolytikum eingesetzt, da es die Disulfid-Briicken der Mukoproteine reduziert.
Aufserdem ist es eines der gebrauchlichsten Gegenmittel bei Paracetamol-Vergiftungen. NAC
werden auch anti-inflammatorische Eigenschaften zugeschrieben, da sich bei COPD-Patienten
sowohl die Menge der Entziindungszellen als auch von IL-8 im Sputum durch NAC-Gabe
reduzieren liefen (van Overveld et al. 2005).

In der Arbeit konnten mittels NAC die Effekte der Positivkontrolle CdO, einem bekannten
Ausléser von oxidativem Stress, beziiglich Toxizitdt, Signalling und Genexpression gehemmt
werden. Allerdings hatte NAC keinen Einfluss auf die SiO2 NP induzierten Effekte. Die
Aktivierung des MAPK-Signalwegs wurde nicht gehemmt und lediglich die Genexpression von
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HO-1 und COX-2 wurde leicht gemindert. Auch der SiOy NP induzierte Zelltod konnte durch
NAC nicht geghemmt werden. In Studien mit ZnO Nanopartikeln in BEAS-2B Zellen konnte iiber
NAC oxidativer Stress gehemmt werden, so dass die Zytotoxizitdt verhindert und die erhéhten
intrazelluldren Calcium-Level gesenkt wurden (Huang et al., 2010). Ebenso konnte durch
NAC in humanen Keratinozyten die Generierung von ROS, Lipidperoxidation und Apoptose
ausgelost durch TiOy NP gehemmt werden (Xue et al., 2011). All dies zusammengenommen
deutet darauf hin, dass die untersuchten SiO2 NP kaum oxidativen Stress in Makrophagen

verursachten und dieser nur eine nebensédchliche Rolle bei den beobachteten Effekten spielt.

4.7 MAPK-vermittelte Aktivierung der Genexpression nach
SiO; NP Exposition

Die Biosynthese der untersuchten Gene der proinflammatorischen Antwort wird auf verschie-
densten Ebenen reguliert, wobei die MAPK sowie auch die Transkriptionsfaktoren AP-1
und NF-£B eine wichtige Rolle spielen. Zur Klarung des Zusammenhangs zwischen Partikel-
induzierter Aktivierung des MAPK-Signalwegs sowie der beobachteten proinflammatorischen
Genantwort kamen spezifische MAPK-Inhibitoren (SB, SP, PD) zum Einsatz. Es wurde so-
wohl die Genexpression als auch die Sezernierung von TNFa und IL-6 in Abhéngigkeit der
Inhibitoren getestet.

Uber den SB203580-Inhibitor wird die Kinase-Aktivitit der p38 gehemmt, so dass die Phos-
phorylierung von MK2 verhindert wird. Uber p38 - MK2 wird die Stabilitit gebildeter mRNAs,
welche ein spezifisches ARE-Bindemotiv besitzen, wesentlich beeinflusst. Zu den so regulierten
Genen zéhlen alle hier untersuchten proinflammatorischen Gene (Kaminska, 2005; Frevel et al.,
2003) p38 kann weiterhin iiber Proteine, die fiir Chromatin-Umbau und Modifikation zusténdig
sind, die Genexpression beeinflussen. So tritt an den Promotoren von IL-6, IL-8 und MCP-1
verstarkte Phosphorylierung von Histon H3 auf, so dass NF-xB verstérkt daran binden kann.
(Cuadrado & Nebreda, 2010). p38 kann auch indirekt die Genexpression von Jun und Fos iiber
Aktivierung von ATF-2 oder Elk-1 vermitteln (Reddy et al., 2002).

Die JNK-Funktion kann tiber den SP600125-Inhibitor gehemmt werden, so dass eine Phos-
phorylierung von cJun nicht mehr erfolgen kann. Infolgedessen wird die Aktivitdt des AP-1
Transkriptionsfaktor-Komplexes, der aus Mitgliedern der Jun- und Fos-Familie gebildet wird,
vermindert bzw. gehemmt (Karin et al., 2004). Es ist allerdings bekannt, dass p38 und JNK
sich gegenseitig iiber positive Feedback-Schleifen beeinflussen kénnen. So konnte in den eigenen
Experimenten eine verstarkte JNK1/2- und cJun Phosphorylierung bei Hemmung von p38
ebenso wie erhohte Aktivierung von p38 und MK2 bei gehemmter JNK1/2 Funktion festgestellt
werden, was auch schon bei Gaestel et al. (2009) beschrieben wird.

Uber den PD98059 -Inhibitor wird durch Hemmung der MKK1/2 Funktion die Phospho-
rylierung von ERK1/2 verhindert. ERK1/2 ist zum einen fiir die Phosphorylierung von
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Fos-Proteinen zustdndig und vermittelt so die Aktivierung des AP-1 Komplexes. Zum anderen
kann auch indirekt iiber Aktivierung von Elkl die Genexpression von Fos aktiviert werden
(Karin, et al., 1997; Reddy et al., 2002). Desweiteren wurde speziell fiir TNFa gezeigt, dass
ERK1/2 sowohl den Kernexport der mRNA sowie auch die Sekretion von TNFa« iiber das
Enzym TACE vermittelt (Gaestel et al., 2009).

Die mRNA-Synthese von FOS nach Stimulation mit SiOo NP wurde von allen drei MAPK-
Inhibitoren gehemmt, was mit den Daten der Literatur tibereinstimmt. Reduzierte Level von
FOS koénnen auf eine geminderte AP-1 Aktivitét schliefen lassen, was moglicherweise zusétzlich
die Genexpression der anderen untersuchten proinflammatorischen Gene beeinflusst hat.

Die SiO9 NP induzierte Genexpression von TNFa wurde hauptséchlich iiber JNK1/2 vermittelt,
da sowohl die mRNA-Synthese als auch die Freisetzung gehemmt wurden. ERK1/2 schien in
diesem Zusammenhang eher die Sekretion von TNF« iiber die Regulation des Enzyms TACE,
welches die Prozessierung und Freisetzung von TNF« vermittelt, zu beeinflussen. Keinen
Einfluss hatte p38 auf die mRNA-Synthese und Sekretion von TNFa nach SiOs NP Exposition.
Eine AP-1- und ERK vermittelte TNFa Aktivierung auf Gen- und Proteinebene konnte nach
Exposition von Makrophagen mit kristallinem SiOy gezeigt werden (Li et al., 2008)

An der Regulation der Genexpression von IL-15 nach SiOy NP waren vor allem p38 und
ERK1/2 beteiligt. Durch Hemmung der JNK-Funktion ergab sich sogar noch eine gesteigerte
Genexpression, was sich nicht allein durch Hemmung des AP-1 Komplexes bzw. gesteigerter
p38-Aktivitat erklaren lasst. Moglicherweise wird in Abwesenheit von cJun im Transkriptions-
komplex die Bindung anderer Transkriptionsfaktoren wie NF-xB, PU.1 oder STAT1 begiinstigt
(Gaestel et al., 2008). Bei der Aktivierung der IL-6 Genexpression konnte nur eine Beteiligung
von p38 iiber die Stabilisierung der mRNA nachgewiesen werden. Inhibierung von JNK und
ERK fiihrten sogar zu einer verstirkten Genexpression, was moglicherweise durch verbesserte
Bindung von NF-xB zu erkléren ist.

An der Regulation der Genexpression von iNOS, einem typischen NF-kB Zielgen, waren die
MAPK nicht beteiligt. Die Aktivierung der COX-2 wurde dauerhaft nur durch den ERK-
Inhibitor gehemmt, wobei fiir den p38-Inhibitor eine leichte Reduktion zu frithen Zeitpunkten
zu sehen war. Ein Einfluss der JNK konnte nicht festgestellt werden. Die Aktivierung der
COX-2 Genexpression kann generell sowohl von AP-1 als auch von NF-xB vermittelt werden,
was in diesem Fall eher auf eine Beteiligung von NF-xB und ERK an der Silica-vermittelten
Aktivierung hinweist. Eine Regulation der COX-2 Induktion iiber die MAP-Kinasen p38 und
ERK1/2 sowie auch iiber NF-xB konnte nach Exposition von A549 mit kristallinem SiOq
bereits gezeigt werden (Tomaru et al., 2011).

Die Genexpression der Chemokine MCP-1 und Cxcl2 verlief hauptséchlich JNK- und ERK-
abhéngig, und wurde also iiber AP-1 vermittelt. Die Hemmung von p38 verursachte lediglich
eine basale Erhohung der Expressionsstérke, was sich ebenfalls iiber die Feedbackregulation von
p38 und JNK erklaren ldasst. In Makrophagen, welche mit TiOo NP exponiert wurden, konnte

eine ERK-vermittelte Aktivierung der Genexpression sowie eine Freisetzung von TNFa und
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Cxcl2 nachgewiesen werden (Kang et al., 2008). In Lungenepithelzellen konnte fiir amorphe
SiO2 NP (Singal & Finkelstein, 2005) eine AP-1 vermittelte Cxcl2 Genexpression gezeigt
werden, welche im Fall von kristallinem SiOg tiber ERK und p38 vermittelt wurde (Ovrevrik
et al., 2008).

Eine mogliche Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-£B in Zusammenhang mit SiO2 NP in-
duzierter Genexpression wurde in der Arbeit nicht ndher untersucht. Die meisten untersuchten
proinflammatorischen Gene kénnen neben AP-1 und NF-xB auch iiber weitere Transkriptions-
faktoren je nach Stimulus aktiviert werden, weshalb eine eindeutige Zuordnung der beteiligten
MAP-Kinasen nicht immer einfach ist. Es ist auch bekannt dass bestimmte AP-1 bzw. NF-xB
Zielgene (Mmp9, Cxcl2, MCP-1, iNOS) negativ iiber den NCoR/SMART Repressor-Komplex
reguliert werden. Im Normalzustand wird iiber cJun die Bindung des Repressorkomplexes an
den Promotor vermittelt, welcher nach Phosphorylierung von cJun ubiquitinyliert wird und
vom Promotor dissoziiert und die Transkription erméglicht (Ogawa et al., 2004; Ghisletti et
al., 2009).

4.8 Zelltod nach SiO; NP Behandlung

Um die Art des Zelltods nach SiOy NP Exposition genauer zu untersuchen, wurde ein automati-
sierter Fluoreszenzmikroskopie-basierter Screening Assay fiir die Applikation mit Nanopartikeln
weiterentwickelt und tiber Hoechst-PI Doppelfiarbung der Zelltod genauer analysiert. Neben der
mikroskopischen Charakterisierung des Zelltods wurden auch die Aktivierung von Apoptose-
Markern auf Proteinebene getestet. Caspase-3 gehort zu den sogenannten Effektorcaspasen, die
nach Aktivierung der Caspase-Kaskade durch Spaltung aktiviert werden und so die Apoptose
einleiten. Eines ihrer Zielproteine ist PARP-1, welches in gesunden Zellen an der DNA-
Replikation und Reparatur beteiligt ist und wéhrend der Apoptose durch Caspase-3 abhéngige
Spaltung inaktiviert wird (Yeretssian et al., 2009).

Serum-und Dosis-abhéngige Effekte auf den Zelltod konnten fiir die SiOy NP beobachtet
werden. In Anwesenheit von Serum wurde lediglich das Zellwachstum bei der toxischen Dosis
(50 pg/ml) beeintrachtigt und nach 24h eine geringe Anzahl toter Zellen detektiert. Dies
bestétigt die schon geduflerten Vermutungen, dass FCS protektiv gegen SiOo NP induzierten
Stress wirkt.

In Abwesenheit von FCS konnte konzentrationsabhéngiger Zelltod mit Kennzeichen von Nekrose
gefunden werden. Die Zellen hatten im Hellfeld vollsténdig ihre Form und den Kontrast verloren
und das zugehorige PI-Signal zeigte eine Permeabilisierung der Zellmembran an. Allerdings war
ein kleiner Teil der Zellen bereits nach 6 h Behandlung PI gefirbt und zeigte eine Kondensation
des Chromatins, normalerweise Kennzeichen spéat-apoptotischer Zellen. Auf Proteinebene
konnte eine Aktivierung der Apoptosemarker ebenfalls nach 4 h Exposition festgestellt werden.

Die Makrophagen zeigten nach Exposition mit SiO2 NP demnach sowohl Kennzeichen der
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Nekrose als auch der Apoptose auf. Moglicherweise durchlaufen sie eine der Spezialformen des
Zelltods, wie Pyroptose, Nekroptose oder Autophagie-vermitteltem Zelltod, bei denen sowohl
Merkmale der Apoptose als auch der Nekrose auftreten kénnen (vgl. Abschnitt 1.4).

Fiir SiOo NP wird in der Literatur sowohl iiber Beispiele zu nekrotischem sowie apoptotischem
Zelltod berichtet. In Endothelzellen konnte nekrotischer Zelltod nach Exposition mit SiO9
NP in Abhéngigkeit von der Partikeloberflache beobachtet werden (Napierska et al., 2009),
wohingegen verschiedene andere Gruppen Silica-induzierte Apoptose zeigen konnten. Uber
AnnexinV /PI-Farbung konnte nach SiOy NP Exposition Apoptose in RAW264.7 Makrophagen
(Sohaebuddin et al., 2010), in HUVEC-Zellen (Liu et al., 2010) sowie in humanen Leberzellen
(Ye et al., 2010) nachgewiesen werden. Lysosomale Ruptur als Ausloser fiir Apoptose (Boya &
Kroemer, 2008) wurde schon fiir kristallines SiOg gezeigt (Thibodeau et al., 2003), wobei die
Aktivierung der Apoptose-Kaskade tiber Cathepsin D und Sphingomyelinase vermittelt wurde.
Lysosomale Ruptur steht auch in Zusammenhang mit der Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms
und der Freisetzung von I1-18 (Hornung et al., 2008).

Eine mogliche Erklarung fiir den SiO9 NP induzierten Zelltod kénnte die Pyroptose sein. Dabei
handelt es sich um einen Caspase-1 abhéngigen inflammatorischen Zelltod, dessen Hauptkenn-
zeichen der schnelle Verlust der Integritat der Plasmamembran sowie die Prozessierung und
Freisetzung der inflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18 sind. Typische Apoptose-Marker
wie die Spaltung von Caspase 3 oder PARP werden nicht aktiviert, wohingegen eine Konden-
sation und Spaltung der DNA bei intakter Kernmembran stattfinden. Eine schnelle Lyse der
Zellmembran sowie auch die Kondensation der DNA war nach SiOy NP Exposition ebenfalls
detektiert worden. Allerdings konnte in den Makrophagen nur die Aktivierung der IL-183 -
mRNA Synthese nicht jedoch die Sezernierung des Proteins gemessen werden. eine Hemmung
von Caspase 1 {iber den Caspase-Inhibitor ZVAD hatte ebenfalls keinen Einfluss auf den SiO»
NP induzierten Zelltod. Ebenso spricht die Aktivierung von Caspase 3 und PARP-1 gegen
einen pyroptotischen Zelltod nach SiOs Exposition.

Zur genaueren Klarung der Zusammenhénge zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod
nach SiOy NP Exposition wurde der pan-Caspase Inhibitor ZVAD-fmk eingesetzt. Dieser kann
durch Hemmung der Caspase-Aktivitdt die Apoptose hemmen bzw. Zelltod iiber Nekrop-
tose auslosen, aber auch zu Autophagie-vermitteltem Zelltod beitragen (Ekert et al., 1999;
Vandenabeele et al., 2010). Das Absterben der Makrophagen nach SiOy NP Behandlung
wurde jedoch nicht durch ZVAD beeinflusst und es konnte auch keine verstirkte Nekrose
detektiert werden. Ebenso wenig wurde die Ausbildung von Vakuolen nach SiOg beeintrachtigt.
In Makrophagen wurde bereits gezeigt, dass durch kristallines SiOs ausgeldste Apoptose {iber
ZVAD-fmk gehemmt werden konnte (Iyer et al., 1996). Da bei eigenen Untersuchungen mit
amorphen SiOo NP aber eher nekrotische Merkmale auftraten, ist es nicht verwunderlich, dass
keine ZVAD-Effekte zusitzlich mehr beobachtet werden konnten. Beim normalen Ablauf der

117



4 Diskussion

Apoptose wird iiber Caspase 8 die RIPK-1 inaktiviert, so dass bei deren Hemmung durch ZVAD
die RIPK1 ihre Funktion ausfithren und die Prozesse Nekroptose bzw. Autophagie-vermittelter
Zelltod eingeleitet werden konnen. Uber den Einsatz von Necrostatin, einem spezifischen
RIPK-Inhibitor, konnte bereits in verschiedenen Zellmodellen die Nekroptose gehemmt werden
(Detgerev et al., 2008).

Die MAP-Kinasen haben auch entscheidende Rollen bei der Vermittlung des Zelltods. JNK1 /2
beispielsweise hat wichtige Funktionen bei der Apoptose einerseits durch Aktivierung pro-
apoptotischer Proteine mittels AP-1, iiber die Phosphorylierung von p53 sowie auch fiir die
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien nach UV-Stress (Dhanasekaran &
Reddy 2008). Die pro-apoptotische Funktion von ERK1/2 nach Stress durch DNA-schidigende
Agenzien wie UV-Strahlung oder Chemikalien (Doxorubizin, Etoposid) ist auch hinlédnglich
bekannt. ERK-vermittelte Apoptose kann sowohl iiber den intrinsischen Weg (Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien) oder extrinsisch iiber die Aktivierung von Caspase 8
realisiert werden. Desweiteren nimmt ERK1/2 {iber Regulation wichtiger Autophagie-Marker
(LC3, Beclin-1) auch Einfluss auf den Autophagie-vermittelten Zelltod (Cagnol et al., 2010).
Eine Beteiligung von JNK und p53 an durch Nanopartikel induziertem Zelltod wurde bereits
fiir Leber- und neuronale Zellen gezeigt (Ye et al., 2010; Wu et al., 2009.) Die Untersuchung
des Zelltods nach SiOs NP Exposition in Anwesenheit der drei bereits beschriebenen MAPK-
Inhibitoren (SB, SP, PD) ergab lediglich eine leichte Hemmung des Zelltods durch Inhibierung
des ERK Signalweges. Hemmung von p38 und JNK hatte bereits basale Effekte auf die
Kontrollzellen. Der SB-Inhibitor 16ste schon nach 30 min Prainkubation Vakuolenbildung in
den Makrophagen aus, was in der Arbeitsgruppe auch fiir andere Zelllinien (A549, HCT) gezeigt
werden konnte. Nach Partikelexposition wurde jedoch weder der Zelltod noch das Absterben
iiber Nekrose gehemmt. Inhibierung der JNK-Funktion mittels SP-Inhibitor verstédrkte sogar
den basalen Zelltod, was den verstérkten Zelltod nach SiOy NP Behandlung erklérte. Die
Aktivierung des MAPK-Signalwegs und die dariiber vermittelte proinflammatorische Antwort
scheint demnach keinen groften Einfluss auf das Absterbeverhalten der Makrophagen nach
Exposition mit SiOy NP zu haben.

Die Ausbildung von Vakuolen konnte in den SiOy NP exponierten Makrophagen konzen-
trationsunabhéngig schon zu frithen Zeitpunkten in der TEM-Analyse (1h) bzw. in den
Hellfeldaufnahmen (2h) beobachtet werden. Bei der subtoxischen Dosis (10 pg/ml) konnte
iiber die mikroskopische Analyse ein Fortschreiten der Vakuolenbildung beobachtet werden,
was nicht mit verstirktem Zelltod einherging. Ebenso konnte keine Aktivierung der Apoptose-
Marker Caspase-3 und PARP-1 detektiert werden. Bei der hohen SiO2 NP Dosis (50 pg/ml)
hingegen konnte neben der Vakuolenbildung bereits ein Absterben der Zellen nach 4 h beob-
achtet werden, wobei die Starke der Vakuolisierung der Zellen im Vergleich zur subtoxischen
Dosis schwécher ausgepragt war. Mdoglicherweise sind die ausgelosten Autophagie-Prozesse

dem Zelltod vorgeschaltet bzw. fiihren erst ab einem bestimmten Stresslevel zum Zelltod.
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Uber die Inhibitoren Bafilomycin und Wortmannin konnte in der Diplomarbeit von Muna Ali,
sowohl die Silica-induzierte Vakuolenbildung sowie auch der Zelltod gehemmt werden (Ali,
2011). Es wurde postuliert, dass iiber Bafilomycin zunéchst die Verschmelzung von Lysosomen
und Autophagosomen verhindert wurde, so dass nicht mehr iiber lysosomale Ruptur Nekrose
ausgelost werden konnte. Lysosomale Membran-Permeabilisierung (LMP) als vorgeschalte-
ter Prozess von Apoptose und Nekrose wurde bereits in der Literatur beschrieben (Boya &
Kroemer, 2008). Autophagie als Schutzmechanismus vor durch oxidativen Stress vermittelter

Zytotoxizitat wurde ebenfalls schon postuliert (Li et al., 2010).

Ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des MAPK-Signalwegs und der Autophagie
konnte nur insofern betrachtet werden, als dass eine Hemmung der MAPK keinen Einfluss auf
die Vakuolenbildung nach SiOs NP Exposition hatte. Die zeitliche Aktivierung der MAPK
sowie auch der Vakuolenausbildung findet bereits nach 1 - 2h Exposition statt, was eine
mogliche gegenseitige Beeinflussung der beiden Prozesse nicht ausschlieftt. Die Klarung dieses

Zusammenhangs bedarf allerdings noch weiterer Untersuchung.

4.9 Modell

In Abb. 4.2 sind zusammengefasst die Effekte der SiOy NP Exposition der Makrophagen
hinsichtlich der Aktivierung verschiedener Signalwege dargestellt. Es konnte gezeigt werden,
dass durch die SiOo Nanopartikel keine ROS generiert wurden und oxidativer Stress nicht die
Ursache der SiOg NP induzierten Aktivierung des MAPK-Signalwegs sowie der proinflamma-
torischen Zellantwort war. Die Aktivierung des MAPK-Signalwegs konnte bis zu den MA2K
zuriickverfolgt werden. Weiterhin konnte eine Beteiligung der MAPK an der Regulation der
Expression der untersuchten proinflammatorischen Gene nachgewiesen werden. Auf Genebene
wurden verschiedene Mediatoren der Inflammation aktiviert, allerdings konnte nur fiir TNFa
eine Proteinsynthese und Sezernierung nachgewiesen werden, welche keine auto- bzw. para-
krinen Effekte auf die Makrophagen hatte. Bei der Untersuchung zur Art des Zelltods nach
SiO2 NP Behandlung konnten vornehmlich nekrotische Merkmale detektiert werden. Bevor
jedoch zeitlich gesehen der Zelltod der Makrophagen einsetzte, konnten Dosis-unabhéngig
Autophagie-Kennzeichen detektiert werden, was einen moglichen Zusammenhang zwischen
nekrotischem Zelltod bzw. Autophagie-vermitteltem Zelltod aufzeigt. Eine Beteiligung der
MAPK an der Vermittlung des Zelltods nach SiOs NP Exposition konnte nicht nachgewiesen
werden. Allerdings ist umgekehrt nicht auszuschliefen, dass die Aktivierung des Signalwegs ein
Resultat der Toxizitat ist. Dagegen spricht, dass zwar auf Proteinebene bei subtoxischen Kon-
zentrationen keine Aktivierung der MAPK detektiert wurde, dafiir aber eine leichte Induktion
der Genexpression zu beobachten war. Zur Klarung der genauen Zusammenhénge zwischen der
Aufnahme der Partikel, dem Auslésen von Autophagie und der genauen Art des Zelltods kann

das weiterentwickelte Mikroskopie-basierte Screeningverfahren zum Einsatz kommen, da so
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4 Diskussion

auf einfache und schnelle Weise eine grofie Anzahl an Inhibitoren oder siRNAs zur Hemmung

der einzelnen Prozesse getestet werden konnen.

SiO, Nanopartikel

2
’}’ | Zelltod «—» Autophagie

MAP2K
oxidativer MKK3/6 MKK4
Stress MKK1/2
?
! 2
MAPK
ERK p38 JNK
/// edun \\\\ MK2 Inflammatorische
/ J N \ Mediatoren
( \
| Sl N AAAA—— TNFq, IL-1B, IL-6,
\ TN INA TN ATNATNATNA | / i
.\\\\\\ MOP1, Cxcl2
TT--__ NuKleus -~~~
Sekretion
TNFa

Abbildung 4.2: Zusammenfassendes Modell und aktuelle Arbeitshypothese der Vor-
ginge wihrend der Expositon von RAW264.7 Makrophagen mit SiOs; Nanopartikeln.
Néhere Erlduterungen siehe Text.
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4 Diskussion

Alle Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Zellkultursystem erzielt. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die RAW264.7 Makrophagen im Vergleich mit primiren humanen Makrophagen
ahnlich sensitiv auf Stimulation mit Flugasche reagieren (Fritsch-Decker, 2008) und somit ein
reprasentatives Zellmodell darstellen. Um allerdings zu zeigen, dass die Ergebnisse auch eine
Relevanz fiir lebende Organismen haben, sollten zukiinftig auch in vivo Studien bzw. Vergleiche

mit der Exposition an der Luft-Flissigkeitsgrenzschicht (ALI) miteinbezogen werden.
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Anhang A
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Abbildung A.1: NAC inhibiert effizient die ROS-Produktion. RAW264.7 Makrophagen
wurden zunéchst 30 min mit NAC vorbehandelt, dann fiir 4h und 24 h mit 50 pg/ml SiOs NP ,
1pg/ml CdO und 50 pg/ml Carbon Black (CB14) -/+5 mM NAC ohne FCS exponiert und mittels
DCF-Assay auf die Bildung von ROS analysiert. Angegeben ist der Mittelwert + s.e.m. aus drei
unabhéngigen Experimenten (*** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).
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NAC[EMM] - + - + - + - + - +
Caspase 3 | :
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Ko. Sio Cdo

2

Abbildung A.2: NAC verhindert nicht die Aktivierung der Apoptose-Kaskade durch
SiO2 NP. Die RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min mit 5 mM NAC vorbehandelt
und dann fiir 2, 4 und 6 h mit 50 pg/ml 12 nm SiOy NP und fiir 6 h mit jeweils pg/ml CdO und LPS
-/+5 mM NAC in Medium ohne FCS exponiert. AnschlieRend wurden die Zelllysate im Western
Blot mit spezifischen Antikérpern auf die Spaltung von Caspase 3 und PARP-1, gekennzeichnet
durch (*), analysiert. Als Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde Lamin B
verwendet.
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A) MAPK Aktivierung B) MAPK Zielproteine
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Abbildung A.3: Caspase-Inhibitor ZVAD hat keinen Einfluss auf die SiO; NP indu-
zierte Aktivierung des M APK-Signalwegs. Die RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 2, 4,
6h mit 50 pg/ml SiO5 NP und fiir 6 h mit jeweils pg/ml CdO und LPS -/+50 uM ZVAD-fmk
in Medium ohne FCS behandelt. Anschliefend wurden die Zelllysate im Western Blot mit phos-
phospezifischen Antikérpern auf die Aktiverung der A) MAP-Kinasen ERK1/2; p38, JNK1/2

sowie B) deren Substrate MK2 und cJun analysiert. Als Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene
Proteinmengen wurde Lamin B verwendet.

A) B) Freisetzung TNFa
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Abbildung A.4: ZVAD vermindert nur die Freisetzung von TNFa nach SiO; NP
Exposition Die RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 2, 4, 6 h mit 50 pg/ml SiO2 NP und fiir
6h mit jeweils pg/ml CdO und LPS -/+ 50 pM ZVAD-fmk in Medium ohne FCS behandelt. A)
Die Zelllysate wurden im Western Blot mit spezifischen Antikérpern auf die Aktivierung von
intrazellulirem TNF« getestet. Als Ladekontrolle fiir gleiche aufgetragene Proteinmengen wurde
Lamin B verwendet. B) Die Freisetzung von TNFa wurde mittels ELISA quantitativ bestimmt.
Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + s.e.m. aus drei unabhéngigen Experimenten (***
p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).
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Abbildung A.5: Wirkung einer Doppelbehandlung mit SB- und SP-Inhibitor auf den
SiO2 NP induzierten Zelltod. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min mit 0.1 %
DMSO bzw. 10 uM SB- und SP-Inhibitor vorbehandelt, dann fiir 4, 6, 24h mit 10 und 50 pg/ml
sowie 1 pg/ml CdO -/+10 uM Sb und SP ohne FCS behandelt und im Anschluss direkt mit Hoechst
und PI gefarbt. Die Bildakquisition erfolgte mittels automatisiertem Fluoreszenzmikroskop und
die erhaltenen Bilder wurden iiber die Scan®-Software automatisiert ausgewertet. Dargestellt sind
A) die Gesamtzellzahl unterteilt in lebende und tote Zellen sowie B) die prozentuale Aufteilung
der toten Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in die verschiedenen Stadien des Zelltods (PI-
positiv, kondensiertes Chromatin, kondensiertes Chromatin & PI-positiv). Die Ergebnisse sind
reprasentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefithrte Experimente und wurden jeweils im
Quadruplikat gemessen.
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Abbildung A.6: Wirkung einer Dreifachbehandlung mit SB-, SP und PD-Inhibitor
auf den SiO; NP induzierten Zelltod. RAW264.7 Makrophagen wurden zunéchst fiir 30 min
mit 0.1 % DMSO bzw. 10 uM SB-, SP und PD-Inhibitor vorbehandelt, dann fiir 4, 6, 24 h mit
10 und 50 pg/ml sowie 1pg/ml CdO -/+10 uM SB, SP und PD ohne FCS behandelt und im
Anschluss direkt mit Hoechst und PI gefirbt. Die Bildakquisition erfolgte mittels automatisiertem
Fluoreszenzmikroskop und die erhaltenen Bilder wurden iiber die Scan®-Software automatisiert
ausgewertet. Dargestellt sind A) die Gesamtzellzahl unterteilt in lebende und tote Zellen sowie B)
die prozentuale Aufteilung der toten Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in die verschiedenen
Stadien des Zelltods(PI-positiv, kondensiertes Chromatin, kondensiertes Chromatin & PI-positiv).
Die Ergebnisse sind représentativ fiir zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente
und wurden jeweils im Quadruplikat gemessen.
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