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1 Zusammenfassung

Aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften werden Nanomaterialien (NM) immer hiufiger in
verschiedensten Produkten verwendet. Dabei verindern nanoskalige Verbindungen nicht nur die
Eigenschaften der Materialien, in die sie integriert werden, wie z.B. das Abbrennverhalten von Na-
nokompositen, sondern im Vergleich zu ihren mikroskaligen Pendants auch ihre eigenen physi-
kochemischen Eigenschaften. Daraus resultiert aufgrund des erhohten Oberflachen-zu-Volumen-
Verhiltnisses auch eine gesteigerte Toxizitdt. Bisher wurden die meisten Zellkulturstudien zur
Untersuchung toxischer Effekte durch NM unter submersen Bedingungen durchgefiihrt. Diese
Kultivierungsbedingungen stellen jedoch kein optimales System fiir die Untersuchung einer inha-
lationstoxischen Wirkung von NM dar. So ist beispielsweise die Aussage einer exakten Dosime-
trie erschwert, zudem spiegelt eine submerse Kultivierung nicht die physiologischen Bedingungen
der Lunge wider. Abhilfe fiir diese Problematiken kann die Kultivierung tiber ein air-liquid inter-
face (ALI) schaffen. Hierbei werden Zellen, dhnlich wie im Alveolarbereich der Lunge, auf einer
Grenzfliche zwischen Luft (Atmosphire) und Zellkulturmedium (Blut) kultiviert. Durch die Ver-
wendung geeigneter ALI-Expositionssysteme ist zudem eine online-Erfassung der deponierten
Dosis mit Hilfe einer Quarzkristall-Mikrowaage (QCM) moglich.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Nutzung eines ALI-Expositionssystems (Vitrocell®
Cloud) etabliert. Im Zuge dessen wurde der Einfluss von TiO; und CuO NP auf die alveolare Lun-
genepithelzelllinie A549 nach ALI-Exposition untersucht. Dabei wurde zunichst die zyotoxische
Wirkung beider Partikelspezies ermittelt, wobei lediglich CuO NP eine dosisabhidngige Toxizitdt
aufwiesen. Um ein umfassendes Bild zum Einfluss der NP auf das untersuchte Zellmodell zu erhal-
ten, wurden Genexpressionsanalysen mit Hilfe einer innovativen Hochdurchsatz RT-qPCR Me-
thode angefertigt und die Beobachtungen auf funktioneller Ebene verifiziert. Unter dem Einfluss
von CuO NP zeigte sich eine gesteigerte Expression von Genen, die insbesondere durch 16sliche
Metallionen vermehrt exprimiert werden und an der Metallhomdoostase beteligt sind. Dies deute-
te auf eine endozytotische Aufnahme und lysosomale Prozessierung der CuO NP hin, eine Pro-
zessabfolge, die als trojan horse type Mechanismus bezeichnet wird. Eine dosisabhidngige Aufnah-
me und intrazelluldre Auflosung dieser NP konnte auf funktioneller Ebene bestitigt werden. Zu-
satzlich wurde auch eine vermehrte Expression von Genmarkern einer oxidativen Stressantwort
ermittelt. Diese Beobachtung konnte durch eine durchflusszytometrische Bestimmung reaktiver

Sauerstoffspezies (ROS) bestitigt werden, jedoch zeigte die Genexpressionsanalyse ein wesentlich
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sensitiveres Ergebnis. Zudem konnte auf die Aktivierung der redoxsensitiven Transkriptionsfak-
toren NF-xB und AP-1 auf Transkriptionsebene geschlossen werden, die vermutlich aus der In-
duktion von oxidativem Stress durch eine Kupfer-Ionen Uberladung resultiert. Ebenso wurde ei-
ne inflammatorische Antwort auf CuO NP durch eine Expression des Gens IL8 angedeutet. Eine
gesteigerte Transkription von DDIT3 und GADD45 wies auf eine genotoxische Wirkung dieser
NP hin, die in Form von DNA-Strangbriichen auf funktioneller Ebene verifiziert werden konnte.
Es wurde daher eine Induktion von DNA-Strangbriichen, moglicherweise bedingt durch einen
erhohten Gehalt an ROS, postuliert. Des Weiteren zeigte die Genexpressionsanalyse, insbeson-
dere unter dem Einfluss hoher Dosierungen, die Induktion eines apoptotischen Zelltodes durch
CuO NP an. Jedoch wurde durch eine durchflusszytometrische Analyse vielmehr das Einsetzen
der Nekrose festgestellt. Auf Transikriptionsebene konnte zudem eine Beeinflussung von Genen
beobachtet werden, die den Gruppen der Zellzykluskontrolle und des Fremdstoffmetabolismus
zughorig sind. Unter dem Einfluss von TiO, NP konnte keine Beeinflussung auf transkriptionel-
len und funktionellen Ebene festgestellt werden, obwohl eine intrazelluldre Verfiigbarkeit dieser
NP durchflusszytometrisch nachgewiesen wurde. Daraus resultiert die These, dass diese NP un-
ter den in dieser Arbeit verwendeten Dosierungen und Inkubationszeiten keine toxischen Effekte
auslosen.

Zusitzlich wurde im Rahmen des Projekts «ProCycle» der Einfluss von Verbrennungsaeroso-
len aus der thermischen Verwertung von Nanokompositen (Matrix: Polyethylen (PE); Fiillmateri-
al: TiO3, CuO, CNT) untersucht. Im Fokus standen hierbei die Beeinflussung der Genexpression
in A549-Zellen und einem 3D-Zellkulturmodells sowie die Erfassung eines genotoxischen Po-
tentials der Verbrennungsaerosole auf die Zellmodelle. Hierbei zeigten im Wesentlichen die Ver-
brennungsprodukte PE-haltiger Materialen eine Beeinflussung des Genexpressionsprofils beider
Zellmodelle. Hinsichtlich der A549-Zellen konnte dabei eine gesteigerte Expression von oxidati-
ven Stressmarkern (HMOX 1, HSPA 1A) sowie eines Gens der DNA-Schadensantwort (GADD45A)
beobachtet werden. Das 3D-Zellkulturmodell zeigte eine geringere Antwort auf die Verbrennungs-
aerosole, hier konnte eine gesteigerte Expression des Gens IL 8 festgestellt werden. Beziiglich der
Induktion von DNA-Strangbriichen konnte ein dhnliches Muster hinsichtlich eines toxischen Ef-
fektes durch die Verbrennung von PE-haltigen Materialien beobachtet werden, wobei kein we-
sentlicher Unterschied zwischen beiden Zellsystemen erkannt wurde. Anhand des gewihlten Ver-
suchsaufbaus konnte zudem gezeigt werden, dass vor allem die entstehende Gasphase fiir die
beobachteten Effekte verantwortlich war. Zudem zeigten lediglich zwei Expositionen (PE, PE +
TiO, NP) eine erhohte Anzahl an DNA-Strangbriichen durch eine Dosiserh6hung und damit
einen durch Partikel induzierten Effekt. Eine qualitative Analyse des Gasgemisches ergab einen

Einblick in die Zusammensetzung der Verbrennungsprodukte, jedoch war aufgrund der Komple-



xitat des Gemisches keine eindeutige Aussage tiber den Ursprung der beobachteten Effekte mog-
lich.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ALI-Expositionssysteme ein wertvolles Werkzeug
darstellen, um den toxischen Einfluss von NM-haltigen Aerosolen zu untersuchen. Dies schlief3t
sowohl Aerosole reiner NM als auch freigesetzter NM aus Verbundmaterialien ein. In Kombi-
nation mit einer innovativen Methode zur Untersuchung einer Beeinflussung des Genexpressi-
onsprofils konnte eine dosisabhingige Wirkung von CuO NP unter Verwendung der Vitrocell®
Cloud gezeigt werden. Diese Untersuchungen bildeten die Grundlage der Verwendung des tech-
nisch anspruchsvollerem Expositionssystems, der Vitrocell® Automated Exposure Station, mit dem
neben der partikuldren auch die Gasphase von Verbrennungserosolen untersucht wurde. Dabei
konnten die ausbleibenden adversen Effekte der partikuliren Aerosolfraktion anhand des zuvor
ermittelten no observed advers effect levels (NOEAL), und damit einer geringen deponierten Dosis,
begriindet werden. Die beobachtete Verinderung des Genexpressionsprofils sowie die enstande-
nen DNA-Schiaden waren somit auf die verbrennungsinduzierte Gasphase PE-haltiger Materialien

zuriickzufiithren.



1 Zusammenfassung

Abstract

Due to their unique properties nanomaterials (NM) are widely used in various applications. There-
by, NM do not only change characteristics of the respective products, e.g. combustion properties
of nanocomposites, they also show altered physicochemical properties compared to their macro-
scaled equivalents. Closely associated with this phenomena an enhanced toxicological potential of
nanoscaled materials compared to macroscaled equivalents is known. So far most in vitro studies
elucidating the toxicological potential of NM have been performed under submerged conditions.
However, this cultivation method is not representing an appropriate system for an toxicological
evaluation of airborne NM since only the applied dose can be stated without the use of computa-
tional models or further experiments and the physiological conditions of the respiratory tract are
not reflected by the use of a submerged model. To overcome these limitations, cell cultures can be
grown at an air-liquid interface (ALI), whereby cell culture media and ambient air represent the
liquid and the air phase, respectively. Along with the use of an appropriate exposure system it is
also possible to obtain the deposited mass using a quartz crystal microbalance (QCM).

Within this thesis the use of an ALI exposure system to elucidate the toxicological potential of
airborne nanoparticles was established. Using this system cytotoxicity of both TiO, and CuO NP
was investigated, with only CuO NP showing dose-dependent cytotoxic effects. Furthermore, the
impact of both NP species on the gene expression profile of human alveolar epithelial cells (A549)
was conducted using an innovative high-throughput RT-qPCR (HT RT-qPCR) method. The ob-
served effects on transcriptional level were subsequently followed up at a functional level. After
an exposure to CuO NP an increased expression of genes associated with metal homeostasis was
observed indicating an endocytotic uptake and lysosomal degradation of this particle species; an
uptake procedure which is also known as trojan horse type mechanism. GF-AAS analysis was per-
formed to verify this observation on a functional level and showed a dose-dependent increase of
cellular copper concentration after CuO NP exposure. Besides metal homeostasis, an enhanced ex-
pression of oxidative stress markers and redox-sensitive transcription factors (NF-xB, AP-1) was
determined, indicating an induction of oxidative stress. Therefore, a flowcytometric assay was
performed to evaluate the induction of reactive oxygen species (ROS), revealing on the one hand a
dose-dependent increase of ROS levels and on the other hand a less sensitive result in comparison
to the gene expression analysis. Additionally, a slight proinflammatory response and genotoxic
effect was determined by an enhanced IL8, DDIT3 and GADD45 expression, respectively. The ge-
notoxic potential was also demonstrated dose-dependently on a functional level using Alkaline
Unwinding (AU) indicating the induction of DNA strand breaks. Since CuO NP also revealed an
increased expression of genes coding for DNA double-strand break repair proteins, an induction

of DNA double-strand breaks by an enhanced ROS level could be anticipated. Moreover, exposure



to CuO NP resulted in an increased expression of proapoptotic and a decreased expression of an-
tiapoptotic factors, thus indicating an induction of apoptosis, in particular at high doses. However,
a flowcytometric distinction of apoptosis and necrosis revealed rather necrotic than apoptosic ef-
fects. Furthermore, the exposure to CuO NP resulted in altered gene expression patterns of cell
cycle regulators and genes associated with xenobiotic metabolism. In contrast, A549 did not show
any effects on the transcriptional or functional level after ALI-exposure to TiO, NP. To validate
these data, the uptake of TiO, NP was examined using a flowcytometry-based method. The results
indicated an cellular uptake of these particles leading to the assumption that these TiO, NP were
not reactive at the applied doses and investigated incubation periods.

Besides these studies, the impact of combustion generated aerosols from recycling processes of
nanocomposites (matrix: polyethylene (PE); fill material: TiO;, CuO, CNT) on gene expression
profiles in A549 cells and a 3D-cell culture model was investigated. Furthermore, the genoto-
xic potential of these aerosols was evaluated within the frame of the «ProCycle» project. An en-
hanced expression of oxidative stress markers (HMOX I, HSPA 1A) in A549 cells was observed after
the exposure to combustion aerosols of PE-based materials. The same pattern was observed for
GADD45, indicating DNA damage signalling. Regarding gene expression analysis, the 3D-cell cul-
ture showed an increased IL 8-expression and, all in all, less pronounced effects compared to A549
cells. The genotoxic potential of the combustion aerosols was followed up using AU and thus the
induction of DNA strand breaks. Here, only the combustion of PE-based materials revealed an
increase of DNA strand breaks while no relevant difference between the two cell models was ob-
tained. To further elucidate the origin of the observed effects, filters were installed upstream to
the cell culture to expose cells only to the gaseous phase. This experimental setup revealed no dif-
ference between the exposures to the whole aerosol, suggesting that the gaseous fraction is the
driving force behind the adverse effects. Additionally, in two analysis the deposition of higher
particle doses resulted in an increase of DNA strand breaks. This indicated that under the used
conditions the applied particle doses might be too low to induce effects. To qualify the gaseous
phase a VOC-analysis was performed, revealing a complex mixture of compounds leading to the
conclusion that no single compound can be made responsible for the observed toxic effects.
Altogether, the ALI exposure system has been shown to be a valuable exposure system assessing
the impact of nanoparticles as well as nanocomposites. Together with up-to-date procedures to
assess the transcriptional response, dose-dependent effects of CuO NP have been observed using
the Vitrocell® Cloud system. Furthermore, it was possible to reinforce these outcomes using the
more sophisticated Vitrocell® Automated Exposure Station, as only low particles were applied
and therefore no particle induced effects have been observed. Hence, the detected adverse effects

can be traced back to the combustion-generated gaseous fraction of PE-based materials.






2 Einleitung

2.1 Nanomaterialien - Innovation und Risiko

Die Verwendung von NM in einer Vielzahl von Produkten prigt sowohl heutige als auch zu-
kiinftige Industriezweige, wie beispielsweise die Lebensmittel- und Elektronikindustrie, enorm
(Hansen et al. 2016; zusammengefasst in Choi et al. 2016, Kharisov et al. 2017, Thiruvengadam
et al. 2018, Yao und Zhu 2015). Hierbei eingesetzte NM werden dabei in unterschiedlicher Wei-
se definiert. So beschreibt die ISO alle Verbindungen als NM, die entweder eine Oberflichen-
struktur oder eine innere bzw. duflere Dimension im nanoskaligen Bereich (1 - 100 nm) besit-
zen, wihrend die Europdische Kommission jegliche Materialien als NM defniert, die zumindest
50 % der ungebundenen, agglomerierten oder aggregierten Partikel in einer Skalierung zwischen
1 - 100 nm aufweisen. Dabei muss mindestens eine duflere Dimension im vorgegebenen Bereich
vorhanden sein (zusammengefasst in Laux et al. 2017). Die Herstellung dieser Materialien kann
sowohl durch das top-down- als auch durch das bottom-up-Verfahren erfolgen. Dabei beschreibt
die top-down-Herstellung eine destruktive Methode zur Generierung von NM aus makroskali-
gen Verbindungen der gleichen chemischen Zusammensetzung durch beispielsweise Mahlpro-
zesse oder Laserablation. Im Gegensatz hierzu werden beim bottom-up-Verfahren NM durch che-
mische Synthesen hergestellt, wobei insbesondere Fillungsreaktionen eine wichtige Rolle spielen
(zusammengefasst in Khan et al. 2017). Durch die steigende Priasenz dieser innovativen Mate-
rialien in diversen Gebrauchsgegenstinden wird die mogliche Exposition gegeniiber NM erhoht
(Piccinno et al. 2012, Vance et al. 2015). Diese gesteigerte Exposition kann sowohl Arbeitnehmer
der verarbeitenden Industrie als auch Konsumenten entsprechender Giiter betreffen, wobei eine
Aufnahme dieser Materialen tiber den Gastrointestinaltrakt, die Haut sowie den Respirations-
trakt erfolgen kann. Hierbei stellt die inhalative Aufnahme, insbesondere wihrend Verarbeitung
NM-haltiger Produkte, den wichtigsten Aufnahmeweg dar (zusammengefasst in Ding et al. 2017
und Kuhlbusch et al. 2018). Im Respirationstrakt findet dabei eine groflenabhingige Deposition
der NM statt, die sowohl den nasopharyngealen Bereich also auch die bronchialen und alveola-
ren Abschnitte der Lunge betrifft (zusammengefasst in Oberdorster et al. 2005). Wihrend in den
oberen Atemwegen NM {iiber den mukozilidren Reinigungsapparat ohne grofle Schwierigkeiten

aus der Lunge entfernt werden konnen, ist dies in den unteren Atemwegen nicht mehr gegeben.
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Inhalierte NM werden hier hauptsichlich von Markophagen phagozytiert und durch diese so-
genannten Fresszellen zum mukozilidren Reinigungsapparat oder durch das alveolare Epithel zu
Lymphknoten transportiert. Allerdings zeigt der Schutzmechanismus der unteren Atemwege kei-
ne grofie Effektivitit auf, sodass ein Transfer durch das Lungenepithel und damit eine systemische
Verfiigbarkeit von Partikeln moglich ist (zusammengefasst in Buzea et al. 2007 und Oberdorster
et al. 2005). Eine erhohte toxische Wirkung von nanoskaligen Materialien im Vergleich zu mi-
kroskaligen Verbindungen gleicher chemischer Zusammensetzung ist bereits bekannt und wird
mit dem vielfach erhohten Oberfliche-zu-Volumen-Verhiltnis nanoskaliger Materialien begriin-
det (zusammengefasst in Oberdorster ef al. 2005 und Oberdérster 2010). Auf Basis dieser Erkennt-
nisse entstand mit der Nanotoxikologie eine neue Wissenschaftsdisziplin, die sich der Aufklarung
toxischer Wirkungen nanoskaliger Materialien widmet. Im Folgenden werden Aufnahmemecha-
nismen erortert, durch die Nanopartikel (NP) in die Zelle gelangen kénnen und anschliefend die

Wirkmechanismen metallbasierter NP anhand zweier Referenzpartikel erldutert.

2.1.1 Aufnahmemechanismen

Nanopartikel werden mit Hilfe der Endzoytose in Zellen aufgenommen, dabei kann zwischen
zwei endozytotischen Mechanismen unterschieden werden: Phago- und Pinozytose. Dabei wer-
den durch die Phagozytose hauptsichlich Viren, Bakterien und absterbende Zellen, aber auch Par-
tikel zwischen 0,5 und 10 pum aufgenommen. Jedoch bleibt dieser Aufnahmemechanismus nur
speziellen Zelltypen vorbehalten, u.a. Makrophagen und Neutrophilen. Im Unterschied dazu sind
jegliche Zelltypen zur Pinozytose befdhigt, die in weitere Aufnahmechanismen unterteilt ist: die
Clathrin- und Caveolae-vermittelte sowie davon unabhingige Endozytose und die Mikropino-
zytose. Die Pinozytose dient generell zur Aufnahme von Makromolekiilen, ermoglicht aber auch
die Internalisierung von NP kleiner als 500 nm. Eine schematische Darstellung der jeweiligen Auf-
nahmemechanismen ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Der phagozytotische Aufnahmeprozess von NP wird in drei Schritte untergliedert. Im ersten
Schritt erfolgt die Opsonisierung der NP, die der Erkennung der NP durch phagozytierenden Zel-
len dient. Dort binden die opsonisierten NP im zweiten Schritt an Membranrezeptoren, wodurch
eine intrazelluldre Signalkaskade aktiviert wird. Diese fithrt im letzten Schritt zur Aufnahme der
NP in die Zelle. Der Aufnahmemechanismus basiert dabei auf einer Polymerisation von Actin, die
in einer Reorganisation der Actinfilamente und einer Membranausstiilpung resultiert. Diese um-
schlief3t die Partikel und fithrt zum Abschniiren eines Phagosoms. Anschliefend verschmilzt dieses

innerhalb der Zelle mit weiteren Vesikeln und reift so schrittweise zum Lysosom. Aufgrund der
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dort anzutreffenden membranstidndigen V-Typ-ATPase herrscht innerhalb dieser zelluldren Vesi-
kel mit pH 4,5 - 5 ein leicht saures Milieu (zusammengefasst in Flannagan et al. 2012, Hasanzadeh
et al. 2015, Oh und Park 2014).

Pinozytose

A
[ )

Phagozytose Makropinozytose  Clathrin-vermittelte Caveolae-vermittelte
Endozytose * Endozytose *

Spates Endosom

pH 6,2
Friihes Endosom Zytoplasma

A Clathrin/Caveolin A Aufzunehmender Partikel ' Aus Partikel geloste lonen * Dynamin abhéngige Prozesse

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung verschiedener Aufnahmemechanismen zur Internali-
sierung von Nanopartikeln sowie deren intrazellulire Prozessierung. Dabei ist es
von der Partikelgrofe abhingig, ob die Aufnahme durch Phagozytose, Makropinozyto-
se oder Clathrin- bzw. Caveolae-vermittelte Endozytose stattfindet. Die aufgenommenen
Nanopartikel werden in Vesikeln von einem frithen Endosom (pH 6,2) iiber ein spites En-
dosom zu einem Lysosom (pH 4,5 - 5) innerhalb der Zelle prozesssiert (modifiziert nach
Hasanzadeh et al. 2015, Oh und Park 2014).

Die Makropinozytose stellt im Vergleich zu der Clathrin- und Caveolae-vermittelten Endozytose
einen rezeptorunabhingigen Aufnahmeart der Pinozytose dar. Hierbei wird, dhnlich der Phago-
zytose, durch die Ausstiilpung der Zellmembran aufgrund einer Actinpolymerisation ein Vesikel
gebildet. Dieses kann auch Grofen im Mikrometermafistab aufweisen und wird analog zum Pha-
gosom intrazellular prozessiert. Bei Clathrin handelt es sich um ein nicht membranstindiges Pro-

tein, das nach der Bindung eines Liganden, z.B. Transferrin, an Membranrezeptoren eine Mem-
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braneinstiilpung (sog. Clathrin-coated pits) an dieser Stelle einleitet. Mit Hilfe des Proteins Dyna-
min wird diese Einstiilpung schliellich zu einem Vesikel abgeschniirt, das in der Regel kleiner als
200 nm ist. Durch Actinfilamente werden diese Clathrin-coated vesicles weiter in das Zellinnere
transportiert, wo sich schliellich Clathrin von der Vesikelaufienseite wieder 16st und das Vesikel
analog zum Phagosom prozessiert wird. Die Caveolae-vermittelte Endozytose lauft nach einem
ahnlichen Prinzip ab. Caveolae stellen hierbei spezielle Membranstrukturen dar, die bereits einer
Membraneinstiilpung dhnlich sind und durch das Protein Caveolin hervorgerufen werden. Auch
hier erfolgt die Bindung eines Liganden, z.B. Folsdure, an der Membranauflenseite, woraufhin die
Abschniirung eines Vesikels (50 - 80 nm) durch Dynamin erfolgt. Beziiglich des weiteren Schick-
sals dieser Vesikel wurde bisher eine Umgehung des endolysosomalen Abbaus und ein Transport
zum sog. Caveosom angenommen, jedoch wird auch eine lysosomale Verarbeitung des Vesikels
inzwischen diskutiert. Die zelluldire Aufnahme von NP kann durch alle der beschriebenen Me-
chanismen erfolgen und unterliegt dabei keiner Priferenz (zusammengefasst in Hasanzadeh et al.
2015, Oh und Park 2014).

Die Aufnahme von NP wird dabei durch ihre physikochemischen Eigenschaften beeinflusst. Hin-
sichtlich der Grofe wird beispielsweise eine optimale Partikelgrofie von 50 nm fiir die Interna-
lisierung in nicht-phagozytierende Zellen beschrieben (zusammengefasst in Kettler et al. 2014).
Gleichzeitig zeigt sich auch die Reaktivitit von der Partikelgrofie beeinflusst; so weist auch die In-
duktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) eine Grofenabhingigkeit bei einem Maximum durch
30 nm grofie NP auf (Jiang et al. 2008). Auch die Form der NP trigt zur Aufnahme bei, hier konnte
in verschiedenen Zellkultursystemen eine hohere Aufnahme von sphirischen Au NP in Vergleich
zu stibchenférmigen NP festgestellt werden (Chithrani ef al. 2006, Qiu et al. 2010). Die Beeinflus-
sung der NP-Aufnahme durch Partikelgrofe und -form wird mit der sogenannten wrapping time
in Verbindung gebracht (Chithrani und Chan 2007). Dabei wird ein verlidngerter Zeitraum beim
Umschliefen der NP durch die Zellmembran mit steigender Partikelgrofle und Seitenverhiltnisse
postuliert. Neben der Form und Grofle spielt auch die Ladung der verwendeten NP eine grofie
Rolle. So ist eine erhohte Toxizitét positiv geladener Partikel im Vergleich zu neutral oder negativ
geladenen NP in verschiedenen Modellsystemen bekannt (Heiden et al. 2007, Platel et al. 2016).
Dies beruht auf einer verstarkten Absorption kationischer NP auf die negativ geladene Zellmem-
bran, wodurch auch eine erhohte Aufnahme resultiert (zusammengefasst in Verma und Stellacci
2010). Somit hat auch die Modifikation der Oberfliche durch die Funktionalisierung mit gelade-
nen Liganden einen Einfluss auf die Toxizitdt von NP. Neben einer artifiziellen Modifikation der
NP-Oberflache verindert aber auch eine natiirliche Oberflichenmodifikation von NP, die durch
den Kontakt mit biologischen Fliissigkeiten entsteht, die Aufnahme von NP. So sind NP in zel-

luldren Systemen einer erhohten Ionenkonzentration sowie einer Vielzahl an Biomolekiilen, wie
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beispielsweisen Proteinen, ausgesetzt. Diese konnen mit den NP interagieren, wodurch im Falle
von Proteinen die Bildung einer Proteinkorona resultiert. Die Zusammensetzung der Proteinko-
rona hingt dabei von der Partikelspezies, -grofie, -oberflacheneigenschaft und der Expositionszeit
gegeniiber der biologischen Flissigkeit ab. Letztlich wird die Oberfliche der NP durch die ent-
standene Proteinkorona definiert, weshalb diese auch die weiteren Interaktionen der NP mit bio-
logischen Oberflichen, und damit auch deren Einfluss auf zelluldre Prozesse, beeinflusst. Hierzu
zahlt neben der Clearance, der Immunantwort und der toxischen Wirkung auch die zelluldre Auf-
nahme der Partikel (zusammengefasst in Docter et al. 2015 und Westmeier et al. 2016). So konnte
bereits gezeigt werden, dass Silica NP durch die Anwesenheit von Serum im Zellkulturmedium
besser in A549-Zellen aufgenommen (Lesniak et al. 2012). Im Gegensatz dazu wurden TiO, NP
unter Anwesenheit von Serum in geringerer Menge von NCI-H292-Zellen aufgenommen, als un-
ter Verwendung von serumfreien Zellkulturmedium (Vranic et al. 2017). Letztlich stellt auch die
Kristallstruktur der NP einen Faktor dar, der die Toxizitdt von NP beeinflusst. So sind beispiels-
weise unterschiedliche Toxizitdten von TiO, NP bedingt durch verschiedene Kristallstrukturen
bekannt (De Matteis et al. 2016, Sayes et al. 2006).

2.1.2 Kupfer(II)-oxid Nanopartikel

Grundsitzlich konnen metallbasierte NP in zwei Gruppen unterteilt werden: 19sliche und un-
16sliche NP. Wihrend in diesem Kapitel die Toxizitit von 1oslichen NP anhand von Kupfer(Il)-
oxid (CuO) NP erldutert wird, ist in Kap. 2.1.3 der Wirkmechanismus unléslicher NP anhand von
Titan(IV)-dioxid (TiO;,) NP dargestellt.

CuO NP werden in eine Vielzahl an Anwendungen, u. a. als Holzschutzmittel, additiv in Verpa-
ckungen sowie Katalysatoren verwendet (Civardi et al. 2015, Longano et al. 2012; zusammenge-
fasst in Chang et al. 2012), und zeigen in physiologisch relevanten Fliissigkeiten bei einem neutra-
len pH-Wert eine geringfiigige Loslichkeit. So konnte in Wasser und artifizieller alveolarer Fliis-
sigkeit nach 168 Stunden eine Loslichkeit von 2 % respektive 1 % festgestellt werden (Semisch
2013). Jedoch wurde sowohl in vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe als auch durch weitere
Forschergruppen, eine fast vollstindige Losung aller Partikel in artifizieller lysosomaler Fliissig-
keit (pH 4,5) festgestellt (Cho et al. 2012b, Semisch 2013). So konnte bereits nach einer halben
Stunde eine Loslichkeit von ca. 70 % sowie nach einer zwei stiindigen Inkubation eine Loslichkeit
von ca. 90 % beobachtet werden (Semisch 2013). Zusitzlich wurde auch eine hohe Loslichkeit in
Zellkulturmedium dargelegt, wobei diese ab einer 16-stiindigen Inkubation in Zellkulturmedium

mit FKS in etwa 40 % betrug. Eine Inkubation mit FKS freiem Zellkulturmedium wies im Gegen-
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satz dazu nach einer 24-stiindigen Inkubation eine Loslichkeit von etwa 65 % auf (Semisch 2013).
Zudem zeigen CuO NP im Vergleich zu mikroskaligen Verbindungen sowie Kupfer-lonen stets
die ausgepragteste Toxizitat (Karlsson et al. 2009, Midander et al. 2009, Semisch et al. 2014, Strauch
et al. 2017). Dieser Beobachtung liegt der sogenannte «trojan horse type» Mechanismus zugrunde,
der eine endozytotische Aufnahme und lysosomale Prozessierung der CuO NP zu Kupfer-Ionen
postuliert (Cronholm et al. 2013, Limbach et al. 2007, Moschini et al. 2013). Wahrend unter physio-
logischen Bedingungen der Kupferhaushalt streng homgostatisch reguliert ist (zusammengefasst
in Lutsenko 2010), kann durch kupferhaltige NP tiber den trojan horse type Mechanismus und die
intrazelluldre Freisetzung von Kupfer-lonen leicht eine zelluldre Kupferiiberladung hervorgeru-
fen werden. Bedingt durch die Redoxaktivitit von Kupfer-lonen und deren Beteiligung an einer
Fenton-dhnlichen Reaktion kann von der Induktion oxidativen Stresses ausgegangen werden (zu-
sammengefasst in Poprac et al. 2017). Zudem besitzen Kupfer-Ionen eine starke Thiolaffinitit,
weshalb eine Interaktion mit Zinkfingerproteinen denkbar ist (Schwerdtle et al. 2007).

Fur CuO NP wurden schon zahlreiche toxische Wirkungen in Zellkultursystemen und Tierver-
suchsstudien beschrieben. So zeigt sich diese Partikelspezies in unterschiedlichen Zelllinien sowie
Toxizitétstestsystem zytotoxisch (Ahamed et al. 2010, Cronholm et al. 2013, Karlsson et al. 2008,
2009, Midander et al. 2009, Moschini et al. 2013, Semisch et al. 2014, Strauch et al. 2017, Wang et al.
2012). Aufgrund der beschriebenen Umgehung der streng regulierten Kupferhomoostase durch
den trojan horse type Mechanismus sind auch stark erhohte intrazelluliare Kupfergehalte nach Ex-
position gegentiber CuO NP bekannt (Cronholm et al. 2013, Semisch et al. 2014, Strauch et al.
2017, Wang et al. 2012), die in einer Induktion von oxidativem Stress resultieren (Ahamed et al.
2010, Fahmy und Cormier 2009, Jing et al. 2015, Karlsson et al. 2008, Moschini et al. 2013, Strauch
et al. 2017). Im Zuge dieser oxidativen Imbalance kénnen redoxsensitive Transkriptionsfaktoren
aktiviert werden. Hierbei wird insbesondere die Aktivierung von NF-xB und AP-1 postuliert (Cho
et al. 2012a, Piret et al. 2012, Strauch et al. 2017). Zusitzlich wird auch eine genotoxische Wirkung
der CuO NP beschrieben, u.a. durch die Induktion von Mikrokernen und DNA-Strangbriichen
(Cronholm et al. 2013, Karlsson et al. 2008, 2009, Semisch et al. 2014, Wang et al. 2012). Auch
die Einleitung der Apoptose durch CuO NP ist bekannt (Karlsson et al. 2009, Semisch et al. 2014,
Shafagh et al. 2015), jedoch wird ebenso eine Mischung aus apoptotischem und nekrotischer Zell-
tod (Chusuei et al. 2013, Strauch et al. 2017) sowie eine Beteiligung der Autophagie disktutiert
(Moschini et al. 2013, Sun et al. 2012). Ferner wurde ebenso eine Einflussnahme auf die Zellzy-
kluskontrolle in Form eines Zellzyklusarrests publiziert. Hierbei wird vor allem ein Arrest der
G1-Phase durch CuO NP induziert (Hanagata et al. 2011, Strauch et al. 2017). Zudem wurde auch
eine proinflammatorische Antwort auf eine CuO NP Exposition auf zelluldrer Ebene bereits be-
schrieben (u.a. Dankers et al. 2018, Jing et al. 2015, Strauch et al. 2017, Ude et al. 2017).
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Neben den zahlreichen Studien in Zellkultursysteme, liegen auch Veroffentlichungen zur Toxi-
zitdt in vivo vor. Sowohl in Miusen als auch in Ratten ist dabei nach Exposition iiber eine in-
tratracheale Instillation sowie Inhalation vor allem eine inflammatorische Antwort und ein akut
toxischer Effekt festgestellt worden (Kim et al. 2011, Minigalieva et al. 2017, Pettibone et al. 2008,
Song et al. 2012; zusammengefasst in Ahamed et al. 2015). Zudem liegt eine Studie vor, die ei-
ne Exposition von CuO NP iiber ein air-liquid interface (ALI) auf ein Zellkultursystem mit einer
Tierversuchsstudie mit Mausen vergleicht. In dieser wurde eine vergleichbare LDH-Freisetzung
sowie inflammatorische Antwort unter der Verwendung dhnlicher Dosierungen dargestellt. Die
inflammatorische Antwort duflerte sich dabei in einer Ausschiittung von I1-8 bzw. dem murinen
I1-8 Analogon CXCLI1 (Jing et al. 2015).

2.1.3 Titan(IV)-dioxid Nanopartikel

Die Anwendung von Titan(IV)-dioxid (TiO;) NP in verschiedenen Produkten ist bereits weit ver-
breitet, u.a. als Additiv in Polymeren und Kosmetika (zusammengefasst in Fadeel und Garcia-
Bennett 2010 und Zhang et al. 2015). Generell gilt diese Partikelspezies als Paradebeispiel eines
inerten und schwerloslichen NP (Zhong et al. 2017; zusammengefasst in Wang und Fan 2014,
Zhang et al. 2015). Dennoch wurden TiO, NP von der International Agency for Research on Cancer
als moglicherweise kanzerogen fiir den Menschen (Gruppe 2B) und von der MAK-Kommission
als krebserzeugend Kategorie 4 eingestuft (Kuempel und Sorahan 2010, MAK-Kommision 2018).
Die Einstufung der MAK-Kommission spiegelt dabei einen Stoff mit kanzerogenen Eigenschaften
wider, der keinen oder einen sehr geringen Beitrag zum Krebsrisiko fiir den Menschen leistet. Zu-
dem liegt fiir diese Stoffe kein genotoxischer Wirkmechanismus vor. TiO; kann in vielen Kristall-
strukturen vorliegen, allerdings sind insbesondere Anatas, Rutil und Brookit in der Literatur gut
beschrieben. Wihrend Anatas und Rutil eine tetragonale Struktur aufweisen, liegt Brookit in einer
orthorhombischen Form vor (zusammengefasst in Kwon et al. 2008 und Zhang et al. 2015). Alle
drei Formen sind photokatalytisch aktiv und konnen somit ROS unter dem Einfluss von UV-Licht
generieren (zusammengefasst in Fadeel und Garcia-Bennett 2010, Kwon et al. 2008). Jedoch unter-
scheiden sich die verschiedenen Kristallstrukturen in ihrer Reaktivitit als Photokatalysator und
damit auch in ihrer biologischen Aktivitit (zusammengefasst in Fadeel und Garcia-Bennett 2010,
Kwon et al. 2008, Zhang et al. 2015). Nach Exposition gegeniiber TiO, NP in der Anatas-Struktur
liegen viele Erkenntnisse bzgl. einer zyto- und genotoxischen Wirkung sowie der Induktion von
oxidativem Stress aus Zellkulturstudien vor (Kansara et al. 2015, Srivastava et al. 2013, Toyoo-

ka et al. 2012, Wang et al. 2015, Zhang et al. 2013). Gleichzeitig werden nur geringfiigige Effekte
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durch NP aus einem Anatas/Rutil-Gemisch, das auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wur-
de, und aus reinem Rutil aufgezeigt (Jiang et al. 2008, Jugan et al. 2012, Lagopati et al. 2014, Sayes
et al. 2006, Simon-Deckers et al. 2008, Tedja et al. 2011, Vandebriel et al. 2018). Diese Beobachtung
wird mit einer im Vergleich groferen Bandliicke zwischen Valenz- und Leitungsband sowie einer
geringeren effektiven Masse von Elektronen in Partikeln der Anatas-Struktur begriindet. Daraus
resultiert eine gesteigerte Mobilitat von Ladungstrigern und damit auch eine hohere Effizienz in
der Generierung von ROS (zusammengefasst in Fadeel und Garcia-Bennett 2010). Aufgrund der
unterschiedlichen zelluliren Reaktion auf verschiedene TiO, NP Spezies wird im Rahmen der
Ergebnisdiskussion vorzugsweise auf Studien zuriickgegriffen, die die gleiche Partikelspezies ver-
wendeten. Dabei handelt es sich um ein Gemisch aus Anatas und Rutil im Verhiltnis 80 : 20.
Neben einer Schidigung des Lungengewebes nach In-vivo-Expositionen von Ratten und Méusen
iiber eine intratracheale Instillation und Inhalation ist auch die Induktion von oxidativem Stress,
aber vor allem eine inflammatorischen Reaktion beschrieben (zusammengefasst in Iavicoli et al.
2012, Wang und Fan 2014, Zhang et al. 2015). Die mogliche kanzerogene Wirkung von TiO, NP
wird von lavicoli et al. (2012) kritisch beurteilt. So ist eine eindeutige kanzerogene Wirkung nur
in einer Studie nach intratrachealer Instillation von Ratten bekannt, eine vergleichbare Studien
mit Mausen zeigt jedoch keine Kanzerogenitit. Eine direkte Ubertragung der Studienergebnisse
auf die Spezies Mensch bleibt fragwiirdig, weshalb in dieser Hinsicht weiterhin Forschungsbe-
darf besteht (zusammengefasst in lavicoli et al. 2012). Von Seiten der MAK-Kommission wird die
kanzerogene Wirkung der einatembaren Fraktion von TiO, Partikeln im Tierversuch durch ei-
ne entziindlich-proliferative Wirkung beschrieben. Diese Reaktion kann durch eine chronische
Exposition und zellulire Uberladung mit TiO, Partikeln aufgrund einer verminderten Clearance
ausgelost werden. Expositionen, die diese Reaktion nicht hervorrufen und unter denen eine aus-
reichende Clearance vorliegt, sind nicht mit einem erhohten Krebsrisiko in Verbindung zu bringen
(MAK-Kommision 2009).

2.1.4 Nanokomposite

Verbundstoffe aus einer Polymermatrix und einem nanoskaligen Fiillstoff werden als Nanokom-
posite bezeichnet. Durch den Zusatz von NM zu Polymeren wird wihrend der Herstellung dieser
Materialien unter anderem das Kristallisationsverhalten sowie die Glasiibergangstemperatur des
nativen Polymers beeinflusst. Dadurch erhalten Nanokomposite im Vergleich zu ihren nativen
Analoga aus purem Polymer verdnderte Eigenschaften, die sich sowohl negativ als auch positiv

auswirken konnen. Zu den potentiell geinderten Eigenschaften zihlen neben einem verinderten
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Abbrennverhalten auch eine Anderung der Steifigkeit des Materials sowie Anderungen der Per-
meabilitit und elektrischen Eigenschaften des Polymers. Beispielhaft soll hier der Einfluss auf das
Abbrennverhalten beschrieben werden. Hierbei wird nach der Zugabe von Nanofasern zu Poly-
meren unter Hitzeeinwirkung die Bildung einer stabilen Schicht aus verkohltem Material postu-
liert. Diese umschlief3t das Polymer und schiitzt dieses somit vor einer weiteren Hitzeeinwirkung,
wodurch sich die maximal mogliche Hitzeabgabe des Polymers reduziert. Resultierend wird die
Flammenausbreitung auf umliegende Strukturen minimiert, weshalb folglich NM bisherige Flam-
menschutzmittel in Polymeren ersetzen konnten (zusammengefasst in Paul und Robeson 2008).
Die Freisetzung der verwendeten nanoskaligen Fiillmaterialien aus den Polymermatrizes durch
natiirliche Einfliisse (z.B. UV-Strahlung) oder prozessbedingte Belastungen (z.B. Vermahlen oder
Verbrennen) stellt dabei grofitenteils ein noch ungewisses Risiko dar.

Eine Freisetzung nanoskaliger Strukturen wihrend der Produktion von Nanokompositen ist be-
reits beschrieben. Dabei werden neben nanoskaligen Polymerstrukturen auch die verwendeten
NP in die Umgebungsluft als einzelne Partikel und Agglomerate emittiert (Tsai et al. 2008). Auch
die Emission durch natiirliche Prozesse ist bereits gut untersucht. So zeigen beispielsweise Nguy-
enet al. (2011) die Freisetzung von Silica NP aus einem Epoxidharz durch UV-Strahlung, wiahrend
multi-walled carbon nanotubes die Photodegradation verlangsamten (Nguyen ef al. 2011). Die Frei-
setzung von Silica NP nach einer Photodegradation mit UV-Strahlen wird ebenso aus einer Poly-
urethanmaxtrix beschrieben (Jacobs et al. 2016). Auch eine Emission aus NM-haltigen Beschich-
tungen ist bekannt, wobei bereits bei normaler Handhabung dieser Materialien eine Migragati-
on der NM aus dem Nanokomposit beobachtet wird (Kim et al. 2016). Neben einer Freisetzung
durch natiirliche Prozesse oder einem alltdglich Gebrauch ist auch eine Emission von nanoskali-
gen Verbindungen wihrend der Weiterverarbeitung oder mechanischen Belastung, in Form von
beispielsweise Vermahlungs- und Schleifprozessen, von Nanokompositen bekannt. Dabei werden
durch die Vermahlung von Nanokompositen sowohl nanoskalige Polymerpartikel (Ogura et al.
2013, Raynor et al. 2012) als auch das nanoskalige Fiillmaterial (Methner et al. 2012) freigesetzt.
Gleichzeitig ist eine Emission von carbon nanotubes (CNT) aus einem Nanokomposit basierend
auf Epoxidharz durch mechanische Einfliisse wie beispielsweise Schleifen bekannt (Schlagenhauf
et al. 2012; zusammengefasst in Schlagenhauf et al. 2014). Auch das Bohren von Nanokomposi-
ten verursacht eine im Vergleich zum nativen Polymer erhohte Freisetzung nanoskaliger Partikel
(Starost et al. 2017). Im Gegensatz hierzu wird jedoch auch im Vergleich zu nativen Polymeren
keine erhohte Freisetzung von nanoskaligen Verbindungen nach dem Schleifen von Nanokom-
positen beschrieben. Dies umfasst dabei Nanokomposite, die sowohl NP als auch CNT als Fiill-
materialien enthalten. Eine in vivo Exposition gegeniiber den dabei gesammelten Staubfraktionen

zeigt zudem keine toxische Wirkung (Wohlleben et al. 2011). Beziiglich einer thermischen Verwer-
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tung von CNT-haltigen Nanokompositen ist eine klare Temperaturabhidngigkeit zu beobachten.
Wihrend geringe Temperaturen (ca. 400 °C) zu einer Freisetzung von CNT aus derartigen Na-
nokompositen fithren, verbrennen diese bei hoheren Temperaturen vollstindig (Bouillard et al.
2013, Chivas-Joly et al. 2014). Die Datenlage beztiglich einer Freisetzung von nanoskaligen Struk-
turen aus NP-haltigen Nanokompositen ist ebenso divergent. Einerseits wurde eine Freisetzung
nanoskaliger Partikel, die hauptsichlich aus der Polymermatrix stammen, beschrieben (Mosurkal
et al. 2008, Motzkus et al. 2011). Andererseits wurde ebenso die gegenteilige Beobachtung gemacht
und keine Freisetzung von NP festgestellt (zusammengefasst in Froggett et al. 2014). Eine direkte
online-Exposition gegeniiber Zellkultursystemen und eine toxikologische Beurteilung von Ver-
brennungsprodukten aus der thermischen Verwertung von Nanokompositen, wie sie in dieser

Arbeit beschrieben ist, wurde bisher noch nicht publiziert.

2.2 Expositionsmethoden

Auf Zellkultur basierende Studien zur Untersuchungen toxischer Effekte und Wirkmechanismen
werden in der Regel unter submersen Bedingungen durchgefiihrt. Hierbei findet die Kultivierung
von Zellkulturen am Boden spezieller Platten oder Flaschen statt, wobei die Zellen dabei von Zell-
kulturmedium umgeben sind. Insbesondere fiir die Untersuchung inhalationstoxischer Effekte re-
prasentiert diese Kultivierungsart jedoch keine physiologischen Bedingungen, da Lungenepithel-
zellen auf apikaler Seite lediglich von einem diinnen Fliissigkeitsfilm in Form von Mukus oder
surfactant umgeben sind (zusammengefasst in Frohlich und Salar-Behzadi 2014). Diese Problema-

tik kann mit einer Zellkultivierung an einem ALI behoben werden (Abb. 2.2).

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Zellkultivierung unter submersen (links) und air-
liquid interface (rechts) Bedingungen (modifiziert nach Aufderheide 2008).
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Hierzu erfolgt die Kultivierung in einem Transwellsystem, das eine membranfixierende Zellkul-
tureinlage in einer Lochplatte darstellt. Die Membran besteht dabei aus einem pordsen Polymer,
auf der Zellkulturen adhdrieren konnen. Nach einer submersen Anwachsphase kann das apikale
Medium entfernt werden, wodurch die Versorgung mit Zellkulturmedium lediglich von basaler
Seite erfolgt und die apikale Seite der Umgebungsluft ausgesetzt wird. Dieses Kultivierungssystem
wurde neben einer Kultivierung von Monokulturen inhalationstoxikologisch relevanter Zelllini-
en auch fiir Co-Kulturen, rekonstituierte 3D-Zellgewebe und organ-on-a-chip Modelle genutzt
(zusammengefasst in Hiemstra et al. 2017). Neben einer physiologisch realistischen Kultivierung
bieten die ALI-kultivierten und -exponierten Zellkulturmodelle insbesondere in der Nanotoxiko-
logie noch weitere Vorteile, die in Kap. 2.2.2 niher beleuchtet werden. Die Problematik submerser
NP Expositionen sowie die steigende Bedeutung der ALI-Exposition in der Nanotoxikologie wer-

den im Folgenden beschrieben.

2.2.1 Problematik submerser Nanopartikelexpositionen

Eine submerse Exposition gegeniiber NP zeigt neben einer ungeeigneten Kultivierungsmethode
fiir Zellkulturen des Respirationstrakts noch weitere Problemstellungen auf (zusammengefasst in
Paur et al. 2011). Insbesondere die Dosiserfassung unter submersen Bedingungen ist hierbei er-
wihnenswert. Allgemein ist dabei zwischen der verabreichten, deponierten und intrazelluldren
Dosis zu unterscheiden (zusammengefasst in Secondo et al. 2017). Die verabreichte Dosis be-
schreibt dabei die Menge an NP, die in das Zellkulturmedium appliziert wird. Diese entspricht
unter submersen Bedingungen jedoch nicht der deponierten Dosis auf der Zelloberfliche (zu-
sammengefasst in Lison und Huaux 2011). Die Ursache liegt hierbei im Einfluss der physikoche-
mischen Partikeleigenschaften, wie beispielsweise der Grofle, auf die Diffusion und Sedimentati-
on der NP im Zellkulturmedium wihrend der Exposition (zusammengefasst in Teeguarden et al.
2007).

Generell beschreibt die Diffusion eine spontane und passive Partikelbewegung von Bereichen ei-
nes hohen chemischen Potentials zu Arealen mit niedrigem chemischen Potential. Sobald sich ein
System im Gleichgewicht befindet, ist auch kein Partikeltransport zu beobachten. Innerhalb eines
submersen Zellkultursystem ist jedoch aufgrund der zelluldren Partikelaufnahme stets ein Kon-
zentrationsgradient an der Zelloberfldche vorzufinden, der die Diffusionsbewegung der Partikel

antreibt.
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Die Zeit t (s), in der NP innerhalb einer Fliissigkeit eine definierte Wegstrecke r (m) zuriicklegen,

kann mit Hilfe folgender Formel beschrieben werden:

()
2-D

t = (2.1)

hierbei stellt <r2> das quadratische Mittel der Wegstrecke bzw. den Weg eines durchschnittlichen
Partikels und D den Diffusionskoeffizienten (m2/s) dar (zusammengefasst in Teeguarden et al.
2007).

Dieser wird durch die Stokes-Einstein-Gleichung beschrieben (Gleichung 2.2) und ist innerhalb
eines submersen Zellkultursystems nur vom Partikeldurchmesser d (m) und der Viskositit . (Pa-s)

des Zellkulturmediums abhéngig:

R-T

D:
3-Np-7m-pu-d

(2.2)

wobei R die Gaskonstante (L -kPa/K/mol), Ny die Avogadro-Konstante und T die Temperatur (K),
die bei Expositionen von Zellkultursystemen konstant bei 37 °C liegt, widerspiegelt (Hinderliter
et al. 2010).

Da sich die Diffusionskonstante umgekehrt proportional zum Partikeldurchmesser verhilt, beno-
tigen grofere Partikel eine langere Zeit fiir eine definierte Wegstrecke als kleinere. Daher ist die
Partikelbewegung durch Diffusion ab einer gewissen Grofie nicht mehr die treibende Kraft fiir
deren Bewegung. Teeguarden et al. (2007) geben hierbei einen Schwellenwert fiir Partikel grofler
als 100 nm an. Ab dieser Partikelgrofe stellt die Sedimentationsgeschwindigkeit (m/s), und damit
eine auf der Gravitit beruhende Bewegung, die vorherrschende Transportform dar (zusammen-

gefasst in Teeguarden et al. 2007). Diese wird durch die Stokessche Gleichung beschrieben:

=g'(ﬂp—Pf)'d2
18- 1

A% (2.3)

dabei stellt g die Erdbeschleunigung (m/s?), pp die Dichte des Partikels (kg/ m?), p¢ die Dichte des
Mediums (kg/ m?), 1 die Viskositit des Mediums (Pa - s) und d den Partikeldurchmesser (m) dar
(Hinderliter et al. 2010).

Die Sedimentation ist somit, ebenso wie die Diffusion, von der Partikelgrofle, der Dichte und der
Viskositit des Mediums abhingig. Auch das notige Suspendieren von NP in Zellkulturmedien
kann zu Verdanderungen der physikochemischen Eigenschaften durch Agglomeration der Partikel

fithren oder durch Adsorption von Proteinen des Zellkulturmediums an die Partikel die Ausbil-
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dung einer Proteinkorona hervorrufen (zusammengefasst in Guggenheim et al. 2018 und Hussain
et al. 2015). Dadurch kann, neben der zelluldren Aufnahme, auch der hydrodynamische Durch-
messer und die Dichte der Partikel beeinflusst werden, wodurch ein verindertes Diffusions- oder
Sedimentationsverhalten resultiert. Zudem verhindert die Loslichkeit von NP unter submersen
Bedingungen, insbesonders leicht I6slicher metallbasierter NP, eine verldssliche Angabe einer ex-
akten Dosierung (zusammengefasst in Hussain et al. 2015). Zur Erfassung der deponierten Dosis
liegt inzwischen zwar ein mathematisches Modell vor (Hinderliter et al. 2010); um jedoch letzt-
lich submers durchgefiihrte Studien hinsichtlich der deponierten Dosis einwandfrei vergleichen
zu konnen, bedarf es einer standardisierten Expositionsmethode, in der Parameter wie beispiels-

weise die Hohe des Mediumiiberstands oder eingesetzte Partikelgroflen klar definiert sind.

2.2.2 Exposition iiber ein air-liquid interface

Die Applikation von NP tiber ein ALI ermoglicht aufgrund der einzigartigen Kultivierungsmetho-
de die direkte Erfassung der deponierten Dosis. Dies kann zum einem mikroskopiebasierend mit
Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) oder Rasterelektronenmikroskopie erfol-
gen. Diese Verfahren definieren die Dosis als Partikelanzahl pro Fliche und konnen zwischen Ag-
glomeraten sowie Primarpartikeln unterscheiden. Zum anderen kann die deponierte Dosis iiber
eine quantitative Analyse mit Hilfe spektrometrischer Methoden, beispielsweise der Atomabsorp-
tionsspektrometrie (AAS) oder Massenspektrometrie mit induktiv gekoppelten Plasma (ICP-MS),
erfolgen. Diese quantitativen Verfahren sind jedoch nur in der Lage metallbasierte NP zu bestim-
men. Zudem besteht die Moglichkeit zur Erfassung einer massenbezogenen deponierten Dosis
durch die Verwendung einer Quarzkristall-Mikrowaage (QCM), die Massen durch eine lineare
Abnahme der Resonanzfrequenz bei steigender Deposition quantifiziert (Lenz et al. 2009; zusam-
mengefasst in Secondo et al. 2017). Neben der Quantifizierung deponierter Dosen ist auch eine
gezielte Manipulation von NP mit einer Protein-Corona, beispielsweise durch surfactant Proteine,
vor einer ALI-Exposition denkbar (zusammengefasst in Drasler et al. 2017). Ein weiterer Vorteil
von bedeutender Relevanz ist die Moglichkeit zur Untersuchung komplexer Aerosole beispiels-
weise aus Verbrennungsprozessen, da sowohl die Gasphase als auch luftgetragene Partikel mit der
verwendeten Zellkultur in Kontakt kommen (zusammengefasst in Lacroix et al. 2018). Jedoch kann
die Komplexizitat auch einen Nachteil darstellen, da eine entsprechende Charakterisierung des zu
untersuchenden Aerosols mit addquater Messtechnik erfolgen muss. Weitere Vor- und Nachteile
einer ALI-Exposition und submersen Applikation von NP wurden von Miilhopt et al. (2016) und

Paur et al. (2008) zusammengefasst (Tab. 2.1). Zur Exposition tiber ein ALI stehen verschiedene
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Tabelle 2.1: Tabellarische Zusammenfassung von Vor- und Nachteilen einer submersen bzw. ALI-
Exposition gegeniiber NP (modifiziert nach Miilhopt et al. 2016 und Paur et al. 2008).

Submerse Exposition

ALI-Exposition

> Einfach
> Hochdurchsatzverfahren fiir
Toxizitatsscreening moglich

> Realitdtsndheres Expositionsszenario
> Unverdndertes Aerosol
> Exakte Dosisbestimmung

Vorteile > Surfactant-bildende Zellen verwendbar
> Gasphase aus komplexem Aerosol
kann untersucht werden

> Keine realitdtsnahe Kultivierung > Teuer
> Medium verindert Partikeleigenschaften > Kein Hochdurchsatz moglich
Nachteile > Unbekannte deponierte Dosis > Komplexes System, sowohl technisch

> Keine Untersuchung der Gasfraktion
bei Aerosolen

als auch chemisch

Systeme unterschiedlicher Hersteller zur Auswahl, wobei generell drei Applikationsmoglichkeiten

bestehen: eine diskontinuierliche Exposition gegentiber einer Partikelwolke oder eine kontinuier-

liche Exposition gegentiber einem Luftstrom parallel beziehungsweise im Lot zur Zelloberfliche

(Abb. 2.3).

N\

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Verfahren zur Exposition iiber
ein air-liquid interface.links: horizontaler Luftstrom; mittig: vertikaler Luftstrom; rechts:
diskontinuierliche Exposition durch eine Aerosolwolke (modifiziert nach Secondo et al.

2017).

2.2.2.1 Diskontinuierliche ALI-Exposition

Die Applikation von NP iiber eine diskontinuierliche ALI-Exposition mit dem im Rahmen dieser

Arbeit verwendeten Expositionssystem (Vitrocell® Cloud) wurde bereits mehrfach publiziert (u.a.
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Brandenberger et al. 2010, Herzog et al. 2013, Lenz et al. 2009, Stoehr et al. 2015). In diesem Sys-
tem werden mit Hilfe eines Aerosolgenerators aus einer NP-Suspension durch eine vibrierende
Membran ein NP-haltiges Aerosol mit Fliissigkeitstropfchen im pm-Mafistab (ca. 4 pm) gene-
riert (zusammengefasst in Dhand 2004). Das generierte NP-haltige Aerosol setzt sich anschlieffend
wihrend einer Sedimentationsphase innerhalb einer Expositionskammer auf ein heizbares Expo-
sitionsmodul ab, in dessen Vertiefungen fiir Zellkultureinlagen eingearbeitet sind. Durch diese
Prozedur (Abb. 2.4) ist es moglich, Depositionseffizienzen von bis zu 57 % zu erzielen sowie De-
positionen zwischen 0,02 und 200 pg/cm? auf die Zelloberfliche zu applizieren (Lenz ef al. 2009).
Aufgrund der Trennung der Expositionskammer in zwei Kompartimente ist auflerdem eine si-

multane Exposition von Negativkontrollen mit dem Suspensionstrager moglich.

LN
> 7|

\/ \/ \w

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Abfolge einer Exposition an einer Vitrocell® Cloud.
Nach Zugabe einer NP-haltigen Suspension wird durch einen Aerosolgenerator ein NP-
haltiges Aerosol erzeugt, das schlie8lich auf die Zelloberflidche absedimentiert (modifiziert
nach Lenz et al. 2014).

Eine Gleichverteilung des Aerosols auf die jeweils eingesetzten Zellkultureinlagen wurde sowohl
gravimetrisch als auch mit Hilfe einer Fluorescein-Losung festgestellt (Lenz et al. 2009; 2014).
Zudem ist die Verwendung einer QCM in diesem Expositionssystem bereits etabliert (Lenz et al.
2009). Insgesamt stellt dieses System durch die kurze Expositionszeit (10 Minuten), eine relativ
kompakte Grofle und einfache Handhabung ein ideales ALI-Expositionssystem im kleinen La-

bormafistab dar.
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2.2.2.2 Kontinuierliche ALI-Exposition

Eine kontinuerliche Exposition wird durch eine laminare Stromung eines NP-haltigen Aerosols
auf die Zelloberfliche realisiert. Dabei kann sowohl ein horizontaler (paralleler) oder vertikaler
(lotrechter) Durchfluss verwendet werden. Wihrend bei einer horizontalen Stromung die Partikel-
deposition nur durch Diffusion und Gravitation erfolgt, erhoht bei einer vertikalen Applikation
des Luftstroms zusitzlich die Impaktion der NP auf die Zelloberfliche eine Partikeldeposition

(zusammengefasst in Secondo et al. 2017).

PM 2.5 Inlet

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des verwendeten kontinuierlichen Expositionssystems.
Links: Datenerfassung und -kontrolle sowie Kontrolleinheiten fiir das Zuschalten der
Hochspannung (hier: HV). Rechts: Darstellung eines Moduls zur Exposition von Reinluft-
kontrollen (1, CAC), zur Exposition gegeniiber der reinen Gasphase eines Aerosols mit
eingebauten Filter zur Partikelabscheidung (2) und eines Moduls zur Exposition gegen-
iiber dem nativen Aerosol (3). Das gesamte rechte Kompartement ist auf 37 °C temperiert
(Verwendung der Grafik mit Erlaubnis von Miilhopt et al. 2016).
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Expositionssysteme, die eine horizontale Stromung verwenden, zeigen noch keine weite Verbrei-
tung (Frijns et al. 2017). Im Gegensatz dazu ist eine Vielzahl an Expositionsystemen zu erwerben,
die Aerosole mit Hilfe einer vertikalen Stromung applizieren. Hierzu z&hlen unter anderem der
P.R.LT. ExpoCube sowie verschiedene Expositionssyteme der Firmen Vitrocell® und Cultex® (u.a.
Aufderheide et al. 2013, Loret et al. 2018, Ritter und Knebel 2014)

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde mit der Vitrocell® Automated Exposure Station
gearbeitet (Abb. 2.5), die bereits Anwendung in toxikologischen Untersuchungen von Schiffsdie-
selabgasen und Aerosolen aus der Holzverbrennung fand (Milhopt et al. 2016). Hier wird das
Aerosol zu Beginn durch ein Inlet in das Expositionssystem geleitet, das alle Partikelfraktionen
iiber 2,5 pm abscheidet. Dementsprechend gelangen nachfolgend, wie in die Alveolen der Lunge,
nur Partikel kleiner als 2,5 ym in den Hauptreaktor. Dort erfolgt eine Befeuchtung des Aerosols
auf 85 % Luftfeuchtigkeit, um eine Abnahme der Zellviabilitit durch Austrocknen wihrend der
mehrstiindigen Exposition zu verhindern. Zudem herrscht im Hauptreaktor mit 37 °C die gleiche
Temperatur wie in gidngigen Inkubatoren. Vom Hauptreaktor wird das Aerosol mit einer Durch-
flussrate von 100 mL/min auf die Expositionsmodule, in die die Zellkultureinlagen eingelegt wer-
den, verteilt. Unterhalb jeder Position zur Befestigung von Zellkultureinlagen ist eine Elektrode
angebracht, um gegebenenfalls die Deposition durch das Zuschalten einer Hochspannung (1000
V) zu erhdhen. Ohne diese Option erfolgt die Partikeldeposition tiber Diffusion, woraus eine deut-
lich reduzierte Deposition resultiert (De Bruijne et al. 2009, Miilhopt et al. 2016, Savi et al. 2008).
Die Stirke dieser Depositionserhohung hingt von der lonenbeweglichkeit geladener Partikel, und
damit von deren Grofie und Ladungszahl ab. Daher ist es nicht moglich, einen Aerosol iibergrei-
fenden Faktor fiir die Depositionserhohung zu nennen, es wurde jedoch bereits eine Steigerung
um den Faktor neun publiziert (Miilhopt et al. 2016). Durch das Zuschalten einer Hochspannung
wird ein elektrisches Feld erzeugt, dessen Ausrichtung geladene Partikel auf der Zelloberfliache
deponieren liasst. Neben den Expositionsmodulen befindet sich noch ein weiteres Modul zur Ex-
position gegeniiber Reinluftkontrollen (CACs) innerhalb des Expositionsschrankes. Auch hierbei
wird die exponierte Reinluft, die synthetische oder mit HEPA-Filtern gefilterte Luft darstellt, zu-
vor auf 85 % Luftfeuchtigkeit befeuchtet und auf 37 °C erhitzt. Alle Parameter (Temperatur, Druck,
Durchflussraten, Hochspannung, QCM-Deposition) konnen mit Hilfe eines eingebauten Datener-
fassungsprogramms tiberwacht werden (Miilhopt et al. 2016). Die Depositionseftizienz von 1,5 %
ohne eine Depositionserhohung durch das Zuschalten einer Hochspannung ist im Vergleich zur
Exposition mit der Vitrocell® Cloud zwar deutlich geringer, jedoch zeigt das beschriebene Expo-
sitionssystem andere Vorteile, wie beispielsweise die online-Exposition von Verbrennungsaero-
solen. Zudem ist eine direkte Erfassung der deponierten Dosis durch eine eingebaute QCM sowie

integrierbare Gitternetze fiir TEM-Aufnahmen moglich (Miilhopt et al. 2016).
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2.2.2.3 Vergleichbarkeit von ALI-Expositionen mit submersen Zellkultur- und

Tierversuchsexpositionen

Es liegen bereits einige Studien beziiglich eines direkten Vergleichs der Wirkung von NP nach
Exposition in einem submersen bzw. ALI-System vor, wobei nur Studien unter Verwendung ver-
gleichbarer Zelldichten fiir beide Expositionen beriicksichtigt wurden. Dabei kann jedoch keine
klare Aussage dariiber getroffen werden, ob eines dieser beiden Systeme eine sensiblere Reaktion
auf eine Exposition gegeniiber NP zeigt. So konnten einerseits ausgepragtere Effekte nach ALI-
Exposition gegeniiber funktionalisierten Polystyren, TiO;, CeO, und ZnO NP beobachtet werden
(Frohlich et al. 2013, Lenz et al. 2013, Loret et al. 2016). Andererseits wurde aber auch eine weniger
ausgeprigte zellulire Antwort auf Ag, ZnO und Silica NP durch eine ALI-Exposition beschrieben
(Herzog et al. 2014, Holder und Marr 2013, Panas et al. 2014, Xie et al. 2012). Da sich unter den
betrachteten NP sowohl leicht (u.a. ZnO NP) als auch schwer 16sliche (u.a. TiO, NP) Partikel-
spezies befinden, kann dies nicht mit toxischen Effekten durch geloste lonen in einer submersen
Exposition begriindet werden. Es scheinen daher andere physikochemische Eigenschaften, wie
beispielsweise die Partikelgrofie (Kap. 2.1.1), oder mogliche fehlerhafte Aussagen tiber die depo-
nierte Dosis unter submersen Expositionen fiir die beschriebenen Beobachtungen verantwortlich
zu sein.

Aufgrund der eher physiologischen Kultivierung von Lungenzellkulturmodellen durch ein ALI
besteht die Hoffnung, Tierversuche teilweise durch Experimente unter Verwendung von ALI-
Expositionen zu vermeiden. Aus diesem Grund versuchten Jing et al. (2015) eine Korrelation zwi-
schen einer ALI-Exposition von Alveolar- und Bronchialzellen gegeniiber CuO NP und einer
Inhalations- sowie Instillationsstudie mit Mausen zu erortern. Hierbei begriinden die Autoren die-
ser Studie die Vergleichbarkeit zwischen ALI-Exposition und der Tierversuchsstudie durch eine
beobachtete Dosisabhingigkeit der untersuchten Endpunkte (akute Toxizitit und inflammatori-
sche Wirkung) in beiden Systemen (Jing ef al. 2015). Auch Loret et al. (2018) ziehen einen Vergleich
zwischen einer Exposition eines Zellkultursystems und einer Tierversuchsstudie. Dabei wurde ei-
ne proinflammatorische Reaktion von TiO; und CeO, NP sowohl nach intratrachealer Instillati-
on in Ratten als auch nach ALI-Exposition von Co-Kulturen aus Pneumozyten und Makrophagen
untersucht. Hierbei zeigt die ALI-Exposition eine zur in vivo Studie vergleichbare Reaktion, ins-
besondere wenn die applizierte Dosis auf die vorhandene Anzahl an Makrophagen normiert wird.
Jedoch wird gleichzeitig auf die geringe Datenmenge verwiesen und die Untersuchung weiterer,

vor allem toxisch wirkender, NP gefordert (Loret et al. 2018).
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Bedingt durch die intensive industrielle Nutzung und stetige Entwicklung innovativer Nanoma-
terialien (NM) ist auch eine Weiterentwicklung von Methoden zur toxikologischen Beurteilung
dieser Materialien erforderlich. Die Erfassung des toxikologischen Potentials nanoskaliger Ver-
bindungen in vitro beruht im Wesentlichen auf submersen Expositionen in Zellkultursystemen.
Jedoch spiegelt diese Kultivierungsmethode keine physiologischen Bedingungen des Respirations-
trakts wider. Insbesondere im Alveolarbereich der Lunge, den fiir die Nanotoxikologie relevan-
testen Lungenabschnitts, werden Epithelzellen lediglich von einem Fliissigkeitsfilm bedeckt und
liegen an einer Grenzfliche zwischen Luft (Atmosphire) und Fliissigkeit (Blut) vor. Um realitétsna-
here Bedingungen zu simulieren ist es moglich, Zellen an einem air-liquid interface (ALI) zu kulti-
vieren und anschliefend iiber ein ALI-Expositionssystem einem NP-haltigen Aerosol auszusetzen.
Diese Methode bietet im Gegensatz zur submersen Behandlung mit NP neben physiologischeren
Bedingungen auch eine verlassliche Technik zur Erfassung der applizierten Dosis durch die Ver-
wendung einer Quarzkristall-Mikrowaage (QCM). Sie liefert damit einen elementaren Baustein
zur toxikologischen Beurteilung der inhalationstoxischen Wirkung von NP.

Die vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Etablierung eines statischen ALI-Expositionssystems,
das eine verlasslichere Aussage zur Dosis-Wirkungsbeziehung der eingesetzten TiO, und CuO NP
auf A549-Zellen geben soll. Dabei bilden Untersuchungen zur zytotoxischen Wirkung sowie zur
zelluliren Aufnahme beider Partikelspezies die Basis fiir weitere Experimente. Darauf aufbauend
soll mit Hilfe einer quantitativen high-throughput RT-qPCR ein Einblick {iber den Einfluss beider
Partikel auf zelluldre Prozesse gegeben werden. Dabei stehen insbesondere die Metallhomdoostase,
oxidative Stressantwort und DNA-Schadensantwort im Fokus der Untersuchungen. Darauftol-
gend sollen die auf transkriptioneller Ebene beobachteten Effekte durch Nachweise auf funktio-
neller Ebene gestiitzt werden.

Zusitzlich wird im Zuge des Projektes «ProCycle» der Einfluss von Verbrennungsaerosolen aus
der thermischen Verwertung von Nanokompositen auf A549-Zellen und ein 3D-Zellkulturmodell
untersucht. Auch hier sollen Genexpressionsprofile erstellt und DNA-Schiaden quantifiziert wer-
den. Hierzu werden mit Hilfe dreier nanoskaliger Fiillstoffe im 10 %igen Zusatz (TiO,, CuO und
CNT) und einer Kunststoffmatrix aus Polyethylen (PE) Nanokomposite hergestellt, die anschlie-
Bend in Kooperation mit dem Institut fiir Technische Chemie (ITC) am KIT einer Verbrennung

unterzogen werden. Zudem sollen auch die reinen Fiillstoffe und das PE ohne Zusitze verbrannt
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werden, um auftretende Toxizititen einordnen zu konnen. Die Zellkulturmodelle sollen schlief3-
lich in einem dynamischen ALI-Expositionssystem gegeniiber den entstehenden Verbrennungs-
aerosolen exponiert werden. Um zwischen toxischen Effekten durch freigesetzte NP und der Gas-
phase des Verbrennungsaerosols unterscheiden zu konnen, wird neben der Exposition gegeniiber
dem kompletten Aerosol auch eine Behandlung mit der reinen Gasphase stattfinden. Des Weiteren
wird auch eine Exposition unter Bedingungen erfolgen, die eine Steigerung der Partikeldepositi-
on nach sich ziehen. Letztlich soll die Gasphase auch auf ihre Zusammensetzung hin untersucht
werden, um Riickschliisse auf vorliegende Mechanismen einer toxischen Wirkung ziehen zu kon-

nen.
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4.1 Material

Eine tabellarische Auflistung aller verwendeten Chemikalien, Losungen, Gerite und Verbrauchs-

materialen ist in Kap. 8 aufgefiihrt.

4.2 Methoden

4.2.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die TEM basiert auf der Moglichkeit zur Bildgebung durch die Ablenkung beschleunigter Elektro-
nen (zusammengefasst in Zuo und Spence 2017). Hierzu wurden Gitternetze fiir TEM-Aufnahmen
zufillig in der Vitrocell® Cloud verteilt und gegeniiber nanopartikelhaltigen Aerosolen exponiert.
Aus den erhaltenen Aufnahmen wurde mit Hilfe der Software Image] der Durchmesser priméarer
Partikel bestimmt und anschliefend gemittelt. Die Bilder wurden von Manuela Hauser sowie
Marco Mackert am KIT-ITC an einem TEM des Modells Zeiss EM 910 Leo aufgenommen.

4.2.2 Endotoxintest

Endotoxine stellen einen Stimulus fiir zahlreiche Zelltypen dar und konnen daher falsch positive
Ergebnisse induzieren (zusammengefasst in Gorbet und Sefton 2005). Ein Nachweis zum Aus-
schluss einer Kontamination der NP mit diesem Toxin ist daher von groflem Stellenwert hinsicht-
lich der Ergebnisinterpretation. Zum qualitativen Nachweis von Endotoxinen wurde das Testkit

ToxinSensor™ Gel Clot Endotoxin Assay Kit des Herstellers GenScript verwendet. Dabei wurden
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Nanopartikelsuspensionen der Konzentration 100 pg/mL beider Partikelspezies mit Endotoxin-

freiem Wasser hergestellt und anschlieflend die Analyse nach Herstellerangaben fortgefiihrt

4.2.3 Zellkulturexperimente

Alle Losungen sowie Verbrauchsmaterialien und Gerite wurden vor dem Gebrauch fiir Zellkul-
turarbeiten entweder sterilfiltiert, autoklaviert oder mit Heilluft bzw. 80 % Ethanol sterilisiert. Bis
auf die Exposition in den jeweiligen Expositionssystemen erfolgten alle Zellkulturarbeiten unter
einer Sicherheitswerkbank Stufe 2. Zudem wurden alle benétigten Losungen oder Suspensionen
vorab in einem Wasserbad auf 37 °C erwiarmt. Die ALI-Expositionen fanden unter semi-sterilen

Bedingungen statt.

4.2.3.1 Zellkultivierung

Fiir den Grofiteil der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde die humane Lungenadeno-
karzinom-Zelllinie A549 (ATCC CCL-185) verwendet. Diese Zellen stellen Alveolarepithelzellen
Typ II dar und wachsen adhirent als Monolayer (Giard et al. 1973). Die Zellen wurden freundli-
cherweise von Dr. Roel Schins (Leibnitz-Institut fiir umweltmedizinische Foschung, Diisseldorf)
zur Verfiigung gestellt und anschliefend durch einen Auftrag des Projektpartners des Universi-
titsklinikums Freiburg charakterisiert (Anhang Kap. 9.1). Die Kultivierung der A549-Zelllinie er-
folgte im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit. Die A549-Zellen wurden in den
Zellkulturmedien Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) bzw. RPMI-1640 mit Zusatz von
10 % fetalem Kilberserum (FKS), 100 U/mL Penicillin sowie 100 ;1g/mL Streptomycin kultiviert.
Hierbei wurden die Zellen vor einer Exposition in der Vitrocell® Cloud in DMEM und vor der
Behandlung in der Vitrocell® Automated Exposure Station in RPMI-1640 subkultiviert. Eine Sub-
kultivierung der Zellen erfolgte dabei alle zwei bis drei Tage. Hierfiir wurde das Zellkulturmedium
entfernt, die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen, mit 0,25 %iger Trypsin-
16sung fiir 30 Sekunden behandelt und schlieflich fiir 2 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die
Zellen wurden in frischem Zellkulturmedium aufgenommen, resuspendiert und die Zellzahl mit
Hilfe des Zellzéhlgerites CASY® TT bestimmt. Eine definierte Anzahl an Zellen wurde schlief}lich
in eine neue Zellkulturschale mit frischem Zellkulturmedium gegeben und im Inkubator subkul-

tiviert. Fiir die Untersuchungen wurden Zellen der Passage 7 bis 33 verwendet.
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Neben der Monokultur von A549-Zellen wurde auch ein 3D-Zellkulturmodell (MucilAir) der
Firma Epithelix verwendet. Die 3D-Zellkultur wurde aus Primirzellen eines Donors (Anhang
Kap. 9.12) rekonstituiert und zeigte bereits Verwendung in nanotoxikologischen Studien (Dankers
et al. 2018, Kooter et al. 2017, Kuper et al. 2015). Nach Erhalt der 3D-Zellkulturmodelle wur-
den diese nach Herstellerangaben in Kultur genommen. Alle zwei bis drei Tage wurde das basale
Zellkulturmedium, das mit den Kulturen geliefert wurde, in den Kavitititen gewechselt. Zudem
wurde einmal pro Woche die Zelloberfliche gewaschen, hierfiir wurden 400 pL des Zellkultur-
mediums apikal in die Zellkultureinlagen gegeben und fiir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert.
Anschliefend wurde die apikale Losung vorsichtig resuspendiert und der Uberstand mit Vorsicht

abgesaugt.

Kryokonservierung und Inkulturnahme

Zur Kryokonservierung der verwendeten A549-Zellen wurden Aliquots mit je 1 x 10° Zellen in
1 mL FKS/10 % DMSO (v/v) schonend in einem 2 mL Kryogefif eingefroren und anschliefend in
Flussigstickstoff gelagert. Zur Inkulturnahme wurde der Inhalt eines Kryogefafl im Wasserbad bei
37 °C aufgetaut und in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen mit 10 mL Zellkulturmedium iiberfiihrt.
Nach einer Zentrifugation (1.300 rpm, 3 min) wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet in
2 mL frischem Zellkulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturschale mit Zellkulturme-
dium iiberfithrt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen lichtmikroskopisch tiberpriift und das Zell-
kulturmedium gewechselt. Vor Erreichen eines konfluenten Monolayers wurden die Zellen das
erste Mal subkultiviert.

Eine Kryokonservierung der verwendeten 3D-Zellkulturmodelle war nicht moglich.

4.2.3.2 Exposition an der Vitrocell® Cloud

Die Exposition in der Vitrocell® Cloud kann in drei Teilschrittte untergliedert werden. Dabei
erfolgte die Zellkulturvorbereitungen in einer Sterilwerkbank Stufe 2, wihrend die Exposition
zur Vermeidung einer moglichen Aussetzung des Experimentators gegeniiber einem NP-haltigen
Aerosol in einem Digestorium stattfand. Alle Experimente wurden stets in Doppelbestimmung

durchgefiihrt.
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Zellkulturvorbereitung

Es wurden zunichst pro Kavitidt 2 mL Zellkulturmedium in eine 12-Lochplatte vorgelegt und
im Anschluss wurde ein Zellkultureinsatz eingesetzt. Anschlieflend wurden subkultivierte Zellen,
wie in Kap. 4.2.3.1 beschrieben, abgelost und 531.000 Zellen/cm? in 0,5 mL Zellkulturmedium
apikal im Zellkultureinsatz ausgestreut. Nach 24-stiindiger submerser Anwachsphase im Inku-
bator wurde die Konfluenz lichtmikroskopisch iiberpriift, das apikale Zellkulturmedium entfernt
und die Zelloberfliche mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden weitere 24 Stunden im Brutschrank
kultiviert und dabei an das ALI adaptiert. Darauffolgend wurde abermals die Konfluenz lichtmi-

kroskopisch kontrolliert und die Zelloberfliche mit PBS gewaschen.

Vorbereitung des Expositionssystems und der Nanopartikelsuspension

Vor der Exposition in der Vitrocell® Cloud wurde diese sterilisiert und vorgewédrmt. Zur online
Erfassung der NP-Deposition wurde anschliefend die Software zur Depositionserfassung durch
die QCM gestartet und die Parameter so eingestellt, dass alle 3 Sekunden eine Messung der De-
position vollzogen wird. Vor der Uberfithrung der Zellkultureinsitze wurden 3,2 mL Zellkul-
turmedium in die jeweiligen Kavitdten der Vitrocell® Cloud vorgelegt. Danach wurde eine NP-
Suspension einer Konzentration von 1, 5 oder 10 mg/mL in 1 %igem PBS hergestellt, gut durch-
mischt und fiir 10 Minuten im Ultraschallbad sonifiziert. Vor der Zugabe in den Aerosolgenerator

wurde die Suspension abermals fiir mind. 30 Sekunden gut durchmischt.

Exposition

Die Zellkultureinsitze wurden in die Kavitdten des Expositionssystems tiberfithrt und die Exposi-
tionskammer wurde geschlossen. Es erfolgte die Zugabe von 200 bis 600 pL der NP-Suspension in
den Aerosolgenerator des Expositionskompartiments und eine Generierung des Aerosols fiir eine
Minute. Anschlieflend wurde eine Kontrollgruppe gegeniiber einem Aerosol aus 1 %igem PBS im
Kontrollkompartiment des Systems auf die gleiche Art und Weise ausgesetzt. Aufgrund des Gro-
Renverhiltnisses von 1:3 zwischen dem Kontroll- und dem Expositionskompartiment stellte das
benotigte Volumen an 1 %igem PBS fiir die Kontrollgruppe ein Drittel des Volumen der einge-
setzten NP-Suspension dar. Die generierten Aerosole sedimentierten fiir 10 Minuten innerhalb
der jeweiligen Kompartimente. Im Anschluss daran wurde die Expositionskammer geoffnet und
die Zellkultureinsitze wurden in den Inkubator iiberfithrt. Zur Ermittlung der NP-Deposition
trocknete die sedimentierte Schicht fiir weitere 50 Minuten, bis letztlich eine konstante Masse
mit Hilfe der QCM festgestellt werden konnte. Die deponierte Dosis wurde schliefflich aus dem
Mittel der letzten 100 Datenpunkten berechnet.

Anschliefend an die Behandlung wurden die Zellen fiir 24 Stunden ab dem Beginn der Exposition
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gegeniiber den applizierten NP inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurde das Zellkulturmedi-
um abgesaugt, die Zellen basal sowie apikal mit PBS gewaschen und schlie8lich mit 0,25 %iger
Trypsinlosung basal sowie apikal fiir 30 Sekunden behandelt. Die Losung wurde sowohl aus der
Kavitit als auch der Zellkultureinlage entfernt und die Zellen fiir 2 bis 3 Minuten im Brutschrank
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen, falls nicht anders beschrieben, in 1 mL Zellkultur-
medium aufgenommen, gut resuspendiert und es wurde mit der nachfolgenden Analyse fortge-
fihrt.

4.2.3.3 Exposition an der Vitrocell® Automated Exposure Station

Fur die Expositionen gegeniiber NP-haltigen Aerosolen in der Vitrocell® Automated Exposure
Station wurde aufgrund vorhandener Erfahrungen von Seiten des Projektpartners vom KIT-ITC
nicht DMEM, sondern RPMI als Zellkulturmedium verwendet (Miilhopt et al. 2016). Der Auf-
bau der Expositionsanalage wurde bereits Kap. 2.2.2.2 grundsitzlich beschrieben. Hier wurde
deutlich, dass im Gegensatz zu Inkubatoren innerhalb des Expositionssystems keine kontrollierte
CO;-Atmosphire herrscht. Daher musste wihrend der Exposition auf ein Zellkulturmedium zu-
riickgegriffen werden, dessen pH-Wert nicht iiber den CO;-Gehalt der Umgebungsluft gepuffert
wird. Aus diesem Grund wurde wihrend der Exposition RPMI mit einem Zusatz von 25 mM HE-
PES (RPMI/25 mM HEPES) verwendet. Fiir die Exposition der 3D-Zellkulturmodelle wurde das
mitgelieferte Zellkulturmedium unter dem Zusatz von 10 mM HEPES genutzt. Die Zugabe einer
hoheren HEPES-Konzentration war laut Herstellerangaben nicht moglich. Eine pH-Wert Ande-
rung des Zellkulturmediums mit 10 mM HEPES durch einen Farbumschlag des zugesetzten pH-
Indikators konnte tiber den Expositionszeitraum von vier Stunden nicht beobachtet werden. Auch
bei der Exposition mit diesem System kann die Durchfithrung in mehrere Abschnitte untergliedert
werden. Die Zellkulturexperimente wurden in Laboren der Arbeitsgruppe von PD Dr. Carsten
Weiss am KIT-ITG durchgefiithrt. Die Expositionen fanden in Kooperation mit dem KIT-ITC und

Frau Nadine Teuscher statt.

Zellkulturvorbereitung

Pro Kavitiat wurden 1,5 mL Zellkulturmedium in eine 6-Lochplatte vorgelegt. Anschliefend wur-
de je Kavitit ein Zellkultureinsatz eingesetzt und 140.000 Zellen/cm? einer Subkultivierung in
1 mL Zellkulturmedium apikal im Zellkultureinsatz ausgestreut. Nach 24-stiindiger Anwachspha-
se wurde ein konfluenter Zellrasen erreicht. Das apikale Zellkulturmedium wurde abgesaugt und

die Zellen mit PBS apikal gewaschen. Zudem wurde das basale Zellkulturmedium durch Zellkul-
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turmedium mit HEPES ersetzt. Anschlieffend wurden die Zellen in eine 37 °C warme Transport-
box tiberfithrt und zur Expositionsanlage gebracht. Pro Exposition wurden neben den benotig-
ten Proben auch Zellkultureinsitze fiir Reinluftkontrollen und Inkubatorkontrollen ausgestreut.
Letztere wurden wihrend der Expositionsdauer in einem Inkubator bei 37 °C und 100 % Luft-
feuchtigkeit, jedoch ohne kontrollierte CO,-Atmosphire, gelagert.

Die 3D-Zellkulturmodelle wurden 24 Stunden vor der Exposition auf apikaler Seite gewaschen
(s. Kap. 4.2.3.1). Vor der Exposition wurde das Zellkulturmedium durch Zellkulturmedium mit
HEPES ersetzt und die Zellen in eine 37 °C warme Transportbox iiberfithrt und zur Expositions-

anlage gebracht.

Vorbereitung des Expositionssystems

Bereits am Tag vor der Exposition wurde die Befeuchtung des Systems aktiviert, um am Tag der
Exposition eine Luftfeuchtigkeit von 85 % zu erreichen. Am Tag der Exposition selbst wurde
schlieflich die Temperierung des Expositionssystem eingeschaltet. Die zu untersuchenden Ma-
terialien wurden als Aerosol verbrannt. Hierzu diente entweder ein Biirstendosierer fiir die Ex-
positionen gegeniiber PE-haltigen Materialien oder eine NP-Suspension, die stetig zur Suspensi-
onsstabilitit in einem Ultraschallbad sonifiziert wurde, fiir die Exposition gegeniiber den reinen
Nanomaterialien als Aerosolquelle. Der Biirstendosierer wurde mit einem Probenkolben (4 g Pro-
be) bestiickt und ein Vorschub von 18 mm/h eingestellt. Um Verstopfungen durch das verwendete
Substrat zu vermeiden, wurde hierfiir bereits vorgemahlenes Granulat verwendet. Fiir die Expo-
sition gegeniiber den reinen Nanomaterialien wurde eine Suspension mit 4 g/L in bidestilliertem
Wasser hergestellt. Zudem wurde das Programm zur Datenerfassung der deponierten Masse iiber
die QCM gestartet. Pro Kavitit eines Expositionsmoduls, das mit einer Zellkultureinlage bestiickt
wurde, wurden 6,5 mL Zellkulturmedium mit HEPES vorgelegt. Zusitzlich wurden einigen Ex-
positionskavitdten ein Filter vorgeschaltet, um die partikuldre Fraktion des Aerosols abzutrennen.

Die Belegung der Expositionsmodule ist in Tabelle 4.1 einzusehen.

Exposition

Die Zellkultureinsiatze wurden in die entsprechenden Kavititen eingesetzt und die Expositions-
module sachgerecht geschlossen. Es folgte ein Leaktest zur Uberpriifung eines dichten Systems,
anschlieflend wurde die Hochspannung (HS) der entsprechenden Positionen aktiviert. Darauffol-
gend wurde eine 10-miniitige Aufwirm- und Aqulibrierphase der QCM gestartet, in der ledig-
lich die Expositionskavitit der QCM einem Luftstrom ausgesetzt wurde. Wihrend dieser Phase
wurde die Flamme, die durch ein Ethylen-Luft-Gemisch gespeist wurde, zur Verbrennung der je-

weiligen Substrate geziindet. Mit dem Ablauf der Aufwirm- und Aqulibrierphase wurde der Biir-
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Tabelle 4.1: Tabellarische Darstellung der Expositionsmodulbelegung.

Modul A Al A2 A3
Belegung mit Zellen Zellen  Zellen
Aerosol/Filter Reinluftkontrolle
Hochspannung [V] 0 1000 0
Modul B B1 B2 B3 B4
Belegung mit QCM Zellen  Zellen  Zellen
Aerosol/Filter Aerosol Aerosol Aerosol  Filter
Hochspannung [V] 0 0 1000 0
Modul C C1 C2 C3 C4
Belegung mit TEM-Grids Zellen  Zellen  Zellen
Aerosol/Filter Aerosol Filter = Aerosol Aerosol
Hochspannung [V] 1000 0 0 1000

stendosierer gestartet und anschliefend wurden die Zellen fiir 4 Stunden im Expositionssystem
gegeniiber den Verbrennungsaerosolen exponiert. Das generierte Aerosol wurde aus dem Ver-
brennungsstrom 1:10 verdiinnt, um es entsprechend vor dem Eintritt in das Expositionssystem
abzukiihlen. Zusitzlich wurde ein PM2,5-Filter an die Eintrittspforte des Systems angebracht um
Partikel grofier als 2,5 um abzutrennen. Innerhalb des Expositionssystem wurden die Zellen einem
Luftstrom von 100 mL/min ausgesetzt. Zusitzlich wurde das Aerosol mit Hilfe eines elektrischen
Niederdruckimpaktors (ELPI) und eines Scanning Mobility Particle Sizer (SMPS) online charakte-
risiert.

Im Anschluss an die Exposition wurden die Zellen wieder in 6-Lochplatten mit RPMI tiberfiihrt
und fiir 20 Stunden nachinkubiert. Nach dem Ende der Inkubation wurden die A549-Zellen wie
in Kap. 4.2.3.2 beschrieben abgelost. Wahrend A549-Zellen hierbei fiir 2 - 3 Minuten mit Tryp-
sin inkubiert wurden, erfolgte eine sechs miniitige Inkubation des 3D-Zellkulturmodell im Brut-

schrank. Die weiterfithrenden Schritte waren analog zum Abtrypsienieren der A549-Zellen.

4.2.3.4 Zytotoxizititsbestimmung

Die Bestimmung einer akuten Toxizitdt wurde durch die Ermittlung der relativen Zellzahl erfasst,
wihrend langerfristige toxische Wirkung mit Hilfe der Koloniebildungsfihigkeit (CFA) bestimmt

wurden.
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Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie in Kap. 4.2.3.2 bzw. 4.2.3.3 beschrieben ab-
trypsiniert und in frischem Zellkulturmedium aufgenommen. Anschlief}end wurde die Zellzahl
mit Hilfe des Zellzahlgerates CASY® TT ermittelt. Zur Berechnung der relativen Zellzahl (RCC)

eines unabhingigen Versuches wurde folgende Formel verwendet:

RCC (% der Kontrolle) = )f—E - 100 % (4.1)
XK

wobei Xg den Mittelwert aus der Doppelbestimmung der exponierten Zellen und Xg den Mittel-

wert aus der Doppelbestimmung der Kontrollzellen darstellt.

Koloniebildungsfihigkeit

Nach Ermittlung der Zellzahl wurden im Anschluss 500 Zellen aus dieser Zellsuspension in Drei-
fachbestimmung in 60 mm Zellkulturschalen mit frischem Zellkulturmedium subkultiviert und
fiir 10 Tage im Brutschrank belassen. Die entstandenen Kolonien wurden mit PBS gewaschen und
mit eiskaltem 96 %igen Ethanol fixiert. Nach einstiindiger Firbung mit Giemsa-Losung und Wa-
schen mit destilliertem Wasser wurde die Kolonienanzahl in jeder Zellkulturschale mit Hilfe des
Koloniezahlgerites Colony Counter BZG-30 ermittelt. Schliellich wurde die CFA eines unabhin-

gigen Versuches durch folgende Formel berechnet:

CFA (% der Kontrolle) = )f—E - 100 % (4.2)
XK

wobei Xg den Mittelwert aus der Dreifachbestimmung der exponierten Zellen und xg den Mit-

telwert aus der Dreifachbestimmung der Kontrollzellen darstellt.

4.2.3.5 Genexpressionsanalysen

Die Genexpressionsanalysen erfolgten mit Hilfe einer von Fischer et al. (2016) etablierten high-
throughput RT-qPCR (HT RT-qPCR). Eine Auflistung der dabei untersuchten Gene ist im Anhang
Kap. 9.2 aufgefiihrt.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen wie in Kap. 4.2.3.2 und 4.2.3.3 beschrieben
abtrypsiniert, jedoch anstatt in Zellkulturmedium in 1 mL kaltem PBS/10 % FKS (4 °C) aufgenom-
men und in ein Eppendorf-Reaktionsgefaf iiberfithrt. Nach Zentrifugation (1.300 rpm, 3 min, 4 °C)
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wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifu-
gation unter den selben Bedingungen wurde der Uberstand abermals verworfen und das Zellpellet

bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert.

RNA-Isolierung und -Quantifizierung

Die Isolierung der RNA erfolgte unter semi-sterilen Bedingungen in einem mit 80 %igem Ethanol
sterilisierten Digestorium mit Hilfe des NucleoSpin® RNA Plus Kit der Firma Macherey-Nagel
nach Herstellerangaben.

Hierbei wurde das Zellpellet in 350 pL Lysepuffer resuspendiert, mit einem Vortexmischer gut
durchmischt und auf eine Sdule zum Entfernen der genomischen DNA tiberfiihrt. Nach einem
Zentrifugationsschritt (30 s, 11.000 g) wurde die Sdule inklusive darauf befindlicher genomischer
DNA verworfen. Dem RNA-haltigen Eluat wurden 100 pL binding solution hinzugegeben, das Ge-
misch wurde resuspendiert und auf eine zweite Sdule tiberfithrt, auf der die RNA gebunden wurde.
Es folgte eine erneute Zentrifugation (20 s, 11.000g) und das Aufreinigen der RNA in drei Wasch-
schritten mit je 200 uL Waschpuffer 1, 600 L. Waschpuffer 2 beziehungsweise 250 pL. Wasch-
puffer 2. Nach jedem Waschschritt wurde eine Zentrifugation unter den bereits erwdhnten Be-
dingungen durchgefiihrt. Schlief}lich wurde die Siule in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefaf}
eingesetzt und die adsorbierte RNA mit 30 uLL RNA-freiem Wasser durch Zentrifugation (1 min,
11.000 g) eluiert. Dieser Schritt wiederholte sich, wobei die zuvor eluierte Losung zur erneuten
Elution genutzt wurde. Das erhaltene Eluat wurde bei -80 °C zur weiteren Aufarbeitung gelagert.
Die Quantifizierung des RNA-Gehaltes im Eluat erfolgte am gleichen Tag wie die weitere Auf-
arbeitung und wurde photometrisch durch die Absorption bei 260 nm ermittelt. Dabei wurden
2 pL des Eluats auf eine NanoQuant-Platte pipettiert und die Absorption bei 260 nm respektive
280 nm bestimmt. Anhand des Absorptionsquotienten wurde zudem die Reinheit der isolierten
RINA beurteilt, wobei dieser fiir eine Fortsetzung der Analyse einen Wert grofer als 2,0 aufweisen

musste.

Reverse Transkription

Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des qScript cDNA Synthesis Kit der Firma
QuantaBio nach Herstellerangaben. Je Probe wurden dabei zwei technische Replikate mitgefiihrt.
Zu 1 ug RNA der jeweiligen Proben wurden 5 L Mastermix (1 uL Reverse Transkriptase, 4 L
Reaction Mix(5x)) in eine PCR-Kavitit gegeben und mit nukleasefreiem Wasser auf 20 yL auf-
gefiillt. Das Gemisch wurde anschlieBend gut durchmischt und mit Hilfe einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Die Kavititen wurden schliellich in einen Thermocycler iiberfithrt und in diesem

die reverse Transkription unter Verwendung eines Temperaturprogramm (Tab. 4.2) durchgefiihrt.
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Tabelle 4.2: Tabellarische Darstellung des Temperaturprogrammes zur cDNA-Synthese.

Zeitspanne Temperatur [° C]

5 min 25
30 min 42
5 min 85

00 4

Priamplifikation (Specific Target Amplification)

Zur Gewihrleistung einer ausreichenden Menge an Matrize wurden die Zielgene in allen Pro-
ben nach Herstellerangaben vervielfiltigt. Hierzu wurden die Primer aller Zielgene in einer PCR-
Kavitit gesammelt und mit DNA-Suspensionspuffer auf eine Konzentration von 500 nM ver-
dinnt. Dieser Pooled Primer Mix war bei -20 °C lagerbar und wurde schliellich einem Priaamp-

lifikationsansatz (Tab. 4.3) zugefiihrt.

Tabelle 4.3: Zusammensetzung eines Priamplifikationansatzes.

Volumen [pL]
2x TagMan PreAmp MasterMix 2,50
Pooled Primer Mix 0,50
PCR-zertifiziertes Wasser 0,75
cDNA-Probe 1,25

Neben Proben wurde auch eine Kontrolle ohne Matrize (NTC-STA) sowie eine Kontrolle mit nicht
umgeschriebener RNA (noRT-Kontrolle) mitgefiihrt. Die Kavititen wurden vorsichtig durchmischt,
zentrifugiert und in einen Thermocycler iiberfiihrt. Dort folgte die Praamplifikation nach dem in

Tabelle 4.4 aufgefithrten Temperaturprogramm.

Tabelle 4.4: Tabellarische Darstellung des Temperaturprogrammes zur Priamplifikation.

Zeitspanne Temperatur [° C] Schritte
10 min 95 Initiale Denaturierung
15 s (12 Zyklen) 95 Denaturierung
4 min (12 Zyklen) 60 Annealing und Elongation
00 4 Endtemperatur
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Exonukleaseverdau

Um ungebundene Primer zu entfernen erfolgte ein Verdau mit Exonuklease I. Hierfiir wurden
pro Ansatz 0,4 uL Exonuklease I (20 Einheiten/uL, Endkonzentration 4 Einheiten/pL) mit 0,2 uL
Reaktionspuffer und 1,4 uL. PCR-zertifiziertem Wasser verdiinnt und zu den praamplifizierten
Proben gegeben. Die Proben wurden vorsichtig durchmischt und nach Zentrifugation in einen
Thermocycler iiberfiihrt. Dort erfolgte der Verdau unter dem in Tabelle 4.5 beschriebenen Tem-

peraturprogramm.

Tabelle 4.5: Tabellarische Darstellung des Temperaturprogrammes zum Endonukleaseverdau.

Zeitspanne Temperatur [° C] Schritte

40 min 37 Verdau
15 min 80 Deaktivierung
00 4 Endtemperatur

Im Anschluss an den Verdau wurden die Proben mit TE-Puffer fiinffach verdiinnt, gut durch-

mischt, zentrifugiert und schlieflich iiber Nacht bei -20 °C gelagert.

Primerverdiinnung und Probenvorbereitung

Die Primerpaare der Zielgene (2,5 uL), bestehend aus forward und reverse Primer, wurden vorab
mit 25 pL Assay Loading Reagent (2x) und 22,5 puL. DNA-Suspensionspuffer auf 5 pM verdiinnt.
Zusitzlich wurde eine no reaction control (NRC) mitgefiihrt, bei der anstelle eines Primerpaares
PCR-zertifiziertes Wasser verwendet wurde. Die vorbereiteten Losungen wurden bei -20 °C gela-
gert.

Zur Vorbereitung der Proben fiir die gPCR Analyse wurden je 2,25 L der verdauten Proben mit
2,5 pl SsoFast™ EvaGreen® Supermix with Low ROX (2x) und 0,25 uL. DNA Sample Loading Re-
agent (20x) in einer Kavitit vermengt, gut durchmischt und zentrifugiert. Zusitzlich wurde eine

weitere NTC mitgefiihrt.

96 x 96 Dynamic Array IFC qPCR Analyse

Sowohl die Vorbereitung als auch die Beladung des Dynamic Array IFC (integrated fluidic circuit)
wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierbei wurden die Akkumulatoren des Dynamic
Array, im Folgenden als Chip bezeichnet, mit Kontrollfluid befiillt und die Schutzfolie entfernt.
Der Chip wurde in den IFC Controller HX tiberfithrt und ein Programm zur Spiilung des Kon-
trollfluidis durch die Mikrokanile des Chip durchlaufen. Nach Beendigung dieser Prozedur wur-

den innerhalb von maximal zwei Stunden je 5 L der Proben- respektive Primergemische in die
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Chip-Kavititen pipettiert und der Chip abermals in den IFC Controller HX tberfithrt. Mit Hilfe
eines Programmes wurden die Proben und Primer in die Reaktionskammern des Chips geleitet
und dort durchmischt. Anschlieflend wurden Staubpartikel von der Chipoberfliche entfernt und
der Chip in das BioMark™-System eingebracht. Dort wurden die qPCR sowie die Schmelzkur-

venanalyse nach dem in Tabelle 4.6 aufgefiihrten Temperaturprogramm durchgefiihrt.

Tabelle 4.6: Tabellarische Darstellung des Temperaturprogrammes der qPCR.

Zeitspanne  Temperatur [° C] Schritte
40 min 70 Thermale Durchmischung
30s 60 Thermale Durchmischung
60s 95 Hot Start
55 (30 Zyklen) 96 Denaturierung
20 s (30 Zyklen) 60 Annealing und Elongation
3s 60
hmel |
1°C/ 3 s bis 95 Schmelzkurvenanalyse

Datenanalyse

Die Analyse der Rohdaten erfolgte mit Hilfe der Software Fluidigm Real-Time PCR Analysis. Da-
bei wurde zunichst eine gleichméflige Beladung der Reaktionskammern mit Hilfe eines passiven
Referenzfarbstoffes gepriift, um eine erfolgreiche Durchfithrung zu garantieren. Durch den DNA-
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen® wurden die Cq-Werte der Zielamplifikate be-
stimmt. Zur Prézisierung der erhaltenen Cq-Werte wurde die in der Software implementierte
Schwellenwert-Methode (auto detectors), die eine Basislinien-Korrektur beinhaltet, verwendet. An-
hand einer Darstellung der C,-Werte als Heat-Map sowie durch die dargestellten Schmelzkurven
konnte bereits visuell eine Uberpriifung der Chipbeladung und eine Qualititskontrolle der un-
tersuchten Proben sowie der Negativkontrollen durchgefithrt werden. Die weitere Datenverar-
beitung erfolgte nach Export der Cq-Werte mit Hilfe der Software GenEx. Nach einer Reihe von
Datenverarbeitungsprozessen (s. Fischer et al. 2016) wurde durch die Verwendung der integrierten
Algorithmen geNorm und Normfinder die optimale Auswahl aus den vorhandenen fiinf Referenz-
genen bestimmt und schliefflich die AACy-Methode angewandt (4.3 - 4.5).

ACq = Cq Zielgen ~ Cq Referenzgen (4.3)
AACq = ACq Behandlung ~ ACq Kontrolle (4'4)
Ratio = 2" 2AC (4.5)
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Daraus resultierten die relativen Transkriptmengen im Vergleich zur Negativkontrolle, wobei die
Expressionswerte der Gene in den Negativkontrollen auf 1 gesetzt wurde (Livak und Schmittgen
2001, Pfaffl 2001). Im Zuge der vorliegenden Abschlussarbeit wird ab einer Verdopplung/Halbie-
rung der Transkriptmenge (log,-facher Faktor von +1) von einer relevanten Expressionsinde-

rung ausgegangen.

4.2.3.6 Zelluliren Aufnahme mittels GF-AAS

Die Quantifizierung der zelluliren Aufnahme und intrazelluliren Auflosung von CuO NP wurde
mit Hilfe der Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie (GF-AAS) durchgefiihrt. Diese analyti-
sche Methode basiert auf der Wechselwirkung von Atomen und elektromagnetischer Strahlung.
Dabei wird Licht durch die Atome des zu analysierenden Metalls aus dem atomatisierten Pro-
benmaterial absorpiert, wobei das verbleibende Licht von einem Detektor erfasst wird. Durch die
Erstellung einer Kalibriergeraden ist es mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetztes (Gl. 4.6) mog-
lich, den gewiinschten Analyten zu quantifizieren (Gey 2015).

I
E=lgT0=5>\~l'c (4.6)

wobei E die gemessene Extinktion, Iy die Intensitédt des eingestrahlten Lichts, I die Intensitét des
durchgelassen Lichtes, €, den Extinktionskoeflizienten bei der Wellenldnge ), 1 die Weglange des
Lichts durch das Graphitrohr und c die Konzentration des Analyten darstellt.

Nach Ende der Inkubation wurden die Zellen wie in Kap. 4.2.3.2 beschrieben abtrypsiniert, in
1 mL Zellkulturmedium aufgenommen und gut resuspendiert. Aus der Zellsuspension wurden die
Zellzahl sowie das Zellvolumen am Zellzdhlgerates CASY® TT bestimmt und schlief}lich wurden
800 pL der Zellsuspension in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefaf? tiberfiihrt. Die Suspension
wurde zentrifugiert (1.300 rpm, 4 °C, 3 min), der Uberstand verworfen und das Zellpellet in PBS
resuspendiert. Dieser Schritt wurde wiederholt und das Zellpellet schliellich in 400 pL. RIPA-
Puffer aufgenommen, resuspendiert sowie fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt. Es
folgte eine Zentrifugation (16.000 g, 4 °C, 1 h) und die Uberfiihrung von 380 L des Uberstands
in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefaf. Die tiberfithrte Losung wurde durch eine kontinuierli-
che Temperaturerhthung (10 °C/h) bis zu einer Endtemperatur von 95 °C bei einer Rotations-
geschwindigkeit von 300 rpm in einem Heizschiittler bis zur Trockne eingedampft. Der Riick-
stand wurde in 500 uL einer salpetersauren Wasserstoffperoxid-Losung (30 % H,0,/69 % HNO3

im Verhiltnis 1:1) aufgeschlossen und abermals unter Verwendung des gleichen Temperaturpro-
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4 Material und Methoden

grammes bis zur Trockne eingedampft. Die verbliebene Probe wurde in 1 mL 0,2 %iger HNO3
aufgenommen und bis zur Analyse bei 4 °C gelagert.

Zur Quantifizierung des intrazelluliren Kupfergehaltes wurde mit Hilfe eines Kupferstandards
eine externe Kalibriergerade im Bereich zwischen 2,5 und 25 pg/mL erstellt. Allen Messungen,
sowohl den Kalibrierstandards als auch den Proben, wurde direkt vor der Zugabe des Analyten
in das Messgerit ein Palladium/Magnesium-Modifier (1 g/L Pd und 0,6 g/L Mg in 0,2 % HNO3)
im Verhiltnis 1:4 automatisiert hinzugegeben. Als Lichtquelle wurde eine Kupfer-Hohlkathoden-
lampe (AEmission = 324,75 nm) verwendet. Zur Bestimmung des Kupfergehaltes wurde das in Ta-

belle 4.7 dargestellte Temperaturprogramm angewandt.

Tabelle 4.7: Tabellarische Darstellung des Temperaturprogrammes zur Quantifizierung des Kup-
fergehaltes mittels GF-AAS.

Temperatur Aufheizphase Haltezeit Gasstrom (Argon)

[°C] [s] [s] [mL/min]
Trocknung 1 110 1 30 250
Trocknung 2 130 15 30 250
Pyrolyse 1200 10 20 250
Atomisierung 2000 0 5 0
Ausheizen 2450 1 3 250

Fiir jede Bestimmung wurden Matrix-Blindwerte, externe Standards sowie Wiederfindungen mit-
gefithrt, um aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten. Die Ermittlung der Nachweis-, Erfassungs-
und Bestimmungsgrenze dieser Methode nach DIN 32645 wurde bereits von Fischer (2016) durch-
gefiihrt. Die Ergebnisse dieser Analysen sind im Anhang Kap. 9.3 einzusehen. Die intrazellulire

Kupferkonzentration wurde mit Hilfe folgender Formel berechnet:

CAAS

4.7)
Mcy - ZZ - ZV

CCu =

wobei ccy die intrazelluldre Kupferkonzentration (M), caas die ermittelte Kupferkonzentrati-
on (uug/L), My die molare Masse von Kupfer (g/mol), ZZ die analysierte Zellzahl (L~!) und ZV

das ermittelte mittlere Zellvolumen (L) darstellt.
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4.2.3.7 Durchflusszytometrische Bestimmung der zelluliren Aufnahme

Zur durchflusszytometrischen Untersuchung der Aufnahme von NP wurde die Veranderung des
Seitwirtsstreulicht (SSC) herangezogen. Dieser Parameter gibt eine Aussage iiber die Granularitit,
Grofle sowie Struktur des Zellkerns und die zellulare Vesikelanzahl. Mehrere Publikationen be-
schrieben bereits eine Korrelation zwischen der NP-Aufnahme und der Zunahme des SSC-Werts
(Sanders et al. 2012, Suzuki et al. 2007, Zucker et al. 2010; 2013).

Nach Ende der Inkubation wurden die Zellen, wie in Kap. 4.2.3.2 beschrieben, abtrypsiniert und in
kaltem PBS/10 % FKS (4 °C) aufgenommen. AnschlieBend wurde die Zellsuspension zentrifugiert
(1.300 rpm, 3 min, 4 °C) und der Uberstand verworfen. Das erhaltene Zellpellet wurde in PBS auf-
genommen und resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation unter den selben Bedingungen wur-
de der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 1 mL PBS aufgenommen und gut resuspendiert. An-
schlieffend wurde die Zellsuspension in ein mit 2 mL PBS befiilltes FACS-Rohrchen iiberfithrt und
am Durchflusszytometer analysiert. Hierbei wurden zunéchst vereinzelte Zellen von Zellagglo-
meraten mit Hilfe eines Dot-Plots (FSC-H gegen FSC-W) getrennt und die sog. Singlet-Population
fiir die weitere Analyse verwendet (Abb. 4.1, links). Die SSC-Werte der Singlet-Population wur-
dem schliefflich als Histogramm dargestellt und der gemittelte SSC-Wert aus 10.000 Zellen fiir
die weitere Berechnung herangezogen (Abb. 4.1, rechts). Um eine Aussage tiber eine mogliche in-
trazellulare Aufnahme der NP zu treffen, wurde der SSC-Wert exponierter Zellen in Relation zum
SSC-Wert unbehandelter Kontrollen gesetzt. Daraus ergabs sich die x-fache Zunahme des SSC-
Werts.

- Kontrolle Exposition
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] Singlets g -
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Abbildung 4.1: Reprisentative Darstellung der Gating-Strategie zur Erfassung vereinzelter Zel-
len und des SSC-Wertes. Links: Die Vereinzelung der Zellen wird durch die Auftragung
FSC-H gegen FSC-W erfasst. Rechts: Vergleich des SSC-Wertes einer unbehandelten Kon-
trolle (grau) und gegeniiber NP exponierten Zellpopulation (blau).
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4.2.3.8 Durchflusszytometrische Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies

Die Erfassung reaktiver Sauerstoftspezies (ROS) erfolgte mit Hilfe einer fluorogenen Sonde (Cell-
ROX® Green) an einem Durchflusszytometer. Bereits in einem reduzierten Zustand zeigt die Son-
de eine schwache Fluoreszenz, die jedoch bei der Oxidation durch ROS stark zunimmt (Absor-
ptions-/Emissionsmaximum: 485/520 nm). Zudem findet eine Bindung an die DNA durch den
oxidierten Farbstoff statt. Zur Detektion der emittierten Fluoreszenz wurde das Signal nach dem
530/30 nm Bandpassfilter verwendet. Aufgrund der Membrangingigkeit der Sonde ist es auer-
dem moglich, vitale Zellpopulationen zu untersuchen; die Zellen wurden daher zum Ausschluss
toter Zellen zusitzlich mit Propidiumiodid (PI) angefiarbt. Dieser Farbstoff ist nicht membran-
gingig und dringt nur in Zellen mit permeabler Membran ein. Dort bindet er an Nukleinsduren,
wodurch die vorliegende schwache Fluoreszenz verstirkt wird (Absorptions-/Emissionsmaxi-
mum: 493/632 nm). Zur Detektion der durch PI emittierten Fluoreszenz wurde das Signal nach
dem 695/40 nm Bandpassfilter herangezogen. Beide Farbstoffe wurden mit einem Laser (488 nm)
angeregt.

Die Zellen wurden nach Ende der Inkubation, wie in Kap. 4.2.3.2 beschrieben, abtrypsiniert. An-
schlieRend wurden die Zellen in 1 mL Firbelosung, die sich aus 10 L PI (50 pug/uL), 0,8 L Cell-
ROX® Green und 1 mL Zellkulturmedium zusammensetzte, aufgenommen und resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde in ein FACS-R6hrchen iiberfithrt und fiir 30 Minuten im Brutschrank

mit der Firbelosung inkubiert.

ROS

Count
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Abbildung 4.2: Reprisentative Darstellung der Gating-Strategie zur Ermittlung generierter ROS.
Es wurde eine vitale Zellpopulation selektiert (links) und in dieser die durch ROS verur-
sachte Fluoreszenz erfasst (rechts).
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Es folgte die Analyse am Durchflusszytometer, wobei wie in Kap. 4.2.3.7 nur die Singlet-Population
analysiert wurde. Hierbei wurden je Bestimmung stets 30.000 vereinzelte Zellen untersucht. Aus
dieser Population konnten tote Zellen mit Hilfe des zugesetzten PI diskriminiert werden und
dadurch ausschlieflich die emittierte Fluoreszenz von CellROX® Green aus Zellen mit intakter
Membran ermittelt werden. Die Fluoreszenz wurde als Histogramm dargestellt und aus diesem
die mittlere Fluoreszenz bestimmt (Abb. 4.2). Zur Auswertung wurden die mittleren Fluoreszen-
zen exponierter Zellen ins Verhiltnis zur Fluoreszenz von Negativkontrollen der ALI-Exposition

gesetzt, woraus sich eine x-fache Induktion an ROS ergab.

4.2.3.9 Quantifizierung von DNA-Strangbriichen

DNA-Strangbriiche wurden mit Hilfe der Alkalischen Entwindung (AU) quantifiziert (Hartwig
et al. 1993). Diese Methode beruht auf einer Entwindung der DNA durch eine alkalische Losung,
wobei die Entwindung nur an DNA-Strangbriichen erfolgt. Nach diversen Aufarbeitungsschritten
werden einzel- (ssDNA) und doppelstrangige DNA (dsDNA) chromatographisch getrennt. Schlief3-
lich erfolgt eine fluorometrische Detektion mit einem DNA-interkalierenden Farbstoff. Bei der
Durchfithrung dieser Methode wurden fiir jede Bestimmung zwei technische Replikate mitge-
fihrt.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen, wie in Kap. 4.2.3.2 und 4.2.3.3 beschrieben, ab-
trypsiniert und in kaltem PBS/10 % FKS aufgenommen. Es erfolgte eine Zentrifugation (1.300 rpm,
3 min, 4 °C), anschliefend wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 1 mL PBS resus-
pendiert. Im Anschluss wurde die Zellzahl bestimmt und eine Zellsuspension der Konzentration
10.000.000 Zellen/mL hergestellt. Aus dieser Losung wurden 10 pL in ein 15 mL Reaktionsge-
faf} iberfithrt und 750 pL alkalische Losung zugesetzt. Der pH-Wert der alkalischen Losung ist
hierbei zelllinienabhéngig (A549: pH 12,1; MucilAir: pH 11,9). Es folgte eine 30-miniitige Ent-
windung der DNA unter Lichtausschluss und eine anschlieflende Neutralisation auf pH 6,8 mit
0,1 M HCI. Anschliefend wurde die Losung 15 Sekunden mit Hilfe einer Ultraschallspitze sonifi-
ziert (10 % Amplitude, konstante Sonifizierung) und 15 pL 10 %ige SDS-Losung zur Stabiliserung
der DNA hinzugegeben. Die Proben wurden bis zur chromatographischen Trennung der ssDNA
und dsDNA bei -20 °C gelagert.
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Sdulenchromatographische Trennung und Quantifizierung

Alle Schritte zur chromatographischen Separation der DNA erfolgten bis zur Anfiarbung der Pro-
ben bei 60 °C. Vor der Seperation der beiden DNA-Varianten wurden die benotigten Hydroxylapa-
tit-Sdulen vorbereitet, die als stationdre Phase fungieren. Hierzu wurde eine Hydroxylapatit-Sus-
pension der Konzentration 0,1 g/mL in 0,01 M NaP-Puffer hergestellt und 30 Minuten bei 60 °C
aquilibriert. Pro Saule wurden 500 pL der Suspension zwischen zwei Glasfaserfilter gegeben und
anschlief}end mit 0,5 M KP-Puffer gewaschen. Darauffolgend wurden die Saulen mit 0,01 M NaP-
Puffer konditioniert und schlief}lich mit den vortemperierten Proben beladen. Die Siaulen wurden
mit 0,01 NaP-Puffer gespiilt und schlieflich die ssDNA sowie die dsSDNA mit 0,15 M respektive
0,35 M KP-Puffer in je einzelne Kavititen einer 48-Lochplatte eluiert. Die DNA wurde letztlich
mit Hochst-Farbstoff 33258 (Absorptions-/Emissionsmaximum: 360/455 nm) bei Raumtempera-
tur angefirbt (Endkonzentration 7,5 x 1077 M) und nach 20 Minuten die Fluoreszenz am Mikro-

plattenlesegerit bestimmt.

Berechnung der Anzahl an DNA-Strangbriichen

Zur Feststellung der Anzahl an DNA-Strangbriichen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
wurde zu Beginn die Fluoreszenz (F) mitgefithrter Blindwerte von den jeweiligen Proben abgezo-
gen (GL. 4.8). Aufgrund einer stirkeren Interkalation des Farbstoffes in dSDINA im Vergleich zu ssD-
NA wurde zur Berechnung des relativen dsDNA-Anteils ein Korrekturfaktor (2,1; Gl. 4.9) verwen-
det (Hartwig et al. 1993). Darauffolgend wurde der Anteil an dsDNA der Proben ins Verhiltnis zum
dsDNA-Anteil der unbehandelten Kontrollen gesetzt. Mit Hilfe einer Kalibriergerade, die im Zu-
ge der wissenschaftlichen Abschlussarbeit fiir die Zelllinie A549 angefertigt wurde (Anhang Kap.
9.4), konnte die Anzahl an DNA-Strangbriichen pro 10° Basenpaare (Bp) bestimmt werden (GI.
4.10). Diese Berechnung unterliegt der Annahme, dass pro Gray eine Induktion von 1.000 DNA-
Strangbriichen stattfindet und sich im menschlichen Genom 6 x 10° Bp befinden (Hartwig et al.
1996, Venter et al. 2001).

F = FProbe - FBlindwert (4.8)

F
Anteil dsDNA = dsDNA (4.9)
Faspna + 2,1 FsspNa

Anteil dSDNAp,pe 103 106

n - . (4.10)
Anteil dsDNAgonirolle 0,0534 6 - 10°

Strangbriiche pro 10° bp = -1
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4.2.3.10 Induktion von Apoptose und Nekrose

Die Unterscheidung zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod wurde mit Hilfe einer
PI/Annexin V-Firbung durchgefiihrt. Hierbei zeigt der Farbstoff PI, der, wie bereits in Kap. 4.2.3.8
beschrieben, keine intakten Membranen durchdringt, eine nekrotische Wirkung an. Die Einlei-
tung eines apoptotischen Zelltodes wird mit Hilfe des Proteins Annexin V, das mit Fluorescein-5-
isothiocyanat (FITC, Absorptions-/Emissionsmaximum: 495/519 nm) konjugiert ist, erfasst. An-
nexin V bindet dabei spezifisch an Phosphatidylserin (PS), einen Bestandteil der Zellmembran,
das nur an der Membraninnenseite lokalisiert ist. Im Zuge der Apoptose verliert die Zellmem-
bran jedoch ihren asymmetrischen Aufbau, wodurch PS auch an der dufleren Zellmembran gebun-
den wird und so ein positives Annexin V-FITC Signal hervorruft. Es ist jedoch anzumerken, dass
auch spatapoptotische und nekrotische Zellen aufgrund einer permeablen Membran ein positives
Annexin V-FITC Signal induzieren. Daher differenziert die PI/Annexin V-Firbung vier mogliche
Zellpopulationen: Vitale (I), nekrotische (II), apoptotische (III) und spitapoptotische/nekrotische
(IV) Zellen (Abb. 4.3). Zur Detektion von PI wurde das Signal nach dem 695/40 nm Bandpassfilter
verwendet, wihrend das Annexin V-FITC Signal nach dem 530/30 nm Bandpassfilter bestimmt

wurde.
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Abbildung 4.3: Reprisentative Darstellung zur Unterscheidung von Zellpopulationen. Hierbei
wurden vitale (I), nekrotische (II), apoptotische (I1I) und spitapoptotische/nekrotische (IV)
Zellpopulationen mit Hilfe eines Dot-Plots differenziert.
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Eine halbe Stunde vor Ende der Inkubation wurden die Zellen apikal mit 200 pL Firbelosung,
die sich aus 200 pL Ringer-Losung, 0,25 L PI (50 pug/pL) und 1 uL Annexin V-FITC zusammen-
setzte, fiir 30 Minuten koinkubiert. Nach Ende der Koinkubation wurde die apikale Koinkubati-
onslosung in ein FACS-Rohrchen tiberfithrt und die Zellen, wie in Kap. 4.2.3.2 beschrieben, ab-
trypsiniert, wobei sowohl die Wasch- als auch die Trypsinlosung ebenfalls im vorliegenden FACS-
Rohrchen gesammelt wurden. Schliefllich erfolgte die Aufnahme der Zellen in 1 mL Zellkultur-
medium, die Zellsuspension wurde resuspendiert und ebenfalls in das FACS-Rohrchen iiberfiihrt.
Anschliefend erfolgte die Analyse am Durchflusszytometer, wobei abermals agglomerierte Zellen
diskriminiert wurden und ausschliefllich 10.000 Zellen der Singlet-Population untersucht wurden
(s. Kap. 4.2.3.8). Zur Auswertung erfolgte die Angabe der prozentualen Verteilung der jeweiligen
Subpopulationen (vital, apoptotisch, nekrotisch, spitapoptotisch/nekrotisch) in Bezug auf die ana-

lysierte Singlet-Population.

46
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Mit der steigenden industriellen Verwendung von NM nimmt ebenso die Exposition gegeniiber
nanoskaligen Verbindungen zu, insbesondere am Arbeitsplatz. Bei der Verarbeitung, und damit
sowohl wihrend der Produktion als auch bei der thermischen und stofflichen Verwertung nan-
omaterialhaltiger Produkte, gilt die Inhalation als Hauptexpositionsquelle fiir diese Materialien
(zusammengefasst in Kuhlbusch et al. 2018). Eine In-vitro-Exposition unter realititsnahen Bedin-
gungen ist fir die inhalationstoxikologische Bewertung derartiger Verbindungen von enormer
Bedeutung. Diese Pramisse kann mit Hilfe einer ALI-Zellkultivierung sowie geeigneten Exposi-
tionsanlagen erfiillt werden (zusammengefasst in Paur ef al. 2011). Im ersten Teil der vorliegen-
den Arbeit wird die Etablierung einer derartigen ALI-Exposition sowie der toxische Wirkmecha-
nismus der verwendeten CuO und TiO, NP beschrieben. Der zweite Teil befasst sich mit dem
Effekt von Verbrennungsaerosolen aus der thermischen Nanokompositaufarbeitung nach einer
ALI-Exposition auf die Genexpression von A549-Zellen und eines 3D-Zellkulturmodells sowie

auf die Induktion von DNA-Strangbriichen in diesen in-vitro-Systemen.

5.1 Etablierung einer ALI-Exposition mit Hilfe von

Referenzpartikeln

5.1.1 Bestimmung der Partikelgroflenverteilung

Zur Bestimmung der Grofenverteilung der verwendeten NP wurden die jeweiligen NP-haltigen
Aerosole in der Vitrocell® Cloud auf zufillig verteilte Gitternetze fiir TEM-Aufnahmen appliziert.
Mit Hilfe der Software Image] wurde der Durchmesser von Primérpartikeln anhand der TEM-
Aufnahmen vermessen. Eine Auswahl an TEM-Aufnahmen der jeweiligen NP aus unterschiedlich

konzentrierten Stammlosungen ist in Abb. 5.1 dargestellt.
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Abbildung 5.1: Reprisentative TEM-Aufnahmen der ALI applizierten Nanopartikel aus verschie-
denen Stammlésungen (A-F).
TiO; NP: A = 0,5 mg/mL, B = 1 mg/mL, C = 2,5 mg/mL
CuO NP: D = 0,5 mg/mL, E = 1 mg/mL, F = 2,5 mg/mL.

Die optische Begutachtung der Partikel ergab nahezu sphirische Partikel, sowohl in Bezug auf
die TiO, NP (Abb. 5.1 A - C) als auch auf die CuO NP (Abb. 5.1 D - F). Wihrend TiO, NP be-
reits augenscheinlich eine homogene Partikelgroflenverteilung zeigten, wiesen die untersuchten
CuO NP eine stirkere Heterogenitit in ihrer Grofle auf (repriasentativ Abb. 5.1 D). Um eine Beein-
flussung der Partikelgroflenverteilung durch die Konzentration der Stammldsung auszuschlieflen,
wurde der Durchmesser primirer Partikel in unterschiedlich konzentrierten Stammldsungen be-

stimmt (Tab. 5.1).

Tabelle 5.1: Tabellarische Zusammenfassung der Partikeldurchmesser abhingig von der einge-
setzten Stammldsung. Dargestellt sind die Mittelwerte der Durchmesser von mind. 100 Par-
tikeln 4= SD. S1: 0,5 mg/mL; S2: 1 mg/mL; S3: 2,5 mg/mL.

Partikeldurchmesser [nm]

Partikelspezies Herstellerangabe S1 S2 S3
TiO; (Aeroxide P25, Evonik) 21 23,1+66 247472 229+73
CuO (Sigma - Aldrich) <50 41,54+31,0 458+30,6 49,8+39,1
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5.1 Etablierung einer ALI-Exposition mit Hilfe von Referenzpartikeln

Hinsichtlich der verwendeten TiO, NP Stammldsungen konnten nur geringfiigige und konzen-
trationsunabhingige Unterschiede im Partikeldurchmesser beobachtet werden. Zudem war eine
homogene Groflenverteilung der Partikel zu erkennen, die sich sowohl in einer geringen SD als
auch, wie bereits erwihnt, in der optischen Analyse widerspiegelte (Abb. 5.1 A - C). Der mittlere
Partikeldurchmesser der CuO NP zeigte hingegen eine Zunahme mit steigender Konzentration
der eingesetzten Stammldsung. Gleichzeitig wiesen diese Partikel im Vergleich zu den TiO, NP
insgesamt eine grofiere Heterogenitit auf, die in einer hohen SD sowie in der optischen Auswer-
tung ersichtlich wurde (Abb. 5.1 D - F). Die beobachteten Veridnderungen im Partikeldurchmesser
wurden unter Beriicksichtigung der SD als nicht relevant erachtet. Daher wurde schliefllich die

Partikelgrofenverteilung unabhingig von der eingesetzten Stammlosung bestimmt (Abb. 5.2).
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Abbildung 5.2: Groflenverteilung beider NP nach deren Exposition in der Vitrocell® Cloud unab-
hingig von der eingesetzten Stammlosung. Dargestellt sind die Mittelwerte der Durch-
messer von mind. 1000 Partikeln + SD. A: TiO, NP; B: CuO NP.

Hierbei zeigte sich hinsichtlich der TiO; NP mit 24,0 = 7,1 nm ein mittlerer Partikeldurchmesser,
der etwas iiber der Herstellerangabe von 21 nm lag (Abb. 5.2 A). Der ermittelte Durchmesser war
mit Daten aus publizierten Studien, die ebenfalls eine Grofenverteilung der gleichen Partikelspe-
zies mit Hilfe von TEM-Aufnahmen analysierten, vergleichbar (Motzkus et al. 2013, Yang et al.
2014). Die untersuchten CuO NP wiesen einen Partikeldurchmesser von 45,9 4 33,0 nm auf (Abb.
5.2 B). Dieser Wert entspricht den Herstellerangaben (< 50 nm) und ist etwas geringer als bereits
publizierte Partikelgroflen aus vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe (Semisch et al. 2014). Aus-
fithrliche Charakterisierungen der verwendeten CuO NP und TiO, NP in verschiedenen Medien
wurden bereits in mehreren Studien publiziert (Motzkus et al. 2013, Semisch 2013, Yang et al.

2014; zusammengefasst in Rasmussen ef al. 2014).
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1.2 Untersuchungen zur Zytotoxizitit
5.1.2.1 Einfluss der Kultivierungs- und Expositionsmethode

Die Verwendung eines ALI-Expositionssystems erfordert eine Umstellung von der gdngigen sub-
mersen Zellkultivierung zur Kultivierung und Exposition in einem Transwell-System. Um einen
Einfluss des Zellkulturmodells auf die Viabilitat auszuschliefen, wurde der Effekt des NP-Suspen-
sionstragers (1 %-iges PBS) auf die CFA untersucht. Die iiber ein ALI exponierten Proben wurden

dabei mit submers kultivierten Kontrollversuchen verglichen (Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3: Beeinflussung der Koloniebildungsfihigkeit durch 1 %iges PBS (Kontrolle ALI)
nach ALI-Exposition im Vergleich zu submersen Kontrollversuchen (Kontrolle
submers). A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in der
Vitrocell® Cloud gegeniiber einem 1 %igen PBS-Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden in-
kubiert. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen + SD.

Die Exposition gegeniiber dem Suspensionstrager zeigte eine leicht erhohte CFA auf 112 £+ 18 %
im Vergleich zu submers kultivierten Zellen (Abb. 5.3). Diese Erhohung der CFA spiegelt jedoch
unter Berticksichtigung der SD keine relevante Veridnderung wider, womit falsch positive oder
negative Aussagen bedingt durch die Kultivierungs- sowie Expositionsmethode ausgeschlossen
werden konnten. Ein Einfluss verschiedener Losungen auf die Zellviabilitit nach ALI-Exposition

wurde bereits in der Literatur dargelegt. Hierbei konnte eine geringfiigige, aber nicht relevante
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5.1 Etablierung einer ALI-Exposition mit Hilfe von Referenzpartikeln

Abnahme der Zellviabilitit nach Exposition gegeniiber 10 mM NaCl- oder Citrat-Losung festge-
stellt werden (Lenz et al. 2009). Dies wurde ebenso nach Exposition gegeniiber Reinluft beobach-
tet, eine Applikation eines Aeorosols aus destilliertem Wasser rief im Gegensatz dazu eine leichte
erhohte Zellviabilitit hervor (Frohlich et al. 2013).

5.1.2.2 Eingesetzte Partikeldepositionen

Mit Hilfe der Vitrocell® Cloud konnten A549-Zellen mit Partikeldepositionen zwischen 0,4 und
25,8 p1g/cm? exponiert werden. Paur et al. (2011) erstellten eine Modellberechnung zur Ermitt-
lung der Dosis in der Alveolarregion sowohl unter Arbeitsplatzbedingungen als auch durch Um-
gebungsluft, wobei fiir beide Szenarien worst case Bedingungen an hot spots des Alveolarbereichs
angenommen wurden. Hot spots stellen dabei die Bereiche dar, an denen die hochste Dosis auf-
grund einer ungleichen Deposition und Clearance innerhalb der Lunge sowie durch eine mog-
liche Unterschitzung der Dosis vorliegt. Hierbei wurde fiir Umgebungsluft eine Lebenszeitdosis
(80 Jahre) von 6,6 11g/cm? und fiir Arbeitsbedingungen eine tigliche Dosis (8 Stunden Schicht) von
0,13 p1g/cm? sowie eine kumulative Exposition (Arbeitszeit 5 Tage die Woche, 50 Wochen im Jahr,
45 Jahre, inkl. Dosis durch Umgebungsluft fiir eine Gesamtlebenszeit von 80 Jahren) gegeniiber
420 pg/cm? berechnet (zusammengefasst in Paur ef al. 2011). Die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit applizierten Partikeldepositionen spiegeln damit durchaus kumulative Expositionen von

Arbeitnehmern der verarbeitenden Industrie wider.

5.1.2.3 Zytotoxizitit von TiO, und CuO Nanopartikeln

Insbesondere metallhaltige NP zeigen Interferenzen mit einer Vielzahl von giangigen Testsyste-
men zur Bestimmung der Viabilitit bzw. Zytotoxizitit, weshalb die Wahl eines addquaten Testsys-
tems und geeigneter Kontrollversuche von grofer Relevanz ist (Han et al. 2011, Holder et al. 2012,
Kroll et al. 2012, Riebeling et al. 2018). Daher wurde auf Basis einer Studie aus der Arbeitsgruppe
(Semisch 2014), die eine Beeinflussung eines photometrischen Testsystems durch Kupfer-lonen
beschreibt, kein photometrischer Zytotoxizititstest verwendet. Statt dessen wurden die relative

Zellzahl sowie die CFA als Parameter einer toxischen Wirkung gewihlt (Abb. 5.4 und 5.5).
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Abbildung 5.4: Einfluss von CuO NP (M) und TiO, NP (A) auf die relative Zellzahl nach ALI-
Exposition. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in
der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen =+ SD.

Die relative Zellzahl wurde durch CuO NP lediglich unter dem Einfluss hoher Dosierungen ge-
ringfiigig reduziert (Abb. 5.4). Hierbei war eine Abnahme auf 86 % respektive 79 % im Vergleich
zur Negativkontrolle nach Exposition gegeniiber 13,2 ig/cm? bzw. 17,1 pg/cm? zu erkennen.
TiO, NP induzierten ebenfalls eine leichte Reduzierung der relativen Zellzahl. So war ein ge-
ringfiigiger Riickgang der Zellzahl auf 88 % nach Exposition gegeniiber der hochsten Dosis von
25,8 11g/cm? zu beobachten. Beide Partikelspezies zeigten zusammenfassend einen abnehmenden
Effekt auf die relative Zellzahl und damit eine geringfiigige akute Toxizitit.

Hinsichtlich der CFA zeigte die Behandlung mit CuO NP eine deutlich ausgepragtere Toxizitdt im
Vergleich zur relativen Zellzahl (Abb. 5.5). Bereits ab einer Dosis von 4,7 ug/cm? konnte eine zy-
totoxische Wirkung festgestellt werden, wobei die CFA auf 76 % reduziert wurde. Zudem konnte
eine dosisabhingige Verstirkung dieses Effekts beobachtet werden. Den stirksten zytotoxischen
Einfluss zeigte die Exposition gegeniiber 17,1 yg/cm? mit einer Reduzierung der CFA auf 19 %.
Im Gegensatz zu CuO NP zeigte die Behandlung mit TiO, NP keinen Einfluss auf die CFA.

Die zytotoxische Wirkung von CuO NP unter submersen Bedingungen konnte bereits in zahl-
reichen Publikationen, sowohl aus der Arbeitsgruppe (Semisch et al. 2014, Strauch et al. 2017) als
auch von weiteren Forschergruppen (Ahamed et al. 2010, Cronholm et al. 2013, Karlsson et al.
2008; 2009, Midander et al. 2009, Moschini et al. 2013, Wang et al. 2012), festgestellt werden.
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Abbildung 5.5: Einfluss von CuO NP (M) und TiO;, NP (A) auf die Koloniebildungsfihigkeit nach
ALI-Exposition. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten
in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stun-
den inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhidngigen Versuchen + SD.

Ebenso wurde bereits eine hohere Sensitivitidt der CFA im Vergleich zur Bestimmung der Zell-
zahl beschrieben (Semisch 2013). Auch unter ALI-Exposition wurde eine zytotoxische Wirkung
von CuO NP auf A549-Zellen dargelegt (Aufderheide et al. 2013, Jing et al. 2015, Steinritz et al.
2013). Eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse zwischen den jeweiligen Studien nach ALI-Exposition
von CuO NP ist jedoch aufgrund unterschiedlicher Primérpartikel, Inkubations- sowie Expositi-
onszeiten, Expositionssysteme und variierender Dosiserfassung nur schwer moglich. Nach einer
Exposition gegeniiber CuO NP fiir zwei bzw. vier Stunden konnten Jing et al. (2015) eine do-
sisabhingige Zytotoxizitit auf A549-Zellen mittels LDH- und Alamar Blue-Test aufzeigen. Die
aus SMPS-Daten errechnete Dosis lag dabei mit maximal 150 ng/cm? weit unter der Dosis, die
in der vorliegenden Arbeit eine toxische Wirkung zeigte. Eine mogliche Ursache hierfiir konn-
te im geringeren Durchmesser der von Jing et al. (2015) verwendeten Partikel liegen. So konn-
te bereits ein Einfluss des Durchmessers nanoskaliger Partikel auf deren Zytotoxizitét fiir ZnO
und Ag NP nachgewiesen werden (Gliga ef al. 2014, Hsiao und Huang 2011). Aufderheide et al.
(2013) und Steinritz et al. (2013) zeigten mittels WST-1-Test nach 24-stiindiger Inkubation eine
dosisabhingige Zytotoxizitit von CuO NP auf A549-Zellen. Hierbei wurden zwar weitaus hohere
Dosierungen (25 - 100 1g/cm?) eingesetzt, jedoch waren die verwendeten CuO NP mit denen der

vorliegenden Arbeit vergleichbar. Die Betrachtung der akut toxischen Wirkung von 25 ug/cm?
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CuO NP zeigte hierbei eine Viabilitit von circa 50 %. Da in der vorliegenden Arbeit keine Dosis in
dieser Groflenordnung verwendet wurde, ist ein Vergleich nur schwer durchfithrbar. Jedoch war
in der vorliegenden Arbeit ebenso eine dosisabhangige Abnahme der Zellzahl durch CuO NP zu
erkennen, die mit Hilfe einer Extrapolation eine zur beschriebenen Studie vergleichbare toxische
Wirkung aufzeigen konnte.

Die verwendeten TiO, NP wurden ebenso bereits ausgiebig unter submersen Bedingungen unter-
sucht, wobei keine ausgeprigte zytotoxische Wirkung auf A549-Zellen festgestellt werden konnte.
Lediglich unter der Verwendung sehr hoher Dosen und/oder langer Inkubationszeit (48 h) konn-
te eine geringfiigige Zytotoxizitit beobachtet werden (Jugan et al. 2012, Sayes et al. 2006, Simon-
Deckers et al. 2008, Tedja et al. 2011). Neben submersen Untersuchungen liegen zudem Studien
iiber den Einfluss der verwendeten TiO, NP-Spezies auf A549-Zellen nach ALI-Exposition vor.
Withrend Loret ef al. (2016) bei einer geringen Dosis von 3 jg/cm? nach 24-stiindiger Inkubation
keinen toxischen Einfluss feststellen konnten, wiesen sowohl Rach et al. (2014) als auch Steinritz
et al. (2013) eine dosisabhingige zytotoxische Wirkung nach. Hierbei zeigte sich unter dem Ein-
fluss von 25 g/ cm? eine Reduzierung der Zellviabilitit auf 50 % (Rach et al. 2014) respektive 74 %
(Steinritz et al. 2013) mittels WST-1-Test. Die Betrachtung der vergleichbaren Dosis aus der vor-
liegenden Arbeit zeigt eine schwicher ausgeprigte akute Toxizitit. Die Diskrepanz hinsichtlich
der toxischen Wirkung konnte mit der Betrachtung unterschiedlicher Endpunkte der Toxizitéts-
tests begriindet werden. Wihrend der WST-1-Test die metabolische Aktivitiat bestimmt, wurden
durch die hier durchgefiihrte Zellzahlbestimmung alle Zellen mit intakter Zellmembran ermittelt.
Zudem wurden bereits Interferenzen zwischen NP und Formazan, dem Metabolisierungsprodukt
des WST-1-Tests, nachgewiesen, so dass falsch negative Ergebnisse durch dieses Testsystems nicht
ausgeschlossen werden konnen (Kroll ef al. 2012).

Zusammenfassend belegen die Daten der vorliegenden Arbeit eine ausgepragte zytotoxische Wir-
kung der CuO NP nach ALI-Exposition. Diese Beobachtung bestitigt vorhandene Studien zur Zy-
totoxizitit dieser NP-Spezies, sowohl unter submersen Bedingungen als auch nach ALI-Exposition.
Zudem konnte eine geringfiigige akut toxische Wirkung der verwendeten TiO, NP festgestellt
werden, die in dieser Form auch unter submersen Bedingungen beschrieben wurde. Vergleichbare
Studien zur ALI-Exposition dieser NP zeigten jedoch eine stirker ausgepragte toxische Wirkung.
Insgesamt konnten somit CuO NP und TiO, NP beziiglich einer toxischen Wirkung als Positiv-

respektive Negativkontrolle fiir das verwendete Expositionssystem ausgemacht werden.
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5.1.3 Untersuchung des Wirkmechanismus nach ALI-Exposition

Die HT RT-gPCR ist eine innovative und aussagekriftige Methode, um Wirkmechanismen toxi-
scher Substanzen aufzukliren. Mit Hilfe dieser spezifischen Methode ist es moglich, simultan in
96 Proben eine Beeinflussung von 95 Genen verschiedener Gengruppen quantitativ zu erfassen. In
vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe konnte diese Methode etabliert und validiert werden (Fi-
scher et al. 2016). Zudem wurde sie im Rahmen von Untersuchungen zu CuO NP unter submersen
Inkubationsbedingungen erfolgreich angewandt (Strauch et al. 2017). Auf Basis dieser Erkennt-
nisse sollte die HT RT-qPCR-Methode im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzt werden, um
die Verwendung eines ALI-Expositionssystem mit Hilfe zweier Referenznanopartikel (CuO und
TiO,) zu etablieren. Die Verdnderungen im Genexpressionsmuster von A549-Zellen nach Expo-

sition gegeniiber beiden Partikelspezies ist in Abb. 5.6 schematisch als Heatmap dargestellt.
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Abbildung 5.6: Schematische Darstellung der Beeinflussung des Genexpressionsprofils von A549-
Zellen nach ALI-Exposition gegeniiber TiO; und CuO NP als Heatmap. Eine rote
Farbung stellt eine Induktion der Genexpression dar, eine blaue Farbung steht fiir eine
verminderte Genexpression. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen Ver-

suchen + SD.
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Die Exposition gegeniiber TiO, NP zeigte keinen relevanten Einfluss auf das Genexpressionspro-
fil von A549-Zellen, wobei im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Verdopplung oder Halbie-
rung der Transkriptmenge eines Gens (log,-facher Faktor £1) als eine relevante Beeinflussung
definiert wird. Im Gegensatz dazu konnte durch die Behandlung mit CuO NP eine dosisabhin-
gige Veranderung des Expressionsmusters in einer Vielzahl der untersuchten Gene beobachtet
werden. Dabei ist hervorzuheben, dass die Applikation von 0,4 und 0,8 ;1g/cm? kaum relevan-
te Verianderungen der Genexpression aufzeigten und somit ein No Observed Adverse Effect Le-
vel (NOAEL) im Rahmen der Genexpressionsanalyse erfasst werden konnte. Die starkste Dosis-
abhingigkeit und ausgeprigtesten Effekte zeigten die Gengruppen der Metallhomdostase und der
oxidativen Stressantwort. Dies deutet sowohl auf eine zellulire Aufnahme und Freisetzung von
Kupfer-Ionen, als auch auf die Induktion von oxidativem Stress hin. Zusitzlich konnte ab einer
Exposition gegeniiber 4,9 jig/cm? eine Beeinflussung der Genexpression apoptotischer Faktoren
sowie von Zellzyklusregulatoren beobachtet werden. Des Weiteren wurde unter dem Einfluss der-
selben Dosis eine dosisabhidngige Zunahme der Expression von Genen der DNA-Schadensantwort
festgestellt. Gene, die mit der DNA-Reparatur assoziiert werden, wurden ebenso bei einer Dosis
von 4,9 juig/cm? vermehrt exprimiert. Mit steigender Dosis konnte eine Abnahme dieser Expres-
sion beobachtet werden. Auch die Gruppe von Genen, die mit dem Fremdstoffmetabolismus as-
soziiert werden, wurde durch CuO NP in ihrer Expression beeinflusst, wobei die betreffenden
Gene meist vermindert exprimiert wurden. Eine detaillierte Heatmap-Darstellung ist in Anhang
Kap. 9.5 einzusehen. Im Anschluss wird niher auf diejenigen Gene eingegangen, die eine deutliche

Antwort auf die Exposition gegeniiber Nanopartikeln zeigten.

5.1.3.1 Zellulire Aufnahme und Bioverfiigbarkeit

Beeinflussung der Expression Metallhomoostase-regulierender Gene

Die Gene MT1X und MT2A kodieren beide fiir Proteine der Metallothionein (MT)-Familie. MTs
sind relativ kleine (ca. 10 kDa), aber cystein-reiche Proteine (ca. 15-30 %), deren Funktionen die
Regulierung des Zinkhaushaltes und die Bindung von Metallionen darstellen. Aufgrund der hohen
Anzahl an Thiolgruppen sind jedoch zudem antioxidative Eigenschaften dieser Proteingattung be-
kannt (zusammengefasst in Blindauer 2014, Krezel und Maret 2017).

Wihrend die Exposition gegeniiber CuO NP die Expression der Gene MT1X und MT2A deutlich
steigerte, konnte dies nicht fiir die Behandlung mit TiO, NP festgestellt werden (Abb. 5.7). Die
Behandlung mit 0,4 bzw. 0,8 ug/ cm? CuO NP rief eine leicht erhohte, aber noch nicht relevant

gesteigerte Expression beider Gene hervor. Die Exposition gegeniiber 2,2 11g/cm? steigerte bereits
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Abbildung 5.7: Einfluss der ALI-Exposition gegeniiber CuO und TiO, NP auf die Expression der
Gene MT1X und MT2A. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption fiir zehn
Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol exponiert und
fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen Versu-
chen £ SD.

die Expression um den log,-fachen Faktor 2,2 (MT LX) respektive 1,9 (MT2A). Ab einer Dosis von
4,9 pg/cm? wurde MTIX um einen log,-fachen Faktor von ca. 4,4 und MT2A um Faktor 4,8 er-
hoht. Eine weitere Dosiserhohung resultierte nicht in einer weiteren Steigerung der Genexpressi-
on, stattdessen wurden beide Gene konstant stark vermehrt exprimiert. Die Exposition gegeniiber
TiO, NP fiithrte zu keiner relevanten Expressionsanderung von beiden MT-kodierenden Genen.
Die Transkription der hier untersuchten M T-kodierenden Gene kann sowohl durch eine Reihe an
Transkriptionsfaktoren als auch durch oxidativen Stress erfolgen. Einen der relevantesten Tran-
skriptionsfaktoren stellt dabei der metal-regulatory transcription factor 1 (MTF-1) dar, der durch
eine erhohte intrazellulire Metallionenkonzentration aktiviert wird (Heuchel et al. 1994; zusam-
mengefasst in Blindauer 2014, Giinther et al. 2012, Krezel und Maret 2017, Takahashi 2015). Dabei
erfolgt die Verdringung und Freisetzung von Zn?* aus MT durch Metallionen, wie beispielsweise
Kupfer-lonen, aufgrund von hoheren Bindungsaffinititen zu Thiolgruppen der MTs. Dies kann
durch eine Vielzahl an Metallionen oder auch H,O; erfolgen. Die freigesetzten Zink-Ionen akti-
vieren schliefflich das Zinkfingerprotein MTF-1, das die Expression von MT-kodierenden Genen
induziert (Nielson et al. 1985, Zhang et al. 2003). In Bezug auf die Ergebnisse der vorliegenden
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Arbeit lasst die erhohte MT1X- und MT2A-Expression somit auf eine gesteigerte intrazellulidre
Kupferionenkonzentration schlieffen. Diese These unterstiitzt der trojan horse type Mechanismus,
der eine endozytotische Aufnahme und lysosomale Prozessierung der CuO NP zu Kupfer-lonen
postuliert (Cronholm et al. 2013, Limbach et al. 2007, Moschini et al. 2013). Die Induktion ei-
ner Expression MT-kodierender Gene durch CuO NP nach deren zelluldrer Verarbeitung konnte
durch mehrere Studien unter submersen Bedingungen aufgezeigt werden (Hanagata et al. 2011,
Strauch et al. 2017). Diesbeztigliche Untersuchungen nach einer ALI-Exposition wurden bisher
nicht publiziert. Ein Vergleich der Expression beider Gene, unter Beriicksichtigung der gleichen
Zelllinie und einer vergleichbaren Dosierung, mit einer vorangegangen Studie der Arbeitsgruppe
ergab eine vergleichbare MT IX-Expression (Strauch et al. 2017), wihrend in der vorliegenden Ar-
beit MT2A etwas ausgeprigter exprimiert wurde. Bisher wurde nur in einer Studie eine konstant
gesteigerte Genexpression beobachtet (Cuillel et al. 2014). Eine Erklirung fiir die konstante Ex-
pression unter dem Einfluss hoher Dosierungen konnte eine maximale NP-Aufnahme oder auch
das Erreichen einer Expressionskapazitit dieser Gene bieten.

Das beobachtete Ausbleiben eines Einflusses der TiO, NP auf die MT 1X- und MT2A-Expression
wurde in weiteren submers durchgefiihrten Studien beschrieben. So zeigten Poon et al. (2017) kei-
nen Effekt der verwendeten TiO, NP-Spezies auf die Genexpression in THP-1 Zellen, wohingegen
Tuomela et al. (2013) geringfiigige Effekte in MDDC- und HMDM-Zellen feststellten. Gleichzeitig
konnte keine Beeinflussung in Jurkat-Zellen beobachtet werden. Eine mogliche Erklarung konn-
te die Unlgslichkeit der TiO, NP unter lysosomalen Bedingungen darstellen (Zhong et al. 2017).
Gleichzeitig ist zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Erkenntnis bzgl. einer Aktivierung von MTF-1

durch Titan-Ionen bekannt.

Bestimmung der zelluliren Kupferkonzentration

Die Quantifizierung von internalisierten NP stellt eine grofle Herausforderung dar. Aufgrund der
Adsorption von NP an die duflere Zellmembran ist es nur teilweise moglich, membranassoziierte
Partikel abzuwaschen. Es besteht daher die Moglichkeit einer Uberschitzung der zelluldren Parti-
kelaufnahme mit giangigen Quantifizierungsmethoden. Aufgrund dessen wurde eine Methode zur
Bestimmung der zelluliren Gesamtaufnahme mittels GF-AAS gewdhlt, die auf einer fraktionier-
ten Aufarbeitung der Zellen beruht und die es erlaubt, aus NP freigesetzte lonen zu quantifizieren.
Im Zuge der Aufarbeitung erfolgt dabei eine Lysierung und Abtrennung von Membranbestandtei-
len mittels Zentrifugation. Durch diesen Zentrifugationsschritt werden vorhandene membrange-
bundene NP aus dem zur Quantifizierung verwendeten Lysat entfernt, weshalb letztlich nur die

intrazelluldre lonenkonzentrationen des jeweiligen Partikels bestimmt werden kann. Eine DLS-
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Analyse eines Blindwertes, einer Partikelsuspension und eines aufgearbeiteten Lysat zum Nach-
weis der Abtrennung der partikuldren Fraktion ist in Anhang Kap. 9.6 einzusehen. Die verwendete
Methode setzt eine intrazelluldre Loslichkeit der eingesetzten NP voraus und ist daher nicht fiir
unlosliche Partikel, wie beispielsweise TiO, NP, geeignet. Die Anwendung dieser Methode und
Loslichkeit der CuO NP konnte bereits in Studien aus der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt wer-
den (Fischer 2016, Semisch et al. 2014).
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Abbildung 5.8: Darstellung der intrazelluldren Kupferkonzentration nach ALI-Exposition gegen-
iiber CuO NP. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in
der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier unabhingigen Versuchen =+ SD.

Die Exposition gegeniiber CuO NP zeigte eine dosisabhiangige Zunahme der intrazelluldren Kup-
ferkonzentration (Abb. 5.8), wie sie auch schon in der Literatur unter submersen Bedingungen
beschrieben wurde (Cronholm et al. 2013, Semisch et al. 2014, Strauch et al. 2017). Hinsichtlich
ALI-Expositionen sind keine Studien zur Untersuchung der Aufnahme von CuO NP bekannt.
Bereits eine Exposition gegeniiber der geringsten eingesetzten Dosis von 0,7 ug/ cm? zeigte im
Vergleich zur basalen Kupferkonzentration (16 M) eine Zunahme des intrazelluldren Kupfer-
gehaltes auf 51M. Eine deutliche 250-fache Steigerung im Vergleich zur Kontrolle auf 410 yM
wurde durch die Behandlung mit 4,6 ;g/cm? beobachtet. Die Exposition gegeniiber 9,2 pg/cm?
erbrachte einen weiteren Anstieg des intrazellularen Kupfergehaltes auf 1, 1 mM. Wihrend auf
transkriptioneller Ebene die Expression der MT-kodierenden Gene zwischen der Dosierung von

4,6 jug/cm? und 9,2 1g/cm? keine Zunahme aufzeigte (Kap. 5.1.3.1), konnte auf funktioneller Ebe-
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ne eine Steigerung der intrazelluldren Kupferkonzentration nachgewiesen werden. Das Erreichen
eines Expressionsmaximums fiir MT-kodierende Gene scheint daher wahrscheinlicher als eine
ausbleibende NP-Aufnahme ab einer Dosis von ca. 5 jig/cm?. Ein Vergleich mit vorangegangenen
Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigte eine weitaus hohere zelluldre Kupferkonzentration in BEAS-
2B-Zellen (Strauch et al. 2017) und eine leicht erhdhte Kupferkonzentation in A549-Zellen (Se-
misch et al. 2014) unter dem Einfluss vergleichbarer CuO NP Dosen. Eine Erklarung fiir diese Be-
obachtung kann in der verwendeten Zelldichte liegen. Wihrend die vorangegangen Studien sub-
mers und subkonfluent durchgefiihrt wurden, herrschen wihrend der ALI-Exposition konfluente
Bedingungen. Unter Beriicksichtigung einer vergleichbaren Dosis, und damit auch Partikelanzahl,
nimmt das Verhiltnis zwischen Partikeln pro Zelle unter konfluenten Kultivierungsbedingungen
im Vergleich zu subkonfluenten Bedingungen ab. Daher kann unter konfluenten Bedingungen,
und damit nach ALI-Exposition, ebenso von einer geringeren NP-Aufnahme pro Zelle ausgegan-
gen werden. Die gleiche Beobachtung konnte bereits in Bezug auf die zytotoxische Wirkung von
ZnO NP getroften werden (Heng et al. 2011). Hierbei wurde eine Verringerung der zytotoxischen
Wirkung von ZnO NP mit steigender Konfluenz beobachtet und dies mit einem abnehmenden

Verhiltnis von Partikeln pro Zelle in Verbindung gebracht.

Durchflusszytometrische Bestimmung der Nanopartikel-Aufnahme

Bedingt durch die Limitierung zur Untersuchung der zelluldren Aufnahme partikuldrer Verbin-
dungen mittels GF-AAS wurde zudem eine alternative Methode basierend auf der Durchflusszyto-
metrie (FACS) angewandt. Hierbei wird die Verinderung des SSC, einem Maf} fiir die Granularitit,
Grofle sowie Struktur des Zellkerns und die zelluldre Vesikelanzahl, nach einer Behandlung mit
NP betrachtet. Durch die Erfassung des SSC-Werts kann jedoch nicht zwischen internalisierten
und membrangebundenen Partikeln differenziert werden. Aus diesem Grund wurde diese Metho-
de von mehreren Studien anhand eines Vergleichs der durchlfusszytometrischen Methode und
Mikroskopie basierender Bildgebung validiert (Sanders et al. 2012, Suzuki et al. 2007, Zucker et al.
2010; 2013). Dabei konnten internalisierte Partikel sowohl durch mikroskopische Aufnahmen als
auch durch eine Steigerung des SSC-Wertes festgestellt werden. Somit kann mit Hilfe des SSC-
Wertes ein Riickschluss auf die zelluldre Internalisierung von NP getroffen werden.

Die Behandlung mit unterschiedlichen CuO NP Dosen zeigte eine konzentrationsabhiangige Auf-
nahme der Partikel (Abb. 5.9). Wihrend die Exposition gegeniiber 1,6 1g/cm? CuO NP eine mar-
ginale Verinderung um den Faktor 1,1 im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle zeigte, be-
wirkte die Inkubation mit 4,7 ug/ cm? eine Zunahme des SSC-Signales um den Faktor 1,3. Die
Behandlung mit 10,8 bzw. 17,2 ug/ cm? erhohte das SSC-Signal auf Faktor 1,6 respektive 1,9.
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Abbildung 5.9: Darstellung der NP-Aufnahme nach ALI-Exposition gegeniiber CuO und TiO, NP
mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Methode. A549-Zellen wurden nach 24-
stitndiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-
haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus drei unabhingigen Versuchen + SD.

Die stirkste Signalverinderung konnte bei einer Exposition gegeniiber einer TiO, NP Dosis von
31,1 pug/cm? beobachtet werden, hierbei ergab sich eine Signalverstirkung um Faktor 3. Die ge-
ringe Zunahme des SSC-Wertes nach Exposition gegeniiber CuO NP kann mit der intrazellu-
laren Loslichkeit dieser Partikelspezies begriindet werden. Folglich stehen weniger partikulidre
Verbindungen intrazellular zur Verfiigung um den SSC-Wert zu beeinflussen. Wihrend die NP-
Aufnahme mit Hilfe dieser Methode bisher nicht nach einer ALI-Exposition publiziert wurde,
wiesen Moschini et al. (2013) unter submersen Bedingungen bereits die Aufnahme von CuO NP
und TiO» NP in A549-Zellen mit Hilfe einer FACS-basierten Methode nach. Zudem konnte die In-
ternalisierung der Partikel mit bildgebenden Methoden (TEM, konfokale Mikroskopie) zusitzlich
bestatigt werden. Anhand der beschriebenen Beobachtungen ist damit von einer intrazelluldren
Aufnahme beider NP-Spezies auszugehen.

Zusammenfassend zeigte die Genexpressionsanalyse unter dem Einfluss von CuO NP die Induk-
tion einer Gengruppe, die durch l6sliche Metallionen vermehrt exprimiert werden. Dabei war
ab einer Dosis von 4,9 ug/cm? ein stabiles und stark erhdhtes Expressionsniveau zu beobach-

ten. Unter dem Einfluss von TiO, NP konnte keine Beeinflussung auf transkriptioneller Ebene
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festgestellt werden. Mit Hilfe der GF-AAS konnte die intrazellulire Aufnahme und Loslichkeit
der CuO NP bestitigt werden. Gleichzeitig zeigte diese Analyse, dass das erreichte Genexpres-
sionsmaximum nicht durch eine ausbleibende NP-Aufnahme, sondern durch das Erreichen ei-
ner maximalen Genexpressionskapazitit begriindet werden kann. Zudem konnte mit Hilfe einer
durchflusszytometrischen Methode auch die Aufnahme beider NP-Spezies in partikuldrer Form

festgestellt werden.

5.1.3.2 Induktion einer zellulidren Stressreaktion

Beeinflussung der Expression von Genen der zelluliren Stressantwort

Die Gene HMOX1 und HSPA IA stellen beide Biomarker einer zelluliren Stressantwort dar. Das
Gen HMOX1 kodiert fiir das Enzym Hiimoxygenase-1, das Ham zu Biliverdin, CO sowie Fe®*
abbaut, und wird durch eine Reihe von Transkriptionsfaktoren reguliert. Dazu zdhlen mit AP-1,
Nrf2 und NF-xB auch Faktoren, die eine Induktion von oxidativen Stress signalisieren. Daher
wird eine gesteigerte HMOX 1-Expression mit einem erhohten oxidativen Stresslevel in Verbin-
dung gebracht (Pronk et al. 2014, van der Veen et al. 2016; zusammengefasst in Alam und Cook
2007, Ryter et al. 2006). HSPA 1A kodiert fiir das Protein heat shock 70kDa protein 1, das zur Pro-
teinfamilie der Chaperone gehort. Die Hauptfunktion dieser Proteingattung liegt in der Verhin-
derung einer fehlerhaften Proteinfaltung oder -aggregation. Auf transkriptioneller Ebene wird
HSPA 1A durch verschiedene Transkriptionsfaktoren, u.a. HSF-1 und NF-xB, reguliert, die durch
einen Hitzeschock oder chemisch induzierten intrazelluliren Stress aktiviert werden (Sasi et al.
2014; zusammengefasst in de Toda und De la Fuente 2015, Gupta et al. 2010, Hartl und Hayer-
Hartl 2002, Mayer und Bukau 2005).

Beide Stressmarker (HMOX 1 und HSPA IA) zeigten eine dosisabhingig gesteigerte Expression un-
ter dem Einfluss von CuO NP (Abb. 5.10). Wihrend die Exposition gegeniiber 0,4 - 2,2 jig/cm?
CuO NP nur eine geringfiigig gesteigerte HMOX 1-Expression hervorrief, wurde das Gen unter
Einfluss hoherer NP-Dosierung (4,9 - 17,1 ug/ crnz) stark vermehrt exprimiert. Die maximale Ex-
pression lag hierbei bei einer Verdnderung um den log,-fachen Faktor 5,2 nach Inkubation mit
17,1 ug/cm?. Fiir das Gen HSPA IA wurde ab einer Dosis von 4,6 1g/cm? eine gesteigerte Genex-
pression beobachtet. Diese zeigte ebenso eine ausgepriagte Dosisabhidngigkeit bis zu einer maxi-
malen Expressionsianderung um den log,-fachen Faktor 4,8. Die Exposition gegeniiber TiO, NP

zeigte keinen Einfluss auf Expression von Genen zelluldrer Stressmarker.
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Abbildung 5.10: Beeinflussung der Genexpression zelluldrer Stressmarker nach ALI-Exposition
gegeniiber CuO und TiO; NP. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption
fiir zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol expo-
niert und fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingi-
gen Versuchen £ SD.

Im Unterschied zur Expression der MT-kodierenden Gene (Kap. 5.1.3.1), konnte beziiglich der
Genexpression zellulirer Stressmarker erst ab einer Dosis von 4,9 1g/cm? ein relevanter Effekt
beobachtet werden. Jedoch konnte bereits unterhalb dieser Dosis eine geringfiigige Tendenz er-
kannt werden. Dies spricht fiir eine ausreichende Bindung der gelosten Kupfer-Ionen durch MTs
unter dem Einfluss von 0,4 - 2,2 ug/cm?. Im Gegensatz dazu steht die dosisabhiingig stark ge-
steigerte Expression von HMOX1 und HSPA 1A in einem Dosisbereich von 4,9 - 17,1 ug/cm?. In
diesem Konzentrationsbereich wurde die konstante Expression der MT-kodierenden Gene beob-
achtet. Dies deutet auf eine Uberschreitung der Bindungskapazitit der maximal exprimierten MTs
hin, die schliefilich in der Induktion einer zelluliren Stressantwort resultiert. Eine dhnliche Be-
obachtung machten Cuillel et al. (2014), hierbei wurde eine dosisabhingig gesteigerte Expression
von HMOX 1 sowie des HSPA6-kodierenden Gens in HepG2-Zellen nach einer submersen Inku-
bation von CuO NP dargelegt. Gleichzeitig konnte eine stark gesteigerte und nicht dosisabhiangige
Expression des MT-kodierenden Gens M T 1X festgestellt werden. Eine im Vergleich starker aus-
gepriagte Expression der Stressmarker nach submerser Exposition von A549-Zellen gegeniiber

derselben Partikelspezies und vergleichbarer Dosierung wurde von Strauch et al. (2017) beschrie-
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ben. Hierbei konnte im Unterschied zur vorliegenden Arbeit eine dosisabhiangige Expression von

MT- sowie Stressmarker-kodierenden Genen beobachtet werden. Eine gesteigerte Expression der

Stressmarker HMOX1 und HSPA IA wurde von Xin et al. (2015) in Verbindung mit der Indukti-

on von oxidativem Stress gebracht. Hierbei wurde der Einfluss von Ag NP auf A549-Zellen unter

submersen Bedingungen untersucht und eine Induktion reaktiver Sauerstoffspezies mit Hilfe un-

terschiedlicher Methoden bei gleichzeitiger Erh6hung der Proteingehalte von Hamoxygenase-1

(HO-1) und HSPA1A festgestellt.

Zusammenfassend konnte erstmalig die Induktion einer zelluliren Stressantwort nach Uberschrei-
ten der Bindungskapazitit der MTs durch CuO NP nach einer ALI-Exposition festgestellt wer-

den. Im Gegensatz dazu konnte keine Induktion einer zelluliren Stressantwort durch TiO, NP

beobachtet werden. Die Ursache der zelluldren Stressantwort wurde mit der Induktion von oxi-

dativem Stress in Verbindung gebracht, wodurch auch Gene antioxidativer Schutzmechanismen
beeinflusst wiren. Der Einfluss auf die Genexpression einiger Gene antioxidativer Proteine ist in
Abb. 5.11 dargestellt.

Relative Genexpression
(log-fache Anderung)

NFKB2 SOD1 SOD2

[ ]04+01 pog/cm?2 [l 4,9+ 0,4 pg/cmz N 25,8 + 8,1 pg/cm?
[ ]0,8+0,2 pog/cm? 9.2 £ 1,2 pg/cm?

[ 2,2+0,8 pg/cm? 17,1 + 1,0ug/cm?
L

CuO NP TiO,NP

Abbildung 5.11: Beeinflussung der Expression von Genen antioxidativ wirkender Proteine nach
ALI-Exposition gegeniiber CuO und TiO, NP. A549-Zellen wurden nach 24-
stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-
haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus drei unabhingigen Versuchen + SD.
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Es konnte neben der Expression der Stressmarker ein Einfluss von CuO NP auf drei Gene der anti-
oxidativen Stressabwehr beobachtet werden, wihrend die Behandlung mit TiO, NP keinen Effekt
aufwies. Die Genexpression von NFKB2, das fiir eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-
kB kodiert, zeigte sich unter dem Einfluss niedriger Dosierungen geringfiigig herunter reguliert.
Ab einer Dosis von 4,9 pug/cm? CuO NP wurde dieses Gen nahezu konstant um den log,-fachen
Faktor 1,4 vermehrt exprimiert. Fiir die Gene SOD I und SOD2, die beide fiir verschiedene Vari-
anten der Superoxiddismutase (SOD) kodieren, konnte eine dosisabhéngig gesteigerte Expression
beobachtet werden. Die grofite Beeinflussung beider Gene konnte nach Exposition gegeniiber der
hochsten Dosis von 17,1 uig/cm? festgestellt werden. Hierbei nahm die Expression um einen log,-
fachen Faktor von 1,1 (SODI) bzw. 1,7 (SOD2) zu.

Bestehende Studien zur Beeinflussung der Genexpression durch TiO, NP zeigen eine wider-
spriichliche Datenlagen unter Verwendung vergleichbarer Dosierungen (10 - 40 pg/mL) und In-
kubationszeiten. Tuomela et al. (2013) untersuchten drei verschiedene immunkompetente Zellli-
nien und beobachteten dabei keinen Effekt auf das Transkriptom durch TiO, NP. Im Gegensatz
dazu zeigten weitere Studien unter Verwendung anderer Zelllinien eine Beeinflussung der Gene
von zelluldren Stressmarkern sowie der inflammatorischen Antwort (Aydin et al. 2017, Okuda-
Shimazaki et al. 2010, Park et al. 2008). Diese Studien offenbaren einen zelllinienabhingigen Ein-
fluss der TiO, NP auf transkriptioneller Ebene. Fiir die hier verwendete A549-Zelllinie liegen ak-
tuell keine Studien zur Expression antioxidativ wirkender Gene vor. Eine gesteigerte Transkripti-
onvon NFKB2,SOD 1und SOD2bedingt durch den Einfluss von CuO NP konnte in verschiedenen
submersen Zellsystemen beobachtet werden (Hanagata et al. 2011, Piret et al. 2012, Strauch et al.
2017). Die erhohte Transkriptmenge von SODI und SOD2, die beide fiir Hyperoxid-Anion de-
toxifizierende Proteine kodieren, kann durch eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren, u.a. AP-1,
NF-£B und Nrf2, hervorgerufen werden (zusammengefasst in Miao und Clair 2009). Zusitzlich
spiegelt die gesteigerte NFKB2-Expression aufgrund der Selbstregulation von NF-xB die Akti-
vierung dieses Transkriptionsfaktors wider (Lombardi et al. 1995). Da zudem die NF-xB Zielge-
ne SOD1, SOD2, HMOX1 und IL8 unter dem Einfluss von CuO NP nach einer ALI-Exposition
vermehrt exprimiert wurden, ist von einer Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors auszugehen
(Das et al. 1995, Kunsch und Rosen 1993, Lin et al. 2007; zusammengefasst in Miao und Clair 2009,
Milani et al. 2011). Eine Aktivierung von NF-xB in A549-Zellen durch CuO NP konnte unter sub-
mersen Bedingungen bereits dargelegt werden (Cho et al. 2012a). Diese kann durch eine Vielzahl
an Stimuli ausgelost werden, u.a. durch oxidativen Stress oder Schwermetalle (zusammengefasst
in Serasanambati und Chilakapati 2016). Insgesamt deuteten die dargestellten Ergebnisse auf eine
Induktion von oxidativem Stress durch aus CuO NP geloste Kupfer-lonen hin; daher wurde eine

durchflusszytometrische Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies durchgefiihrt.
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Durchflusszytometrische Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies

Die Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ist mit Hilfe diverser Analysemethoden
moglich. In der vorliegenden Arbeit wurde ein durchflusszytometrischer Ansatz basierend auf der
Oxidation einer fluorogenen Sonde und anschlieender Detektion der emittierenden Fluoreszenz
gewihlt (Soares et al. 2015, von Moos et al. 2015). Hierbei wurde die emittierte Fluoreszenz der
jeweiligen exponierten Zellen ins Verhaltnis zur Fluoreszenz der mitgefithrten ALI-kultivierten

und mit 1 %igen PBS exponierten Negativkontrolle gesetzt.
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Abbildung 5.12: Durchflusszytometrische Bestimmung der ROS-Induktion nach ALI-Exposition
gegeniiber CuO und TiO; NP. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption
fir zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol expo-
niert und fiir 24 Stunden inkubiert. Die submerse Kontrolle umfasst eine submers kul-
tivierte und nicht behandelte Kontrollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhingigen Versuchen =+ SD.

Die durchflusszytometrische Bestimmung zur Induktion von ROS zeigte einen geringfiigigen,
aber dosisabhingigen Effekt nach Exposition gegeniiber CuO NP. Wihrend die geringste expo-
nierte Dosis von 1,0 s1g/cm? noch keine Induktion von ROS im Vergleich zur ALI-kultivierten
Kontrolle hervorrief, induzierte eine Behandlung mit 5,0 ug/ cm? ROS um Faktor 1,1. Eine Inku-
bation mit 10,3 uig/cm? erhohte die ROS-Induktion 1,2-fach, wihrend eine Exposition gegeniiber
TiO, NP keine Induktion von ROS zeigte. Zu beachten ist jedoch, dass bereits eine Kultivierung
an einem ALI zu einer ROS-Induktion fiithrt. So zeigte die submerse Kontrolle nur 60 % der ROS
verglichen mit der ALI-Kontrolle. Daher kann die geringe Induktion von ROS durch CuO NP

durch einen bereits erhohten Hintergrund an ROS erklart werden.
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Die Induktion von ROS, und damit oxidativem Stress, durch TiO, NP wird widerspriichlich in
der Literatur diskutiert. Einige Studien konnten leichte Effekte in A549-Zellen aufzeigen (Park
et al. 2007, Singh et al. 2007), wihrend andere deutliche Effekte auf die Zelllinie BEAS-2B beob-
achteten (Bhattacharya et al. 2009, Park et al. 2008). Im Gegensatz dazu konnten andere Studien
keine Induktion von oxidativem Stress durch TiO, NP feststellen, auch nach einer ALI-Exposition
(Hanot-Roy et al. 2016, Loret et al. 2016). Dabei ist jedoch hervorzuheben, dass nur unter dem Ein-
satz hoher Dosierungen eine Induktion von oxidativem Stress in A549-Zellen ermittelt wurde. Die
Induktion von oxidativem Stress durch CuO NP in unterschiedlichen Zelllinien konnte unter sub-
mersen Bedingungen in vielen Studien dargelegt werden (Ahamed et al. 2010, Fahmy und Cormier
2009, Karlsson et al. 2008, Moschini et al. 2013, Strauch et al. 2017). Auch nach ALI-Exposition
stellte man die Induktion von oxidativem Stress durch CuO NP fest (Jing et al. 2015). Unter Be-
riicksichtigung der bereits beschriebenen Daten auf transkriptioneller Ebene (Kap. 5.1.3.2) so-
wie der Literaturdatenlage ist trotz der in Abb. 5.12 dargestellten lediglich geringfiigigen ROS-
Generierung durch CuO NP eine dosisabhingige Induktion von oxidativem Stress anzunehmen.
Diese konnte unter Verwendung aller bisher vorgestellten Daten ab einer Dosis von ca. 5,g/cm?
beobachtet werden. Die Induktion von ROS durch CuO NP konnte mit folgendem Mechanismus
begriindet werden: Unter dem Einfluss geringerer Dosen wird eine ausreichende Bindung gelos-
ter Kupfer-lonen durch Metallothioneine (Kap. 5.1.3.1) angenommen. Sobald freie Kupfer-lonen
zelluldr vorliegen, ist von einer ROS-Generierung durch eine Fenton-dhnliche Reaktion auszuge-
hen (Reaktion 5.1).

Cu(l) + H,05 — Cu(Il) + *OH + OH~ (5.1)

Cu(ll) + Hy05 — Cu(l) + HOS + H* (5.2)

Hierbei reagiert Cu(I) mit HyO, zum Hydroxyl-Radikal (*OH), Cu(II) und Hydroxyl-Anion (Re-
aktion 5.1). Zudem kann auch Cu(Il) durch Wasserstoftfperoxid zu Cu(l) reduziert werden, wo-
bei ein Hydroperoxyl-Radikal (HOJ) entsteht (Reaktion 5.2), und somit als Edukt der Fenton-
dhnlichen Reaktion zur Verfiigung stehen. Die entstandenen Radikale sind in der Lage, zellulire
Makromolekiile, also Lipide, die DNA oder Proteine, oxidativ zu schidigen (zusammengefasst in
Kermanizadeh et al. 2015). Neben einer Schidigung von Makromolekiilen verursacht eine Im-
balance des zelluliren Redoxstatus die Aktivierung redox-sensitiver Transkriptionsfaktoren (zu-
sammengefasst in Martindale und Holbrook 2002).

Zusammenfassend wurde eine Induktion von oxidativem Stress durch CuO NP nach ALI-Exposi-

tion auf transkriptioneller und funktioneller Ebene festgestellt. Hierbei erwiesen sich die Ergeb-
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nisse auf transkriptioneller Ebene sensitiver als die auf funktioneller Ebene. Zusitzlich wurde die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB nach ALI-Exposition gegentiber CuO NP anhand
transkriptioneller Daten erstmalig festgestellt. Diese Beobachtungen wurden bisher in dieser Art
und Weise noch nicht fiir eine ALI-Exposition gegeniiber CuO NP publiziert und bestitigen die
Datenlage des Wirkmechanismus dieser NP unter submersen Bedingungen. Hinsichtlich TiO, NP
konnte keine Beeinflussung des Transkriptoms oder der ROS-Induktion beobachtet werden. Je-
doch wurde durch publizierte Studien eine starke Abhidngigkeit der Zelllinie und der eingesetzten

Dosis auf eine potentielle Toxizitit dieser Partikelspezies evident.

Einfluss auf die Genexpression inflammatorischer Marker

Neben der Induktion von oxidativem Stress wird auch eine proinflammatorische Antwort auf die
Exposition gegeniiber NP beschrieben (zusammengefasst in Stone et al. 2007). Diesbeziiglich ist
das Interleukin 8-kodierende Gen IL8§, das als proinflammatorische Antwort auf zelluldren Stress
vermehrt exprimiert wird, in das Genset der HT RT-qPCR implementiert. Die Beeinflussung der
Expression von IL8, SEPP1 und GPX2 durch CuO und TiO; NP ist in Abb. 5.13 dargestellt.
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Abbildung 5.13: Einfluss auf die Genexpression von IL8, SEPP1und GPX2 nach ALI-Exposition ge-
geniiber CuO und TiO; NP. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption fir
zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol exponiert
und fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen
Versuchen £ SD.
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CuO NP fiihrten bis zu einer Dosis von 4,9 jig/cm? zu einer leicht erhohten Expression von IL8
(Abb. 5.13). Mit weiter ansteigender Dosis wurde das Gen wieder vermindert exprimiert. Die Ab-
nahme der Genexpression unter dem Einfluss von Dosierungen iiber 4,9 ;ig/cm? kénnte mit der
einsetzenden zytotoxischen Wirkung in diesem Konzentrationsbereich zu erkldren sein. Das fiir
Selenoprotein P kodierende Gen SEPPI wurde dosisabhiangig vermindert exprimiert. Dieser Ef-
fekt war ab einer Dosis von 2,2 jig/cm? zu beobachten. Die stirkste Beeinflussung konnte unter
dem Einfluss von 17,1 pg/cm? CuO NP festgestellt werden. Hierbei wurde die Genxpression um
den log,-fachen Faktor -2,1 verringert. Einen dhnlichen Verlauf konnte bei der Expression des
Gens GPX2 beobachtet werden, das fiir ein Selenoprotein aus der Familie der Glutathionperoxi-
dasen kodiert. Hierbei zeigte sich ab einer Dosis von 2,2 1g/cm? eine konzentrationsabhingige
Verminderung der Genexpression. Diese erreichte den ausgepragtesten Effekt unter dem Einfluss
der hochsten CuO NP Dosis mit einer Verringerung um den log,-fachen Faktor -2,0. Die Exposi-
tion gegentiber TiO, NP zeigte keinen Effekt auf die beschriebenen Gene.

Neben einer Studie zum Einfluss von CuO NP auf A549-Zellen nach ALI-Exposition (Jing et al.
2015) stellte man auch in submers durchgefithrten Studien eine Beeinflussung von IL8 in ver-
schiedenen Zellsystemen fest. Dabei konnte sowohl auf transkriptioneller Ebene eine vermehrte
Expression des Gens IL8 als auch auf funktioneller Ebene eine I1-8 Ausschiittung beobachtet wer-
den. Neben I1-8 wurden noch weitere Marker, u.a. I1-6, als Teil der inflammatorischen Antwort auf
CuO NP ausgemacht (Dankers et al. 2018, Kooter et al. 2017, Piret et al. 2012, Strauch et al. 2017,
Ude et al. 2017). Ebenso wurde bereits eine verminderte GPX2-Expression durch Fischer (2016)
beschrieben. In Bezug auf die Beeinflussung der SEPPI-Expression durch CuO NP liegen keine
Erkenntnisse in der Literatur vor. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass inflammatorische Mar-
ker, beispielsweise 11-6, eine Verminderung der SEPP I-Expression bewirken (Dreher et al. 1997,
Martitz et al. 2015, Mostert et al. 2001). Die verminderte Transkriptmenge von SEPP konnte so-
mit auf eine durch oxidativen Stress verursachte inflammatorische Antwort zuriickzufithren sein.
Zusitzlich konnte eine Bindung von Kupfer-lonen durch das SEPP1-kodierende Protein Seleno-
protein P festgestellt werden (Du et al. 2014). Die hohe Affinitit von Kupfer-Ionen zu Selenol, und
damit die Bindung einer notwendigen Selenquelle, konnte eine zellulire Unterversorgung mit
Selen hervorrufen. Weiterhin konnte unter einer defizitdren Selenversorgung eine verminderte
Transkription von Selenoproteinen, u.a. GPX2 und SEPP1, in Hithnern festgestellt werden, wobei
eine Ubertragbarkeit dieser Studienergebnisse auf den Menschen nicht direkt gegeben ist (Khoso
et al. 2015, Luan et al. 2016). Auf dieser Grundlage konnte die beobachtete verminderte Tran-
skription von GPX2 und SEPP1 einerseits durch eine inflammatorische Antwort und andererseits

durch eine Selenunterversorgung erklart werden.
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Loret et al. (2016) untersuchten bereits die inflammatorische Antwort von TiO, NP auf A549-
Zellen nach ALI-Exposition, wobei kein Effekt auf funktioneller Ebene konstatiert wurde. Auch
unter submersen Bedingungen konnte keine Ausschiittung inflammatorischer Marker in THP-1-
Zellen beobachtet werden (Poon et al. 2017). Auf transkriptioneller Ebene wurde jedoch eine in-
flammatorische Antwort in verschiedenen Zellsystemen aufgezeigt (Okuda-Shimazaki et al. 2010,
Park et al. 2008). Zusitzlich konnten mehrere Studien eine Induktion von I1-8 in A549-Zellen un-
ter submersen Bedingungen darlegen. Jedoch konnte diese auf transkriptioneller Ebene erst unter
der Verwendung einer hohen TiO, NP Dosis (80 11g/cm?) und auf funktioneller Ebene nach lan-
ger Inkubationszeit (72 h) beobachtet werden (Hsiao und Huang 2011, Singh et al. 2007).

Zusammenfassend wurde die Induktion einer inflammatorischen Antwort durch CuO NP an-
hand einer IL8-Expression beobachtet werden. Diese wird unter anderem durch eine Aktivie-
rung der redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-xB bewirkt (Kunsch und Rosen
1993, Lakshminarayanan et al. 1998). Somit ist die gesteigerte IL8-Expression mit einer Indukti-
on von oxidativem Stress zu begriinden, dies wurde unter submersen Bedingungen bereits darge-
legt. Zusatzlich konnte erstmalig eine verminderte GPX2- und SEPP I-Expression nach einer ALI-
Exposition gegeniiber CuO NP beschrieben werden. Der ausbleibende Eftekt durch TiO NP nach
ALI-Exposition im Vergleich zu submersen Bedingungen konnte mit der Verwendung hoher Do-

sierungen und verlangerter Inkubationszeiten in diesen Zellkultursystemen begriindet werden.

5.1.3.3 Induktion der DNA-Schadensantwort und spezifischer
DNA-Reparaturproteine

Beeinflussung der Expression von Genen der DNA-Schadensantwort

Mit den Genen DDIT3 und GADD45A enthilt das Genset der HT RT-qPCR zwei zellulire Mar-
ker, die eine DNA-Schidigung signalisieren. Das Gen GADD45A kodiert dabei fiir ein Protein
der GADDA45 (growth-arrest and DNA-damage inducible protein)-Familie. Gene dieser Proteinfa-
milie werden durch genotoxischen Stress sowohl p53-abhingig als auch -unabhingig vermehrt
transkribiert. Die Proteine interagieren schlieflich mit zahlreichen weiteren Proteinen, u.a. PC-
NA, p21 und Cdc2/Cyclin B1, und beeinflussen so zellulire Prozesse wie den Zellzyklus (zusam-
mengefasst in Liebermann und Hoffman 2008, Zhan 2005). DDIT 3, das auch unter dem Namen
CHOP oder GADD 153 bekannt ist, wird ebenfalls im Zuge von genotoxischem Stress vermehrt
exprimiert, wobei der genaue Mechanismus der Transkription bisher nicht gekldrt wurde. Auf
funktioneller Ebene wird dem exprimierten Protein Chop eine Rolle als Apoptose-induzierender

Transkriptionsfaktor zugesprochen (Zhang et al. 2009; zusammengefasst in Nishitoh 2021).
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Abbildung 5.14: Einfluss auf die Genexpression von Markern der DNA-Schadensantwort nach
ALI-Exposition gegeniiber CuO und TiO; NP. A549-Zellen wurden nach 24-
stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-
haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus drei unabhingigen Versuchen + SD.

Fiir das Gen DDIT3 konnten nach den Expositionen gegeniiber 0,4 - 2,2 ug/cm? CuO NP auf-
grund einer zu geringen Genexpression keine Daten erhoben werden. Ab einer Behandlung mit
9,2 p1g/cm? wurde eine erhohte Genexpression beobachtet (Abb. 5.14). Hierbei konnte unter dem
Einfluss der hochsten Deposition eine maximale Veranderung um den log,-fachen Faktor 2,3
festgestellt werden. Die Expression des Gens GADD45A zeigte ab einer Exposition gegeniiber
4,9p1g/cm? eine dosisabhingig gesteigerte Expression. Dabei wurde mit einer log,-fachen Ver-
anderung um Faktor 2,5 ein Expressionsmaximum unter dem Einfluss von 17,1 jig/cm? CuO NP
aufgezeigt. Es konnte abermals beobachtet werden, dass die Genexpression erst ab einer Dosis von
4,9 pg/cm? gesteigert wurde. Dies korreliert zu den Beobachtungen in Kap. 5.1.3.2 bzgl. der In-
duktion einer zelluldren Stressantwort. Die Exposition gegeniiber TiO, NP zeigte keinen Einfluss
auf die Expression von Genen der DNA-Schadensantwort.

Eine gesteigerte Expression von Genen der DNA-Schadensantwort (DDIT3, GADD45A) durch
CuO NP legte man unter submersen Bedingungen bereits dar (Hanagata et al. 2011, Strauch et al.
2017, Wang et al. 2012). Beziiglich einer Beeinflussung durch TiO, NP liegen unter der Verwen-

dung vergleichbarer Dosierung (10 - 40 pg/mL) und Inkubationszeiten abermals zelllinienabhin-
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gige Effekte in der Literatur vor (Aydin et al. 2017, Tuomela et al. 2013, Okuda-Shimazaki et al.
2010). Wie bereits beschrieben signalisiert eine gesteigerte Expression von DDIT3 und GADD45A
eine Schidigung der DNA, weshalb die beschriebenen Ergebnisse auf eine genotoxische Wir-
kung von CuO NP hindeuten. Im Zuge dessen wurde auch die Genexpression spezifischer DNA-

Reparaturproteine betrachtet.

Beeinflussung der Expression von Genen spezifischer DNA-Reparaturproteine
Insgesamt konnte eine Beeinflussung der Gene BRCA2, LIG 1, POLD 1 und RAD51beobachtet wer-
den (Abb. 5.15). Die entsprechenden Proteine der Gene BRCA2 und RADS51 sind dabei spezifisch
an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt (zusammengefasst in Chapman et al.
2012, Hoeijmakers 2001). Dartiber hinaus zeigen die Proteine der Gene LIGI und POLD1 noch
weitere Funktionen. Ligl spielt beispielsweise eine wichtige Rolle in der DNA-Replikation, Ba-
senexzisionsreparatur, Nukleotidexzisionsreparatur und mismatch-Reparatur (zusammengefasst
in Tomkinson und Mackey 1998). Zudem wurde auch eine Funktion im alternativen Reparatur-
weg von DNA-Doppelstrangbriichen belegt (Paul et al. 2013). Die Polymerase ¢ (POLD ) zeigt
eine Beteiligung an allen Reparaturwegen sowie der DNA-Replikation (zusammengefasst in Ni-
colas et al. 2016).

Fiir BRCA2 konnte unter dem Einfluss einer Dosis von 4,9 1g/cm? mit einer log,-fachen Verin-
derung um Faktor 1,2 eine deutlich gesteigerte Transkriptmenge festgestellt werden. Wahrend im
Dosisbereich unterhalb dieser Behandlung keine relevante Veranderung erkannt werden konnte,
wurde im hoheren Dosisbereich eine Abnahme der gesteigerten Transkription beobachtet. Einen
ahnlichen Effekt, sowohl in der Dosis-Wirkungsbeziehung als auch in der Effektstiarke, konnte bei
den Genen POLD 1 und RAD51 beobachtet werden. Das Gen LIG I zeigte ebenso einen vergleich-
baren Verlauf der Dosis-Wirkungsbeziehung, jedoch eine weniger stark ausgepriagte Form. Die
Verringerung der Transkriptmengen bei steigender Dosierung ist mit der steigenden Zytotoxizi-
tit in Verbindung zu bringen. Die Exposition gegentiber TiO, NP fiithrte zu keiner Verinderung
der Expression von Genen, die mit der DNA-Reparatur assoziiert werden.

Die Transkription von spezifischen DNA-Reparaturproteinen nach Exposition gegeniiber den
verwendeten NP wurde bisher kaum untersucht. Sowohl Strauch et al. (2017) als auch Biola-Clier
et al. (2016) zeigten eine verminderte Genexpression durch CuO bzw. TiO, NP in A549-Zellen. Im
Gegensatz dazu konnten Ahamed et al. (2010) eine erhohte Menge an Rad51 mittels Western Blot
nachweisen. Es liegen also keine Tendenzen hinsichtlich einer Beeinflussung spezifischer DNA-

Reparaturproteine in der Literatur unter submersen Bedinungen vor.
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Abbildung 5.15: Beeinflussung der Expression von DNA-Reparatur assoziierten Genen nach ALI-
Exposition gegeniiber CuO und TiO; NP. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger
ALI-Adaption fiir zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen
Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhingigen Versuchen £ SD.

Wie bereits beschrieben stellen BRCA2 und RAD51 Gene dar, die spezifisch an der DNA-Doppel-
strangbruchreparatur beteiligte Proteine kodieren. Die dargelegten Ergebnisse konnten daher auf
eine Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen schlieffen. DNA-Strangbriiche generell konnen
dabei durch eine einige Stimuli induziert werden, u.a. durch ROS (Bauer et al. 2011; zusammenge-
fasst in Dizdaroglu und Jaruga 2012). Um die Induktion von DNA-Strangbriichen auf funktionel-
ler Ebene zu bestitigen, wurden diese mit Hilfe der Alkalische Entwindung (AU) quantifiziert.

Induktion von DNA-Strangbriichen

Die AU stellt aufgrund der Detektion von DNA-Strangbriichen eine Methode zur Erfassung
eines genotoxischen Potentials verschiedenster Substanz dar. Hierbei wird die DNA an DNA-
Strangbriichen mit Hilfe einer alkalischen Losung entwunden. Nach einer definierter Zeitspanne
wird die Probe neutralisiert und sonifiziert, wodurch einzel- und doppelstringige DNA in den
jeweiligen Anteilen generiert werden. Nach abschlieflender chromatographischer Trennung und
fluorimetrischer Bestimmung kann der doppelstriangige DNA-Anteil einer Probe bestimmt und,

mit Hilfe einer Kalibriergerade, die Anzahl an Strangbriichen pro 10° Bp berechnet werden.
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Abbildung 5.16: Induktion von DNA-Strangbriichen nach ALI-Exposition gegeniiber CuO und
TiO, NP. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in
der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stun-
den inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen + SD.

Eine Exposition gegentiber CuO NP zeigte eine dosisabhiangige Induktion von DNA-Strangbriich-
en (Abb. 5.16). Hierbei wurde ab einer Dosis von 2,4 jg/cm? ein deutlicher Anstieg an DNA-
Strangbriichen beobachtet. Die hochste Anzahl an DNA-Strangbriichen zeigte die Exposition ge-
geniiber 11,5 yg/cm? mit 0,7 DNA-Strangbriichen pro 10° Bp. Eine Induktion von Strangbriichen
durch eine Behandlung mit TiO, NP konnte nicht festgestellt werden.

Die genotoxische Wirkung von CuO NP wurde in zahlreichen Studien unter submersen Bedin-
gungen belegt (Karlsson et al. 2008, Semisch et al. 2014, Wang et al. 2012). Hinsichtlich der Genoto-
xizitit der verwendeten TiO, NP wurde zum einen durch eine hohe Dosierung (100 ug/mL) eine
DNA-schidigende Wirkung unter Verwendung des Comet-Assays beschrieben (Jugan et al. 2012,
Biola-Clier et al. 2016). Dem gegeniiber konnte jedoch keine Induktion von y-H2AX Foci unter
Verwendung vergleichbarer Dosierungen beobachtet werden (Barillet et al. 2010, Hanot-Roy et al.
2016). Es liegt dementsprechend eine widerspriichliche Datenlage in der Literatur vor.
Zusammenfassend zeigte die gesteigerte Expression von DDIT3 und GADD45 eine genotoxi-
sche Wirkung der CuO NP an. Aufgrund der Expression verschiedener DNA-Reparaturprotein-
kodierender Gene wurde eine Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen postuliert. Mit Hilfe der
AU konnte eine dosisabhingig gesteigerte Anzahl an DNA-Strangbriiche ermittelt werden. Jedoch

ist keine Differenzierung zwischen Einzel- und Doppelstrangbriichen mit der in dieser Arbeit an-
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gewandten Methode moglich. Das beschriebene genotoxische Potential der CuO NP wurde be-
reits in submers durchgefiithrten Studien, jedoch bisher nicht nach ALI-Exposition, beschrieben.
Es konnten keine Beobachtungen hinsichtlich einer genotoxischen Wirkung von TiO, NP ge-
macht werden. In der Literatur wurde diese jedoch in schwacher Auspriagung zelllinienabhangig

und auch dosisabhingig dargelegt.

5.1.3.4 Induktion der Apoptose und Einfluss auf den Zellzyklus

Beeinflussung der Genexpression apoptotischer Faktoren

Die Exposition gegeniiber beiden Partikelspezies zeigte in drei Genen eine Expressionsianderung.
Dabei handelt es sich zum einen um die Gene BCL2 und BCL2L I, die fiir die antiapoptotischen
Proteine Bcl2 bzw. Bcl - x1, kodieren, und zum anderen um das Gen PMAIP1, das fiir das proa-

poptotische Protein Noxa kodiert (zusammengefasst in Cory und Adams 2002, Ploner et al. 2009).
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Abbildung 5.17: Einfluss auf die Genexpression der apoptotischen Faktoren BCL2, BCL2L1 und
PMAIP1 nach ALI-Exposition gegeniiber CuO und TiO; NP. A549-Zellen wurden
nach 24-stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber
einem NP-haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen + SD.
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Die Expression der Gene BCL2und BCL2L I wurde durch CuO NP vermindert (Abb. 5.17). Hierbei
zeigte lediglich die héchste Dosis von 17,1 zg/cm? mit einer Verminderung um den log,-fachen
Faktor -1,6 bzw. -1,1 deutliche Effekte auf die Genexpression. Dagegen wurde die Expression des
Gens PMAIP1 bei einer Exposition von 4,9 jug/cm? dosisabhiingig um bis zu 0,8 log,-fach gestei-
gert. Somit wurden antiapoptotische Gene herunter- und ein proapoptotisches Gen hochreguliert.
Die Behandlung mit TiO, NP zeigte keine Effekte auf die Genexpression apoptotischer Faktoren.
Die beschriebenen Ergebnisse und die Beteiligung aller drei Gene am intrinsischen Signalweg der
Apoptose (EImore 2007) lassen eine Induktion dieses Mechanismus durch CuO NP vermuten.
Dies wurde auch in der Literatur unter submersen Bedingungen bereits beschrieben. In Bezug auf
die Beeinflussung des Zelltodes durch CuO NP konnten Siddiqui et al. (2013) eine verminderte
Transkriptmenge des Gens BCL2 zeigen. Zudem wurde eine proapoptotische Wirkung und In-
duktion des intrinsischen Signalweges auf transkriptioneller Ebene postuliert (Strauch et al. 2017).
Eine Untersuchung zur Induktion der Apoptose durch TiO, NP wurde bisher nicht auf transkrip-
tioneller Ebene beschrieben. Um eine apoptotische Wirkung von CuO NP auch auf funktionel-
ler Ebene zu bestitigen, wurde eine durchflusszytometrische Differenzierung zwischen Apoptose

und Nekrose durchgefiihrt.

Durchflusszytometrische Analyse des induzierten Zelltodes

Die durchflusszytometrische Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose erfolgte mit Hilfe
einer PI/AnnexinV-Firbung. Hierbei kann zwischen vitalen, apoptotischen, nekrotischen sowie
spit-apoptotischen/nekrotischen Zellen unterschieden werden.

Wihrend die Behandlung mit CuO NP keine Induktion apoptotischer Zellen zeigte, konnte eine
dosisabhiingige Zunahme an spit-apoptischen/nektrotischen Zellen registriert werden (Abb. 5.18).
Zudem war ab einer Dosis von 10,8 zig/cm? eine gesteigerte Anzahl nektrotischer Zellen im Ver-
gleich zur Negativkontrolle zu beobachten. Hinsichtlich der Behandlung mit TiO, NP konnte im
Vergleich zur Negativkontrolle eine leichte Induktion nekrotischer Zellen erfasst werden. Unter
Berticksichtigung der SD war jedoch kein relevanter Effekt zu erkennen.

Eine Induktion der Apoptose oder Nekrose unter Beeinflussung durch TiO, NP wird in der Lite-
ratur widerspriichlich dargestellt. Wiahrend Hanot-Roy et al. (2016) keine apoptotische Wirkung
in A549-Zellen in Dosierungen bis zu 800 g/mL feststellen konnten, wurden schwache apopto-
tische Effekte in der gleichen Zelllinie ab 50 ug/mL von Park et al. (2007) beschrieben. Zusitzlich
wurde eine erhohte Caspase-3 Aktivitat durch TiO, NP in Beas-2B Zellen bereits unter dem Ein-
fluss geringer Dosierungen (ab 5 jg/mL) dargelegt (Park et al. 2008), alle drei Studien betrachteten

dabei eine 24-stiindige Exposition.
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Abbildung 5.18: Durchflusszytometrische Differenzierung zwischen der Induktion apoptoti-
scher respektive nekrotischer Zellen nach ALI-Exposition gegeniiber CuO und
TiO, NP. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger ALI-Adaption fiir zehn Minuten in
der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stun-
den inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen + SD.

Auf funktioneller Ebene wiesen mehrere Forschungsgruppen einen apoptotischen Wirkmechanis-
mus von CuO NP unter submersen Bedingungen nach (Karlsson et al. 2009, Semisch et al. 2014,
Shafagh et al. 2015). Dariiber hinaus wurde jedoch auch eine Mischung aus nektrotischem sowie
apoptotischem Zelltod diskutiert (Chusuei et al. 2013, Strauch et al. 2017). Auch eine Beteiligung
der Autophagie am Zelltod wurde beschrieben (Moschini et al. 2013, Sun et al. 2012). Das Einlei-
ten eines apoptotischen Zelltodes bedarf unter Umstidnden einer lingeren Inkubationszeit als der
gewihlten 24 Stunden. Jedoch zeigte sich eine abnehmende Zellviabilitdt der mit 1 %igem PBS be-
handelten Negativkontrolle nach 48-stiindiger Inkubation (Daten nicht gezeigt), weshalb letztlich
nur die Untersuchung des Zelltodes nach 24 Stunden ermittelt wurde. Zusdtzlich untersuchten
lediglich Strauch et al. (2017) eine Inkubationsdauer linger als 24 Stunden. Da die aufgefiihrten
Studien der anderen Forschungsgruppen eine apoptotische Wirkung von CuO NP nach 24 Stun-
den aufzeigten, ist davon auszugehen, dass auch in diesem System und der angewandten Methode
eine apoptotische Wirkung dieser NP-Spezies moglich ist. Somit konnen falsch negative Ergebnis-
se ausgeschlossen werden. Unter Bezugnahme der vorgestellten Daten, sowohl auf transkriptio-
neller als auch auf funktioneller Ebene, kann keine eindeutige Differenzierung zwischen apopto-

tischem oder nektrotischem Zelltod getroffen werden. Zusitzlich erlaubte die Durchfithrung der
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PI/AnnexinV-Firbung in Zellkultursystemen keine Differenzierung zwischen spit-apoptotischen
und nekrotischen Zellen, da spit-apoptotische Zellen nach gegebener Zeit ebenso eine positive
PI-Firbung aufweisen. Martin und Sarkar (2017) postulieren einen Eintritt in die Apoptose unter
dem Einfluss geringen Stresses, wihrend die Nekrose bei einem hohen Stresslevel induziert wird.
Unter Beriicksichtigung der ALI-Kultivierung und deren Induktion eines erhohten ROS-Gehalts
in der mit 1 %igem PBS behandelten Negativkontrolle (Kap. 5.1.3.2), konnte eine erhohte zellulare
Stresssituation vorliegen und damit eine Induktion der Nekrose ein mogliches Szenario darstel-
len. Dies ist insbesondere unter dem Einfluss der hochsten CuO NP Dosis, bei der eine erhohte
Anzahl nekrotischer Zellen beobachtet wurde, anzunehmen.

Zusammenfassend wurde erstmalig eine proapoptotische Wirkung von CuO NP nach einer ALI-
Exposition auf transkriptioneller Ebene festgestellt. Auf funktioneller Ebene konnte dies nicht be-
stitigt werden; hierbei zeigte sich ebenso erstmalig ein eher nekrotischer Wirkmechanismus der
CuO NP nach einer ALI-Exposition. Die Erkenntnisse der transkriptionellen und funktionellen
Daten bestitigen publizierte submers durchgefiithrte Studien hinsichtlich der apoptotischen oder
nekrotischen Wirkung von CuO NP. Eine apoptotische oder nektrotische Wirkung von TiO, NP
konnte weder auf transkriptioneller noch auf funktioneller Ebene beobachtet werden. Diesbeziig-

lich sind in der Literatur zelllinienabhéngige Erkenntnisse vorhanden.

Beeinflussung der Expression von Genen der Proliferation und Zellzykluskontrolle
Neben apoptotischen Faktoren wurden auch Gene der Proliferation in ihrer Expression verin-
dert. Das Protein p21, fiir welches das Gen CDKN 1A kodiert, kann neben der Initiation eines Zell-
zyklusarrests auch eine Beeinflussung der DNA-Reparatur und Replikation sowie der Apoptose
bewirken (zusammengefasst in Abbas und Dutta 2009, Dutto et al. 2015). Ebenso wie p21, stellt
auch das Protein p27, das durch das Gen CDKN IB kodiert wird, einen Zellzyklusinhibitor dar (zu-
sammengefasst in Sicinski et al. 2007). Im Gegensatz dazu handelt es sich bei dem entsprechenden
Protein zum Gen E2F] um einen Marker der Zellproliferation, der zudem noch eine Aktivitit
hinsichtlich der Apoptose sowie der DNA-Reparatur und -Replikation zeigt (zusammengefasst in
Biswas und Johnson 2012, Wu et al. 2009). Das Gen JUN, das von einer Vielzahl an Stimuli indu-
ziert werden kann, kodiert fiir das Protein c-jun und ist ein Teil des Transkriptionsfaktors AP-1.
Dieser ist in diversen zelluliren Prozessen involviert, u.a. in der Zellproliferation und Apoptose

(zusammengefasst in Karin 1995, Meng und Xia 2011).
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Abbildung 5.19: Beeinflussung der Expression zellzyklusregulierender Gene nach ALI-
Exposition gegeniiber CuO und TiO; NP. A549-Zellen wurden nach 24-stiindiger
ALI-Adaption fiir zehn Minuten in der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen
Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhingigen Versuchen + SD.

Wiihrend fiir das Protein p21 kodierende Gen CDKN IA ab einer Exposition gegeniiber 4,9 /1g/cm?
CuO NP eine dosisabhingig gesteigerte Expression bis zu einer log,-fachen Veranderung um Fak-
tor 1,4 beobachtet werden konnte, zeigte sich beziiglich der Expression des Gens CDKN 1B unter
dem Einfluss der selben Dosis mit einer Verminderung um den log,-fachen Faktor -1,4 ein gegen-
teiliger Effekt (Abb. 5.19). Das Gen E2F1, welches einen zellproliferienden Effekt anzeigt, wurde
nach Exposition gegeniiber 4,9 jug/cm? um log,-fachen Faktor 1,1 vermehrt exprimiert. Mit einer
weiter ansteigenden Dosis konnte jedoch ein Riickgang der Genexpression beobachtet werden, der
schlieflich in einer verminderten Expression um den log,-fachen Faktor -0,5 unter dem Einfluss
von 17,1 ug/ cm? resultierte. Eine dhnliche Tendenz konnte fiir das Gen JUN, kodierend fiir einen
Teil des Tranksriptionsfaktors AP-1, aufgezeigt werden. Hierbei wurde eine um den log,-fachen
Faktor 1,1 gesteigerte Expression durch die Beeinflussung von 17,1 pg/cm? beobachtet, die mit
steigender Dosis einen leichten Riickgang zeigte. Fiir keines der beschriebenen Gene konnte eine
Beeinflussung durch die Exposition gegentiber TiO, NP festgestellt werden.

Im Gegensatz zu den vorliegenden Daten auf transkriptioneller Ebene zeigt ein Blick in die Lite-
ratur ein anderes Bild nach Exposition gegeniiber TiO, NP. Eine Wirkung von TiO, NP auf den
Zellzyklus konnte von Prasad et al. (2013) gezeigt werden. Hierbei wurde der Einfluss des Zell-
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kulturmediums auf verschiedene toxikologische Parameter unter Beeinflussung von TiO, NP un-
tersucht. Es zeigte sich ein leichter S-Phasenarrest unter Verwendung eines der drei untersuchten
Medien. Auf transkriptioneller Ebene konnten Tuomela et al. (2013) unter Verwendung geringer
Dosierungen keinen Hinweis auf einen Zellzyklusarrest durch TiO, NP feststellen. Hinsichtlich
einer Beeinflussung des Zellzyklus durch CuO NP konnte dies sowohl auf transkriptioneller als
auch auf funktioneller Ebene nachgewiesen werden (Hanagata et al. 2011, Strauch et al. 2017).
Strauch et al. (2017) zeigten dabei neben einem Go/Gj-Phasenarrest auch eine Aktivierung von
AP-1 auf, die auch auf funktioneller Ebene bestitigt wurde (Cho et al. 2012a, Piret et al. 2012).
Die Transkription von CDKN IA kann sowohl {iber p53-abhingige als auch -unabhiangige Mecha-
nismen erfolgen. Da kein Einfluss auf das Gen MDM2, das eine p53-Aktivierung anzeigt, festge-
stellt wurde, ist von einer p53-unabhingigen Regulation des Gens durch andere Transkriptions-
faktoren auszugehen. So kann CDKN 1A beispielsweise durch IL-6, das u.a. von NF-xB reguliert
wird, in seiner Expression gesteigert werden (zusammengefasst in Abbas und Dutta 2009, Verma
et al. 1995). Zudem korreliert die gesteigerte Transkriptmenge von CDKN 1A mit der Induktion an
DNA-Strangbriichen (Kap. 5.1.3.3). Gegensitzlich dazu verhilt sich die Expression des Zellzyklus-
inhibitors CDKN 1B, weshalb keine Aussage iiber die Induktion eines Zellzyklusarrests anhand der
transkriptionellen Daten getroffen werden kann. Die gesteigerte Expression des Gens E2F 1 bei ei-
ner Dosis von 4,9 pg/cm?, das nachfolgend eine dosisabhingige Abnahme zeigt, konnte mit einer
Zellproliferation in Verbindung gebracht werden. Aufgrund der konfluenten ALI-Kultivierung
konnte jedoch bereits ein G{-Phasenarrest in unbehandelten Kontrollen im Vergleich zu submers
kultivierten Zellen ermittelt werden (Anhang Kap. 9.7), wodurch eine Untersuchung der Zellzy-
klusverteilung keine aussagekriftigen Ergebnisse ergab. Eine Beeinflussung von 4,9 jig/cm? zeigte
bereits eine Abnahme in der CFA (Kap. 5.1.2.3), woraufhin die Konfluenz des Monolayers nicht
mehr gegeben ist und damit wieder Platz fiir eine Zellproliferation vorliegt. Die Abnahme der
Transkriptmenge unter erhohter Dosis kann somit mit der einsetzenden, zytotoxischen Wirkung
der CuO NP erklart werden. Die erhohte JUN-Expression kann aufgrund der positiven Autoregu-
lierung durch das kodierte Protein mit einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 gleichge-
setzt werden (Angel et al. 1988). Diese kann durch eine Vielzahl an Stimuli hervorgerufen werden,
u.a. durch oxidativen Stress (zusammengefasst in Abate ef al. 1990, Verma et al. 1995). Auch eine
Regulierung der Aktivitdt durch NF-+<B sowie eine Interaktion der beiden Transkriptionsfaktoren
konnte bereits festgestellt werden (Fujioka et al. 2004). Zudem spricht die gesteigerte Expression
von weiteren AP-1 Zielgenen (HMOX]1, IL8) fiir eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors. Es
kann somit neben einer NF-xB auch von einer AP-1 Aktivierung ausgegangen werden.
Zusammenfassend konnte anhand der transkriptionellen Daten keine eindeutige Aussage {iber das

Einsetzen eines Zellzyklusarrests getroffen werden. Jedoch wurde ein Proliferation-fordernder
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Effekt unter leicht toxischen Dosierungen beobachtet. Die Exposition gegeniiber TiO, NP fiihrte
zu keiner Genexpressionsidnderung. In der Literatur wird ein Zellzyklusarrest nach Exposition
gegeniiber beiden Partikelspezies unter submersen Bedingungen beschrieben. Jedoch wird dies
bereits durch die ALI-Kultivierung unter konfluenten Bedingungen induziert. Daher kann keine
Aussage iiber eine Beeinflussung des Zellzyklus nach ALI-Exposition getroffen werden. Zudem
konnte erstmalig eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 durch CuO NP nach einer ALI-

Exposition festgestellt werden. Diese Beobachtung bestitigt submers durchgefiihrte Studien.

5.1.3.5 Beeinflussung der Expression von Genen des Fremdstoffmetabolismus

Auch Metabolismus-assoziierte Gene zeigte eine Beeinflussung durch NP nach ALI-Exposition,
so war eine relevante Expressionsianderung von drei Genen mit unterschiedlichen Funktionen
zu beobachten. ALDH IA 1 katalysiert die Oxidation von Aldehyden zu den jeweiligen Carbonsiu-
ren, EPHX1 wird zur Detoxifizierung bzw. Bioaktivierung verschiedener Substanzen durch die
Hydrolysierung von Epoxiden benotigt und NQO1 fungiert als zwei-Elektronen-Reduktase (zu-
sammengefasst in Marcato et al. 2011, Ross et al. 2000 und Vaclavikova et al. 2015).

1~

Relative Genexpression
(log,-fache Anderung)

-3
ALDH1A1 EPHX1 NQO1
[ ]0,4+0,1 pg/cm? 4,9+ 0,4 pglcm? NN 25,8 + 8,1ug/cm?
[ ]0,8+0,2 pg/cm? 9.2 + 1,2 pg/lcm?
[22+0,8 pg/cm? [l 17,1 + 1,0pg/cm?
CuO NP TiO, NP

Abbildung 5.20: Beeinflussung der Expression von Genen des Fremdstoffmetabolismus nach ALI-
Exposition gegeniiber CuO und TiO; NP. A549-Zellen wurden fiir zehn Minuten in
der Vitrocell® Cloud gegeniiber einem NP-haltigen Aerosol exponiert und fiir 24 Stunden
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen =+ SD.
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Es zeigten sowohl ALDH 1A 1 als auch NQO [ eine dosisabhidngig verminderte Genexpression. Da-
bei wurde die Expression maximal um den log,-fachen Faktor -1,7 respektive -1,1 reduziert (Abb.
5.20). Das Gen EPHX1 wies eine dhnliche Tendenz auf, jedoch wurde hier unter dem Einfluss
einer Dosis von 17,1 pg/cm? das Gen wieder etwas vermehrt exprimiert. Die grofte Beeinflus-
sung zeigte die Exposition gegeniiber 9,2 1g/cm? mit einer Reduzierung der Expression um den
log,-fachen Faktor -1,4. Unter dem Einfluss von TiO, NP konnte keine Veranderung der Genex-
pression festgestellt werden. Bisher ist keine Beeinflussung von CuO oder TiO, NP auf diese am
Fremdstoffmetabolismus beteiligten Gene bekannt. Alle drei Gene zeigen jedoch eine Verringe-
rung ihrer Transkriptmenge durch den Inflammationsmarker TNF-« (Gharavi und El-Kadi 2005,
Ito ef al. 2014, Smerdova et al. 2013). Wie bereits in Kap. 5.1.3.2 beschrieben, kann von einer in-
flammatorischen Reaktion nach ALI-Exposition gegentiber CuO NP ausgegangen werden. Diese
konnte fiir den hier beobachteten Effekte einer verminderten Expression von ALDHIA1, EPHX1

und NQO 1 verantwortlich sein.
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5.2 Toxikologische Untersuchungen zur thermischen

Verwertung von Nanokompositen

Im Rahmen des vom BMBF geforderten Drittmittelprojekts «ProCycle» soll die toxikologische Be-
urteilung von Produkten aus der thermischen und stoftlichen Verwertung von Nanokompositen
erfolgen. Dabei wurde sowohl die thermische Verwertung als auch die werkstoftliche Verwertung
in Form eines Mahlungsprozesses betrachtet. In der vorliegenden Arbeit werden die Experimen-
te zur thermischen Verwertung der Nanokomposite vorgestellt. Hierzu wurden Nanokomposi-
te, die Verbundstoffe aus einer Kunststoffmatrix und eingebetteten Nanomaterialien darstellen,
durch Projektpartner des Fraunhofer Instituts fiir Chemische Technologie (ICT) hergestellt und
anschlieffend im Labormaf3stab verbrannt. Dabei wurden Polyethylen (PE) als Kunststoffmatrix
und TiO, NP, CuO NP bzw. CNT im Anteil von 10 % als Fiillmaterialien zur Herstellung repra-
sentativer Referenzmaterialien verwendet. Zusatzlich zu den Nanokompositen wurden die Matrix
und auch die Fiillstoffe einzeln verbrannt, um eine Differenzierung einer toxikologischen Wirkung
durch die nanoskaligen Fiillstoffe oder die Kunststoffmatrix zu ermoglichen. Das Verbrennungsae-
rosol wurde vor der online Exposition gegeniiber den Zellkultursystemen in der Vitrocell® Auto-
mated Exposure Station zur Abkiithlung 1:10 verdiinnt. Fiir jede Exposition konnten insgesamt drei
Expositionsmodule a drei Expositionskavititen bestiickt werden. Dabei wurden in einem Modul
Zellen stets Reinluft ausgesetzt, diese stellten die Reinluftkontrollen (clean air control, CAC) dar.
Zusitzlich wurden zwei Module wie folgt beprobt:

1. Exposition gegeniiber dem nativen Verbrennungsaerosol (-HS)

2. Exposition gegeniiber dem nativen Verbrennungsaerosol unter einer erhohten Deposition der
partikuldren Aerosolfraktion durch das Anlegen einer Hochspannung (+HS)

3. Exposition gegeniiber einem gefilterten Verbrennungsaerosol und somit lediglich der gasfor-
migen Aerosolfraktion (+Filter).

Gleichzeitig wurde das Verbrennungsaerosol von Seiten des Projektpartners am KIT-ITC unter
Verwendung eines elektrischen Niederdruckimpaktors (ELPI) charakterisiert (Anhang Kap. 9.8).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Beeinflussung des Genexpressionsprofils sowie
die Induktion von DNA-Strangbriichen in A549-Zellen und einem 3D-Lungenzellmodell (Mu-
cilAir - Epithelix) betrachtet. Im Folgenden werden die Ergebnisse nach Exposition gegeniiber den
Verbrennungsprodukten aus der thermischen Verwertung der Nanokomposite, Fiillstoffe und der

Matrix beschrieben und diskutiert.

83



5 Ergebnisse und Diskussion

5.2.1 Applizierte Dosis wihrend der Exposition von A549-Zellen

Wihrend der Exposition von A549-Zellen mit den entsprechenden Verbrennungsaerosolen konn-
te keine Dosis mit Hilfe der QCM ermittelt werden. Allerdings erfolgte die Charakterisierung der
Aerosole mit Hilfe eines ELPI durch den Projektpartner am KIT-ITC. Basierend auf dieser Charak-
terisierung konnte eine Massenkonzentration und folglich eine deponierte Dosis unter gewissen
Annahmen berechnet werden (Tab. 5.2). So wurde eine Dichte der PE-haltigen Materialien und
der CNT von 1 g/cm? angenommen, wihrend fiir die reinen NP deren Bulk-Dichte verwendet
wurde. Zur Berechnung der erhohten Dosis wurde die Dosis mit Faktor 5 multipliziert. Dieser

Faktor beruht auf vorherigen Studien von Seiten des Projektpartners am KIT-ITC.

Tabelle 5.2: Tabellarische Zusammenfassung der mathematisch bestimmten
Dosierungen der Exposition von A549-Zellen. Diese basieren auf
Daten, die durch das KIT-ITC erhoben wurden. Aufgrund der errechne-
ten Massenkonzentration und des bekannten Massenstroms des Aero-
sols, ist es moglich aus diesen Daten die Masse pro Fliche zu berechnen.

Massenkonzentration! Dosis ohne HS Dosis mit HS?

Material mittels ELPI [pg/m?>] [ng/cm?] [ng/cm?]
TiO, NP 137 4+ 20 15+2 734+ 11
CuO NP 256 + 151 27+ 16 136 + 80
CNT 4447 541 23+ 4
PE 505 + 8 54+ 1 268 + 4
PE + TiO, NP 527 + 317 56 + 34 280 + 168
PE + TiO, NP3 209 + 273 22433 111 + 143
PE + CuO NP 235+ 18 2542 125+ 10
PE + CNT 106 + 16 1142 54+ 8

! Fiir die Dosisberechnung PE-haltiger Materialien sowie der CNT wurde mit ei-
ner Dichte von 1 g/cm? kalkuliert, fiir die Berechnung der NP wurde deren Bulk-
Dichte verwendet.

2 Basierend auf vorherigen Studien wurde mit einer Steigerung um Faktor 5 ge-
rechnet.

3 Aufgrund eines geinderten Versuchsaufbaus wurden alle Expositionen des nati-
ven Verbrennungsaerosols (-HS) nachtriglich wiederholt. Daher gelten nur fiir
diese Expositionen die mit 3 gekennzeichneten Dosen.

Wihrend die geringste Deposition in der Vitrocell® Cloud ca. 400 ng/cm? betrug, konnten selbst
unter Bedingungen fiir eine erhohte Partikeldeposition in der Vitrocell® Automated Exposure Sta-
tion maximal 268 ng/cm?, und damit insgesamt sehr geringe Dosierungen, appliziert werden. Zu-
dem konnte fiir keines der CuO NP-haltigen Aerosole eine Dosis appliziert werden, die den zuvor
ermittelten NOAEL fiir CuO NP iiberschritt.
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5.2.2 Beeinflussung des Genexpressionsprofils von A549-Zellen durch

Verbrennungsaerosole

Ebenso wie bereits in Kap. 5.1.3 wurde auch im Rahmen dieses experimentellen Aufbaus mit Hilfe
der HT RT-qPCR eine Beeinflussung der Genexpression untersucht. Die Veranderung des Genex-
pressionsprofils von A549-Zellen durch die Verbrennungsaerosole aller untersuchten Materialien
ist in Abb. 5.21 schematisch als Heatmap dargestellt. Eine detaillierte Heatmap inklusive Genna-

men ist im Anhang (Kap. 9.5 Abb. 9.4) einzusehen.
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Abbildung 5.21: Schematische Darstellung der Beeinflussung des Genexpressionsprofils von
A549-Zellen durch Aerosole aus der Verbrennung von TiO; NP, CuO NP, CNT,
PE sowie Nanokompositen bestehend aus PE und den jeweiligen Nanomateria-
lien als Heatmap. Eine rote Firbung stellt eine Induktion der Genexpression dar, ei-
ne blaue Firbung steht fiir eine reduzierte Genexpression. Fiir jede Exposition wurden
CACs und Expositionen gegeniiber dem nativen Aeorosol (-HS, -Filter), einer erhohten
Partikeldeposition (+HS, - Filter) sowie der reinen Gasfraktion des Aerosols (-HS, + Fil-
ter) untersucht. Dargestellt sind, sofern nicht anders gekennzeichnet, die Mittelwerte aus
drei unabhingigen Versuchen + SD. n.q.: nicht quantifizierbar.
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Um falsch positive oder falsch negative Ergebnisse durch das Zuschalten einer HS auszuschlie-
Ben, wurde dieser Effekt auf CACs untersucht. Gleiches galt fiir den Stabilisator, der der nativen
CNT-Losung zugesetzt werden musste, um eine stabile Suspension zu erhalten. Die Ergebnisse
beider Analysen sind im Anhang Kap. 9.9 dargestellt. Dabei konnte kein Einfluss durch die HS
und nur eine geringfiigige Beeinflussung nach der Verbrennung des Stabilisators beobachtet wer-
den. Es zeigten sich keine relevanten Veranderungen im Genexpressionsprofil unter dem Einfluss
von Aerosolen nach Verbrennung der Nanomaterialien (Abb. 5.21). Im Gegensatz dazu konnten
nach Exposition gegeniiber den Verbrennungsprodukten PE-haltiger Materialien relevante Effek-
te beobachtet werden. Hierbei zeigten insbesondere die Gene der zelluldren Stressmarker HMOX 1
und HSPA 1A sowie das Gen GADD45A, das auf eine DNA-Schadensantwort hinweist, eine deutli-
che Verinderung in ihrer Expression. Die HMOX I-Expression unter dem Einfluss aller Verbren-

nungsaerosole ist in Abb. 5.22 dargestellt.
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Abbildung 5.22: Beeinflussung der Expression von HMOX1 durch verschiedene Verbrennungsae-
rosole. A549-Zellen wurden fiir vier Stunden in der Vitrocell® Atomated Exposure Station
gegeniiber einem Verbrennungsaerosol exponiert und fiir weitere 20 Stunden nachin-
kubiert. Fiir jede Exposition wurden CACs und Expositionen gegeniiber dem nativen
Aeorosol (-HS, -Filter), einer erhohten Partikeldeposition (+HS, - Filter) sowie der reinen
Gasfraktion des Aerosols (-HS, + Filter) untersucht. Dargestellt sind, sofern nicht anders
gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei unabhiangigen Versuchen + SD.
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Unter dem Einfluss der Verbrennungsaerosole aus der thermischen Behandlung von TiO, NP,
CuO NP und CNT konnte eine geringe Erhohung der HMOX I-Expression beobachtet werden.
Dabei wurde eine maximale Erhohung um den log,-fachen Faktor 0,5 festgestellt. Im Gegensatz
dazu bewirkte die Verbrennung PE-haltiger Materialien eine um den log,-fachen Faktor 1 bis 1,8
gesteigerte Transkriptmenge. Das Maximum konnte hierbei unter dem Einfluss des Aerosols aus
der Verbrennung des PE + TiO, NP Nanokomposits beobachtet werden. Generell zeigte die Ex-
pression des Gens HMOX I unabhingig vom Verbrennungsgut keinen Unterschied zwischen dem

nativen Verbrennungsaerosol (-HS), einer Dosiserhohung (+HS) und einem vorgeschalteten Filter.
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Abbildung 5.23: Beeinflussung der Expression von HSPA 1A durch verschiedene Verbrennungsae-
rosole. A549-Zellen wurden fiir vier Stunden in der Vitrocell® Atomated Exposure Station
gegeniiber einem Verbrennungsaerosol exponiert und fiir weitere 20 Stunden nachin-
kubiert. Fiir jede Exposition wurden CACs und Expositionen gegeniiber dem nativen
Aeorosol (-HS, -Filter), einer erhohten Partikeldeposition (+HS, - Filter) sowie der reinen
Gasfraktion des Aerosols (-HS, + Filter) untersucht. Dargestellt sind, sofern nicht anders
gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei unabhiangigen Versuchen + SD.

Ein dhnlicher Effekt konnte bei der Expression des Gens HSPA IA festgestellt werden (Abb. 5.23).
So wurde wiederholend keine relevante Anderung der Transkriptmenge durch die Verbrennungs-
aerosole aus der thermischen Behandlung der Nanomaterialien beobachtet. Die Verbrennung PE-
haltiger Materialien zeigte jedoch eine leicht erhohte Expression von HSPA IA, die maximal um
den logy-fachen Faktor 1,4 gesteigert wurde. Lediglich das Anlegen einer HS wihrend der PE-

Verbrennung verzeichnete eine Steigerung der HSPA 1A-Expression, wohingegen alle weiteren
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5 Ergebnisse und Diskussion

Untersuchungen diesen Effekt nicht bestitigten. Zudem zeigte sich abermals kein Unterschied
zwischen den Proben mit vorgeschaltetem Filter und Proben, die gegeniiber dem gesamten Aeo-
rosol exponiert wurden. Auch die Expression des Gens GADD45A, einem Marker der DNA-Scha-
densantwort, zeigte eine Zunahme (Abb. 5.24).

GADD45A4-Expression (log,-fach)
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-: ohne Hochspannung; +: mit Hochspannung; F: Filter; *n=2

Abbildung 5.24: Beeinflussung der Expression von GADD45A durch verschiedene Verbrennungs-
aerosole. A549-Zellen wurden fiir vier Stunden in der Vitrocell® Atomated Exposure
Station gegeniiber einem Verbrennungsaerosol exponiert und fiir weitere 20 Stunden
nachinkubiert. Fiir jede Exposition wurden CACs und Expositionen gegeniiber dem na-
tiven Aeorosol (-HS, -Filter), einer erhdhten Partikeldeposition (+HS, - Filter) sowie der
reinen Gasfraktion des Aerosols (-HS, + Filter) untersucht. Dargestellt sind, sofern nicht
anders gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen 4 SD.

Hierbei wurden nur geringfiigig gesteigerte Transkriptmengen nach der Exposition gegeniiber
den Verbrennungsaerosolen der reinen Nanomaterialien erfasst. Die stirkste Auspriagung war da-
bei durch die Exposition des nativen Verbrennungsaerosols von TiO, NP sowie CuO NP und CNT
zu beobachten. Es ist jedoch anzumerken, dass die SD nach Exposition gegeniiber TiO, NP auf
eine grofle Varianz der Ergebnisse hinweisen und diese daher nicht ganzlich aussagekriftig sind.
Eine Erkldrung fiir eine Induktion der GADD45A-Expression nach Exposition gegeniiber den na-
tiven Verbrennungsaeorosolen von CuO NP und CNT bei gleichzeitigem Ausbleiben dieser Be-
obachtung unter einer erhohten Partikeldeposition (+HS) ist nach jetzigem Stand nicht moglich.
Die Exposition gegeniiber Verbrennungsaerosolen PE-haltiger Materialien fiihrte abermals zu ei-
ner stark vermehrten und, mit Ausnahme der Exposition gegeniiber PE-Verbrennungsprodukten,

einer probeniibergreifend relativ stabil gesteigerten GADD45A-Expression um den log,-fachen
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5.2 Toxikologische Untersuchungen zur thermischen Verwertung von Nanokompositen

Faktor 1,3. Die Verbrennung von PE resultierte im Vergleich zu anderen PE-haltigen Materialien
in einer geringeren GADD45A-Expression. Reproduzierbar wurde festgestellt, dass keine relevan-
ten Unterschiede zwischen den Expositionen des gesamten Aerosols und der Exposition gegen-
iiber der Gasphase des Aerosols zu erkennen waren.

Zusammenfassend deuteten die Befunde der transkriptionellen Ebene auf die Induktion einer zel-
luldren Stressantwort sowie auf induzierte DNA-Schiden nach Exposition gegentiber Verbren-
nungsaerosolen aus der thermischen Verwertung PE-haltiger Materialien hin. Eine Beeinflussung
des Genexpressionsprofils durch die Verbrennungsaerosole der reinen Nanomaterialien konn-
te nicht beobachtet werden. Da zudem kein Unterschied zwischen Expositionen gegeniiber den
gesamten Verbrennungsaerosolen (+/- HS) und der reinen Gasphase (Filter) ersichtlich wurde,
ist von einer toxischen Wirkung von Gasen generiert aus der PE-Verbrennung auszugehen, dies
wird in 5.2.6 ndher diskutiert. Diese These wird durch die vom Projektpartner des Universitits-

klinikums Freiburg erhobenen Zytotoxizititsdaten gestiitzt (Abb. 5.25). Hierbei wurde die LDH-
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Abbildung 5.25: LDH-Freisetzung durch verschiedene Verbrennungsaerosole in Relation zu einer
mitgefithrten Positivkontrolle (100 %). A549-Zellen wurden fiir vier Stunden in der
Vitrocell® Atomated Exposure Station gegeniiber einem Verbrennungsaerosol exponiert
und fiir weitere 20 Stunden nachinkubiert. Fiir jede Exposition wurden CACs und Expo-
sitionen gegeniiber dem nativen Aeorosol (-HS, -Filter), einer erhohten Partikeldeposition
(+HS, - Filter) sowie der reinen Gasfraktion des Aerosols (-HS, + Filter) untersucht. Dar-
gestellt sind, sofern nicht anders gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei unabhingigen
Versuchen & SD. Die Bestimmung der LDH-Freisetzung wurde durch den Projektpartner
des Universitéitsklinikums Freiburg durchgefiihrt. n.d.: nicht bestimmt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Freisetzung bestimmt und in Relation zur Freisetzung vollstindig lysierter Zellen gesetzt, die
LDH-Freisetzung der CAC ist in Anhang Kap. 9.10 einzusehen. Auch die LDH-Freisetzung zeig-
te unter dem Einfluss von Verbrennungsaerosolen aus der Verbrennung PE-haltiger Materialien
weitaus ausgepragtere Effekte als eine Exposition der Zellen gegeniiber den Verbrennungsaero-

solen der reinen NM.

5.2.3 Induktion von DNA-Strangbriichen in A549-Zellen durch

Verbrennungsaerosole

Neben der Beeinflussung des Genexpressionsprofils durch die Verbrennungsaerosole wurde die
Induktion von DNA-Strangbriichen untersucht. Zum Ausschluss falsch positiver oder falsch ne-
gativer Ergebnisse wurde eine DNA-schadigende Wirkung durch das Zuschalten der HS und das
Verbrennen des Suspensionstabilisators betrachtet (Anhang Kap. 9.11).
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DNA-Strangbriiche (pro 10° Basenpaare)

L E e e e [T [ [ ]

PE + PE + PE +
TiO, NP | CuO NP CNT

TiO,NP | CuONP | CNT PE

-: ohne Hochspannung; +: mit Hochspannung; F: Filter; *n=2

Abbildung 5.26: Induktion von DNA-Strangbriichen durch verschiedene Verbrennungsaerosole.
A549-Zellen wurden fiir vier Stunden in der Vitrocell® Automated Exposure Station ge-
geniiber einem Verbrennungsaerosol exponiert und fiir weitere 20 Stunden nachinku-
biert.Fiir jede Exposition wurden CACs und Expositionen gegeniiber dem nativen Aeo-
rosol (-HS, -Filter), einer erhohten Partikeldeposition (+HS, - Filter) sowie der reinen Gas-
fraktion des Aerosols (-HS, + Filter) untersucht. Dargestellt sind, sofern nicht anders ge-
kennzeichnet, die Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen + SD.
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5.2 Toxikologische Untersuchungen zur thermischen Verwertung von Nanokompositen

Dabei konnte keine Beeintrichtigung durch das Anlegen der HS, aber eine erhohte Anzahl an
Strangbriichen durch das Verbrennen des Stabilisators festgestellt werden. Die Verbrennung von
reinem TiO; und CuO NP zeigte keine Induktion von DNA-Strangbriichen auf, wohingegen bei
der Verbrennung der CNT eine geringe, aber vernachldssigbare Induktion von DNA-L&sionen
quantifiziert werden konnte (Abb. 5.26). Diese lag zudem weit unter der Anzahl an DNA-Strang-
briichen, die nach dem Verbrennen des Stabilisators beobachtet wurde. Somit konnte eine negati-
ve Beeinflussung durch den Stabilisator ausgeschlossen werden. Bei der Verbrennung der reinen
Nanomaterialien war abermals kein Unterschied zwischen den Expositionen gegeniiber dem ge-
samten Verbrennungsaerosol (-/+ HS) und der gasfsrmigen Fraktion (Filter) ersichtlich. Die Expo-
sition gegeniiber den Verbrennungsaerosolen PE-haltiger Materialien zeigte hingegen einen deut-
lichen Anstieg an DNA-Strangbriichen. Die Exposition gegeniiber diesen Verbrennungsaerosolen
induzierte probeniibergreifend zwischen 0,5 und 0,6 DNA-Strangbriiche pro 10 Bp. Lediglich
die Verbrennung von PE als auch die des Komposits aus PE + TiO, NP zeigte eine zusitzlich ge-
steigerte Anzahl an DNA-Strangbriichen mit dem Anlegen der HS zur Dosiserhohung. Die Expo-
sition gegeniiber dem gefilterten Aerosol wies probeniibergreifend 0,3 bis 0,6 DNA-Strangbriiche
pro 10® Bp auf und befand sich somit im Bereich der Exposition ohne angelegte HS. Abermals
war zu erkennen, dass die adverse Reaktion nicht durch die partikulire, sondern durch die gas-
formige Fraktion des Verbrennungsaerosol hervorgerufen wurde. Ausnahmen bildeten hierbei die
Exposition gegeniiber dem Verbrennungsaerosol von PE und PE + TiO, NP. Vergleicht man die
applizierte Dosis (Kap. 5.2.1, Tab. 5.2) dieser beiden Materialien (PE, PE + TiO, NP) mit der Ver-
brennung der weiteren Nanokomposite (PE + CuO NP, PE + CNT), so wurde eine um Faktor 2
erhohte applizierte Dosis bestimmt. Die gesteigerte Anzahl an DNA-Strangbriichen unter erhoh-
ter Partikeldeposition nach Verbrennung von PE und PE + TiO, NP konnte somit durch die im
Vergleich erhohte Dosis, und damit dem Uberschreiten eines NOAEL, begriindet werden.

Die Beobachtungen zur Induktion von DNA-Schidden durch Verbrennungsaerosole aus der ther-
mischen Verwertung PE-haltiger Materialien auf transkriptioneller Ebene konnten somit, mit
Ausnahme der vermehrten DNA-Strangbriiche nach erhohter Partikeldosis des Verbrennungs-
aerosols nach Verbrennung von PE bzw. PE + TiO, NP, auch auf funktioneller Ebene bestitigt
werden. Im Vergleich zur ALI-Exposition mit der Vitrocell® Cloud (Kap. 5.1.3.3) konnte keine In-
duktion von DNA-Strangbriichen durch CuO NP-haltige Verbrennungsaerosole beobachtet wer-
den. Wie bereits erwihnt (Kap. 5.2.1, Tab. 5.2) lagen die applizierten Dosierungen der partikuli-
ren Fraktion dieser Verbrennungsaerosole jedoch weit unter dem zuvor an der Vitrocell® Cloud
ermittelten NOAEL fiir CuO NP. Auch die partikuldre Deposition der weiteren Verbrennungsae-
rosole lag in einem sehr niedrigen Bereich, weshalb dies eine weitere Erklarung fiir ausbleibende

Effekte durch diese Aerosolfraktion darstellen konnte.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Zusammenfassend deutet die gesteigerte Expression von HMOX1 und HSPA 1A nach Exposition
gegeniiber Verbrennungsaerosolen PE-haltiger Materialien auf eine zelluldre Stressantwort ge-
geniiber Produkten der PE-Verbrennung hin. Die gesteigerte GADD45A-Expression zeigt einen
dhnlichen Verlauf und deutet neben der Stressantwort auf eine DNA-schadigende Wirkung dieser
Verbrennungsprodukte hin. Die Schadigung der DNA durch verbrennungsinduzierte Verbindun-
gen konnte in Form von DNA-Strangbriichen auf funktioneller Ebene bestétigt werden.

Die toxischen Effekte wurden hierbei meist durch die Gasphase des Aerosols, und lediglich in
zwei Ausnahmen unter erhohter Dosis auch durch die partikuldre Fraktion, induziert. Eine zy-
totoxische Wirkung von Verbrennungsprodukten aus der thermischen Verwertung von PE auf
A549-Zellen konnte bereits nachgewiesen werden (Lestari et al. 2011). Jedoch sind hinsichtlich
der weiteren toxikologischen Wirkungen derzeit keine Literaturstudien bekannt, die ein direkt
vergleichbares Verbrennungsaerosol untersuchten. Es liegen jedoch einige Studien zur Untersu-
chung von Zigarettenrauch vor, der ebenfalls ein Verbrennungsaerosol darstellt, allerdings kann
keine direkte Vergleichbarkeit zur Nanokompositverbrennung garantiert werden. Dabei konnte
bereits eine genotoxische Wirkung (Okuwa et al. 2010) und Induktion der HMOX I-Expression
(Fukano et al. 2006) in A549-Zellen durch die reine Gasphase von Zigarettenrauch festgestellt
werden. Dies bestirkt die These der Beeinflussung der Genexpression und eine Induktion von
DNA-Strangbriichen durch die gasformige Phase des Verbrennungsaerosols. Jedoch konnte auch
die niedrige partikuldre Dosis fiir ein Ausbleiben eines Effekts durch die Partikelfraktion der Ae-

rosole verantwortlich gemacht werden.

5.2.4 Applizierte Dosis wihrend der Exposition von

3D-Lungenzellkulturen

Neben der Auswirkung auf A549-Zellen wurde auch die Beeinflussung der Verbrennungsaeroso-
le auf ein 3D-Lungenzellmodell untersucht. Dabei handelt es sich um das Produkt MucilAir der
Firma Epithelix, das ein 3D-Modell des bronchialen Epithels darstellt. Die 3D-Zellkultur wurde
aus Primirzellen eines Donors (Anhang Kap. 9.12) rekonstituiert und zeigte bereits Verwendung
in nanotoxikologischen Studien (Dankers et al. 2018, Kooter et al. 2017, Kuper et al. 2015). Auch
hier wurde zum Ausschluss falsch positiver oder negativer Ergebnisse ein Einfluss der angelegten
Hochspannung ausgeschlossen (Anhang Kap. 9.9). Im Unterschied zur Exposition der A549-Zellen
wurden lediglich zwei Proben mit dem Verbrennugnsaerosol exponiert. Hierbei handelte es sich
zum einen um eine Probe mit angelegter Hochspannung zur Dosiserhohung und zum anderen

um eine Probe mit vorgeschaltetem Filter zur Untersuchung der reinen Gasphase. Auf Basis der
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5.2 Toxikologische Untersuchungen zur thermischen Verwertung von Nanokompositen

voran gegangen Experimente und dem Ausbleiben einer toxischen Wirkung eines bestimmten
Nanokomposits wurden die Experimente unter Verwendung des 3D-Zellkulturmodells auf das
wirtschaftlich relevanteste Nanokomposit (PE + TiO, NP) beschrinkt.

Tabelle 5.3: Tabellarische Zusammenfassung der mathematisch bestimmten Dosen nach Exposi-
tion der 3D-Lungenzellkultur. Diese basieren auf Daten, welche im Rahmen des Projek-
tes «ProCycle» durch das KIT-ITC erhoben wurden. Hierbei wurde mit Hilfe eines ELPI die
Massenkonzentration der Verbrennungsaerosole bestimmt. Aufgrund des bekannten Massen-
strom gegeniiber dem die Zellen exponiert sind, ist es moglich aus diesen Daten die Masse pro
Flache zu berechnen.

Massenkonzentration! Dosis ohne HS Dosis mit HS?

terial
Materia mittels ELPI [1g/m?] [ng/cm?] [ng/cm?]
TiO, NP 20610 + 801 2186 + 361 10932 + 1803
PE 465 + 120 48 £ 12 238 £ 58
PE + TiO» NP 209 + 27 22+3 111+ 14

! Berechnet aus Daten ermittelt mit einem ELPI. Fiir die Berechnung der Dosis
PE-haltiger Materialien wurde mit einer Massenkonzentration von 1 g/cm? kal-
kuliert. Die Dosisberechnung der TiO, NP erfolgte mit deren Bulk-Dichte.

2 Es wurde mit einem Steigerungsfaktor von 5 gerechnet, dieser basiert auf vor-
herigen Studien von Seiten des KIT-ITC.

Wihrend die Exposition gegeniiber dem PE-Verbrennungsaerosol eine vergleichbare partikula-
re Dosis zu der Exposition von A549-Zellen ergab (54 respektive 48 ng/cm?), wurde die 3D-
Lungenzellkultur im Vergleich zu den A549-Zellen gegeniiber einer um den Faktor 145 erhoh-
ten Dosis an TiO, NP exponiert (Tab. 5.3). Die Dosis an Partikeln aus der Verbrennung des PE +
TiO, NP Komposits zeigte sich hingegen bei der 3D-Lungenzellkultur im Vergleich zu den A549-
Zellen um die Halfte reduziert. Insgesamt wurden abermals geringe partikuldre Dosierungen nach
einer Exposition gegeniiber Verbrennungsaerosolen PE-haltiger Materialien appliziert, wihrend

die partikuldre Dosis nach TiO, NP-Verbrennung sich stark erhoht zeigte.

5.2.5 Beeinflussung des Genexpressionsprofils von

3D-Lungenzellkulturen durch Verbrennungsaerosole

Analog zu den Untersuchungen der A549-Zellen, wurde auch das 3D-Lungenzallkulturmodell
hinsichtlich einer Beeinflussung des Genexpressionsprofils untersucht (Abb. 5.27). Eine detaillier-

te Heatmap inklusive Gennamen ist im Anhang (Kap. 9.5 Abb. 9.5) einzusehen. Wie bereits bei

93



5 Ergebnisse und Diskussion

TiO, NP PE PE + TiO, NP
| [ |

Metallhomdostase

Oxidative
Stressantwort 5

w

Apoptotische
Faktoren
und
Zellzyklus-
regulatoren

I
—

T
]
—

Relative Genexpression
(log,-fache Anderung)

'
w

DNA-Schadens-
antwort und
-Reparatur

Fremdstoff-
metabolismus
Hochspannung 3F 4F 4F 3F 4F 4F
Filter - e - I _ T

Abbildung 5.27: Schematische Darstellung der Beeinflussung des Genexpressionsprofils von 3D-
Lungelzellkulturen durch Aerosole aus der Verbrennung von TiO, NP, PE sowie
den Nanokompositen bestehend aus diesen Materialien als Heatmap. Eine rote Fir-
bung stellt eine Induktion der Genexpression dar, eine blaue Firbung steht fiir eine redu-
zierte Genexpression. Fiir jede Exposition wurden CACs sowie Expositionen gegeniiber
einer erhohten Partikeldeposition (+HS, - Filter) und der reinen Gasphase (-HS, + Filter)
untersucht. Dargestellt sind, sofern nicht anders gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei

unabhingigen Versuchen + SD.

der Exposition von A549-Zellen gegentiber TiO, NP zeigten auch die rekonstituierten Primir-
zellen keine Beeinflussung des Genexpressionsprofils durch dieses Verbrennungsaerosol. Die Ex-
position gegeniiber dem Verbrennungsaerosol von PE bzw. des TiO, NP-haltigen Nanokomposits
zeigte hingegen eine Verdanderung in der Transkriptmenge einiger Gene. Jedoch wurde lediglich
bei einem Gen eine relevante Beeinflussung beobachtet. Dabei handelt es sich um das Gen IL§,
das fiir einen Marker der inflammatorischen Antwort kodiert. Die Expression dieses Gens nach
Exposition gegeniiber den jeweiligen Verbrennungsaerosolen ist in Abb. 5.28 dargestellt. Die Ex-
position gegeniiber dem Verbrennungsaerosol der TiO, NP zeigte keine relevante Beeinflussung
des Gens IL8, wohingegen die Exposition gegeniiber dem Aerosol aus der PE-Verbrennung in ei-

ner Zunahme um den log;-fachen Faktor von 1,6 bis 2 resultierte. Die Exposition gegeniiber dem
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IL8-Expression (log,-fach)

+ F + F - F
TiO, NP PE PE + TiO, NP

+: mit Hochspannung; F: Filter

Abbildung 5.28: Beeinflussung der IL8-Expression durch verschiedene Verbrennungsaerosole.
Das 3D-Zellkulturmodell wurde fiir vier Stunden in der Vitrocell® Automated Expos-
ure Station gegeniiber einem Verbrennungsaerosol exponiert und fiir weitere 20 Stunden
nachinkubiert. Fiir jede Exposition wurden CACs sowie Expositionen gegeniiber einer
erhohten Partikeldeposition (+HS, - Filter) und der reinen Gasphase (+HS, + Filter) un-
tersucht. Dargestellt sind, sofern nicht anders gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei

unabhingigen Versuchen + SD.

Verbrennungsaerosol des Nanokomposits zeigte eine im Vergleich etwas abgeschwichtere Gen-
expression. Insgesamt wurde eine grofle Varianz der Ergebnisse beobachtet, die durch die hohe
Standardabweichung ersichtlich ist. Zudem konnte hinsichtlich der Verbrennung PE-haltiger Ma-
terialien kein relevanter Unterschied zwischen der Exposition gegeniiber dem gesamten Aerosol
und der reinen Gasphase (+ Filter) erkannt werden. Dies spricht nochmals fiir die Induktion einer
toxischen Wirkung durch die Gasphase und nicht durch partikuldre Aerosolfraktion.

Diese Beobachtung zeigte sich auch in der LDH-Freisetzung, die durch den Projektpartner des
Universititsklinikums Freiburg durchgefithrt wurde (Abb. 5.29). Auch hierbei wurde kein eindeu-
tiger Unterschied zwischen der Exposition unter erhéhter Partikeldeposition (+) und der reinen
Gasphase (F) festgestellt. Zudem konnte dargelegt werden, dass das Verbrennungsaerosol aus der
TiO, NP Verbrennung eine geringere Toxizitit aufweist als die Verbrennungsaerosole aus der
Verbrennung PE-haltiger Materialien. Zusétzlich wurde ein geringer Unterschied zwischen der
Exposition gegeniiber den Verbrennungsprodukten der PE bzw. PE + TiO, NP Verbrennung auf-
gezeigt, aufgrund der hohen SD der Ergebnisse nach der PE-Verbrennung konnte jedoch keine

eindeutige Aussage getroffen werden. Diese Beobachtung wurde daher als Tendenz eingestuft.
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Abbildung 5.29: LDH-Freisetzung durch verschiedene Verbrennungsaerosole in Relation zu einer
mitgefithrten Positivkontrolle (100 %). Das 3D-Zellkulturmodell wurde fiir vier Stun-
den in der Vitrocell® Automated Exposure Station gegeniiber einem Verbrennungsaerosol
exponiert und fir weitere 20 Stunden nachinkubiert. Fiir jede Exposition wurden CACs
sowie Expositionen gegeniiber einer erhohten Partikeldeposition (+HS, - Filter) und der
reinen Gasphase (-HS, + Filter) untersucht. Dargestellt sind, sofern nicht anders gekenn-
zeichnet, die Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen £ SD. Die Bestimmung der
LDH-Freisetzung wurde durch den Projektpartner des Universitdtsklinikums Freiburg
durchgefiihrt.

5.2.6 Induktion von DNA-Strangbriichen in 3D-Lungenzellkulturen

durch Verbrennungsaerosole

Zusitzlich zur Beeinflussung auf transkriptioneller Ebene wurde auch fiir das 3D-Zellkulturmo-
dell die Induktion von DNA-Strangbriichen mit Hilfe der AU untersucht. Ein moglicher Einfluss
der Hochspannung auf die genomische Stabilitét ist in Anhang Kap. 9.11 ersichtlich.

Die Exposition gegeniiber dem Verbrennungsaerosol der TiO, NP zeigte keine bzw. eine durch
die hohe Standardabweichung vernachlissigbare Induktion von DNA-Strangbriichen. Das Aero-
sol aus der Verbrennung des Nanokomposits PE + TiO, NP bewirkte eine geringe Induktion von
DNA-Strangbriichen, wihrend das Aeorosol aus der thermischen Verarbeitung von PE mit einer
Induktion von 1,1 bzw. 0,7 DNA-Strangbriichen pro 10° Bp eine deutliche genotoxische Wir-
kung aufwies, wobei abermals eine hohe Standardabweichung zu beobachten war. Wie bereits bei

der IL8-Expression dargelegt, konnte auch hinsichtlich der Induktion von DNA-Strangbriichen
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Abbildung 5.30: Induktion von DNA-Strangbriichen durch verschiedene Verbrennungsaerosole.
Das 3D-Zellkulturmodell wurde fiir vier Stunden in der Vitrocell® Automated Expos-
ure Station gegeniiber einem Verbrennungsaerosol exponiert und fiir weitere 20 Stunden
nachinkubiert.Fiir jede Exposition wurden CACs sowie Expositionen gegeniiber einer
erhohten Partikeldeposition (+HS, - Filter) und der reinen Gasphase (-HS, + Filter) un-
tersucht. Dargestellt sind, sofern nicht anders gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei
unabhingigen Versuchen + SD.

kein eindeutiger Unterschied zwischen den Expositionen gegeniiber dem gesamten Aerosol (+)
oder der Gasphase (F) beobachtet werden. Daher erhirtet sich die These, dass nicht von einem
partikuldar induzierten Effekt, sondern von einer toxischen Wirkung der generierten Gasphase
auszugehen ist. Im Vergleich zu den Expositionen gegentiber A549-Zellen konnte hinsichtlich der
Induktion von DNA-Strangbriichen vergleichbare Effekte beobachtet werden. Die Beeinflussung
der Genexpression zeigte deutlich ausgeprigtere Verinderungen in A549-Zellen. Auch die ap-
plizierte Dosis variierte zwischen den Expositionen (Kap. 5.2.4, Tab. 5.3). Insbesondere die stark
erhohte TiO, NP Dosis ist hierbei bemerkenswert. Das Ausbleiben einer Reaktion auf diese stark
erhohte Dosis bestitigt die bereits vorgestellten Daten nach Exposition von A549-Zellen gegen-
iiber TiO, NP mit Hilfe der Vitrocell® Cloud. Zusétzlich wurde bereits eine geringere Empfind-
lichkeit der 3D-Gewebe im Vergleich zu A549-Zellen beschrieben (Kooter et al. 2016), die u.a. auf
der vorhandenen mukozilidren Clearence beruht (Kuper et al. 2015). So zeigten Kooter et al. (2016)
eine geringere Sensitivitat der zytotoxischen, inflammatorischen und genotoxischen Wirkung im
3D-Gewebes gegentiber A549- und Beas-2B-Zellen. Ein Literaturvergleich hinsichtlich der toxi-

schen Wirkung eines identischen Verbrennungsaerosol auf das Zellkultursystem ist nicht moglich,
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da diesbeztiglich keine Studien vorliegen. Jedoch wurde bereits eine I1-8 Sekretion nach Expositi-
on gegeniiber Zigarettenrauch beobachtet, der ebenfalls ein Verbrennungsaerosol darstellt, wenn
auch anderer Komposition (Banerjee et al. 2017, Ishikawa et al. 2018). Dariiber hinaus zeigten beide
Studien auch eine vielseitige Beeinflussung des Zellmodells auf transkriptioneller Ebene. Jedoch
wurden in den vorgestellten Ergebnissen schwicher ausgeprigte Effekte beschrieben. Eine grofle-
re Beeinflussung auf das Zellkultursystem wurde auch von Haswell et al. (2017) nach Exposition
gegeniiber genormten Zigarettenrauch und Verwendung einer RNA-Sequenzierung festgestellt.
Ein mit den vorliegenden Ergebnissen vergleichbares Resultat zeigten Bisig et al. (2018). Hier wur-
de nur ein geringfiigiger Einfluss auf die Expression von HMOX1 und NQO I nach sechstiindiger
Exposition gegeniiber Autoabgasen beobachtet. Abermals ist jedoch zu beachten, dass eine direk-
te Ubertragbarkeit der beobachteten Effekte in Literaturstudien auf die vorgestellten Ergebnissen
der vorliegenden Abschlussarbeit aufgrund einer variierender Zusammensetzung der Verbren-
nungsaerosole aus dem Abbrennen einer Zigaretten und der Nanokompositverbrennung nicht
gegeben ist. Ein Literaturvergleich beztiglich einer genotoxischen Wirkung in diesem Zellmodell
kann aufgrund fehlender Literatur nicht gezogen werden.
Aufgrund der Erkenntnisse, dass die induzierten Effekte mit der Verbrennung PE-haltiger Mate-
rialien korrelierten, wurde von Seiten des Projektpartners des Univerisatsklinkikum Freiburg eine
quali- und quantitative Analyse der verbrennungsgenerierten volatile organic compounds (VOC) in
Auftrag gegeben. Hierbei wurde neben dem nativen Verbrennungsgas einer PE-Verbrennung auch
die Gasphase nach Durchflief}en eines Denuders untersucht. Mit diesem sollte eine mogliche Ab-
scheidung von VOCs an der enthaltenen Aktivkohle erzielt werden.
Tabelle 5.4: Tabellarische Zusammenfassung der quantitativen Bestimmung der TVOC- und
SVOC-Gehalte aus der Verbrennung von PE. Neben dem nativen Verbrennungsgas wur-

de auch das Gasgemisch nach Durchfliefen eines Denuders untersucht. TVOC: Substanzen
zwischen Cg und Cqg; SVOC: Substanzen: > Cyg.

natives Verbrennungsgas Verbrennungsgas nach Denuder

TVOC-Wert [11g/m?] 161 200
SVOC-Wert [pig/m?] 1580 1680

Die quantitative VOC-Analyse wurde dabei vom Auftragnehmer in zwei unterschiedliche Bestim-
mungsparameter unterteilt. Dabei handelte es sich einerseits um den TVOC-Wert, der alle kohlen-
stofthaltigen Substanzen mit einer C-Atomanzahl zwischen 6 und 16 umfasst. Andererseits wurde
der SVOC-Wert bestimmt, dieser beinhaltet alle Substanzen mit >16 C-Atomen. Wihrend das nati-
ve Verbrennungsgas einen TVOC-Wert von 161 jig/m? aufwies, konnte der eingesetzte Denuder
diesen Wert nicht senken. Im Gegenteil, es war ein Anstieg auf 200 pg/m? zu erkennen. Auch

beziiglich des SVOC-Wertes erzielte der Denuder nicht den gewiinschten Effekt. Hier war eine
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5.2 Toxikologische Untersuchungen zur thermischen Verwertung von Nanokompositen

Zunahme um von 1580 s1g/m? im nativen Verbrennungsgas auf 1680 yig/m?> nach DurchflieRen

des Denuders zu beobachten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden nachtriglich keine Versuche mit

vorgeschalteten Denuder zur Abtrennung toxischer Gase durchgefithrt. Zusitzlich zur quantita-
tiven Analyse des VOC-Gehaltes erfolgte auch eine qualitative Untersuchung des Verbrennungs-
gases. Hierzu wurden die Massenspektren von Peaks eines im Full-Scan-Modus aufgenommen

Chromatogramms mit einer Spektrenbibliothek verglichen und Referenzspektren mit der hochs-

ten Ubereinstimmung zugeordnet. In Tab. 5.5 sind alle Substanzen des nativen Verbrennungsgases

aufgelistet, deren Peakfliche mind. 1 % der gesamt integrierten Peakflichen im Chromatogramm
aufwiesen. Eine detaillierte Auflistung aller detektierten Substanzen ist in Anhang Kap. 9.13 ein-
zusehen.

Tabelle 5.5: Tabellarische Zusammenfassung der qualitativen VOCAnalyse des nativen Verbren-
nungsgases aus der thermischen Verwertung von PE. Aufgelistet sind nur Substanzen, die
einen prozentualen Peakflichenanteil > 1 % der gesamten integrierten Peakflichen im Chro-
matogramm aufwiesen. %Area: prozentualer Anteil der Peakfliche an der Summe aller auto-

matisch integrierten Peakflichen im Chromatogramm; Qual: Grad der Ubereinstimmung mit
der verwendeten Spektrenbibliothek.

Nummer %Area (%) Name Qual (%) CAS-Nummer
1 62,7 2,5-Diphenyl-4-benzochinon 94 000844-51-9
2 18.7 1,2,3,4,5,6,7,8-Octahydro-9-phenylanthracen 72 125379-29-5
3 ’ 1,2,3,6,7,8,9,10,11,12-decahydrobenzole]pyren 72 092387-50-3
4 17 1-Tridecanol 91 000112-70-9
5 ’ 1-Dodecen 91 000112-41-4
6 1,3 Benzaldehyd 97 000100-52-7

Insgesamt konnten vier Peaks identifiziert werden, die die festgelegten Bedingungen erfiillten.
Dabei konnten mit Substanz 1 und 6 zwei Substanzen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit identi-
fiziert werden. Im Gegensatz dazu war keine Unterscheidung zwischen Substanz 2 und 3 bzw. 4
und 5 moglich. Mit 62,7 % stellte Substanz 1 den groften Anteil des Verbrennungsgases, gefolgt
von Substanz 2/3, die mit 18,7 % im Verbrennungsgas zu finden war. Die Anteile von Substanz
4/5 sowie Substanz 6 lagen unterhalb von 2 % vor. Mit Hilfe der Datenbank «Toxnet» wurde
schlieflich eine Recherche zur toxikologischen Beurteilung dieser Stoffe durchgefiihrt (Anhang
Kap. 9.14). Wihrend fiir die Substanzen 1, 4, 5 und 6 ausreichend Daten vorlagen, waren keine
toxikologischen Daten fiir die Substanzen 2 und 3 vorhanden. Fiir alle Verbindungen, zu denen
Daten vorlagen, konnte eine reizende Wirkung festgestellt werden. Zudem wurde fiir die Substan-
zen 1,4 und 6 eine akut toxische Wirkung festgestellt. Ein fundiert genotoxischer Effekt konnte
lediglich fiir Substanz 6 aufgezeigt werden, wihrend alle Substanzen weitere toxische Wirkungen,

u.a. reizende Wirkungen, aufwiesen. Bei Substanz 2 und 3 handelt es sich um aromatische Koh-
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lenwasserstoffe, bei Substanz 3 sogar um einen polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoft
(PAK), deren toxische Wirkung bereits ausfiihrlich untersucht wurde (zusammengefasst in Baird
et al. 2005 und Guo et al. 2011). Ob lediglich eine Substanz des Verbrennungsaerosol fiir die be-
obachteten Effekte verantwortlich ist, oder das gesamte Gasgemisch, kann nicht endgiiltig geklart
werden. Zudem konnte auch die Bindung von PAKs an die verbrennungsinduzierten Partikel, wie
es bei Partikeln der Holzverbrennung bereits festgestellt wurde, eine mogliche Ursache fiir eine to-
xische Wirkung darstellen (Gauggel-Lewandowski et al. 2013). Dies wiirde auch die Beobachtung

einer gesteigerten Anzahl an DNA-Strangbriichen bei erhohter Partikeldosis erklaren.
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6 Zusammenfassende Diskussion

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Exposition von ALI-kultivierten Lungenzellkultursystemen
gegeniiber nanoskaligen Materialien mit Hilfe entsprechender ALI-Expositionssystemen. Hier-
zu erfolgte zunichst die Etablierung eines statischen ALI-Expositionssystems (Vitrocell® Cloud)
unter Verwendung von toxisch (CuO NP) und nicht-toxisch (TiO, NP) wirkenden Referenzpar-
tikeln und A549-Zellen. Dabei wurde insbesondere die toxische Wirkung der CuO NP nach ALI-
Exposition mit Studien zum Wirkmechanismus dieser Partikelspezies unter submersen Bedin-
gungen verglichen. Des Weiteren erfolgten Untersuchungen zur Beeinflussung der Genexpressi-
on und genotoxischen Wirkung von Verbrennungsaerosolen aus der thermischen Wiederverwer-
tung von Nanokompositen auf A549-Zellen und ein 3D-Lungenzellkulturmodell. Hierbei wurde
mit der Vitrocell® Automated Exposure Station ein dynamisches Expositionssystem verwendet, mit
dem auch die Gasphase aus der Verbrennung untersucht werden konnte.

Vor der Exposition gegeniiber Zellen wurden die spharischen NP beziiglich ihrer Partikelgrofie
nach ALI-Exposition mit Hilfe von TEM-Aufnahmen charakterisiert. Hierbei konnte kein Einfluss
der Stammlosungskonzentration auf diesen Parameter beobachtet werden. Fiir TiO) NP wur-
de ein Partikeldurchmesser von 24,0 + 7,1 nm bestimmt, der mit den Herstellerangaben (21nm)
und Literaturdaten vergleichbar war (Motzkus et al. 2013, Yang et al. 2014). CuO NP zeigten mit
44,8 £ 34,6 nm sowohl einen grofieren Partikeldurchmesser als auch eine hohere Heterogenitit
der Partikelgrofie als die TiO, NP. Dieser Wert erfiillte ebenso die Herstellerangaben (< 50 nm),
zeigte sich jedoch geringer als bereits publizierte Partikeldurchmesser dieser Partikelspezies (Se-
misch et al. 2014). Im Gegensatz zu den Daten der vorliegenden Arbeit basiert der publizierte Wert
jedoch auf einer mathematische Ermittlung des Partikeldurchmessers.

Ein Einfluss der ALI-Kultivierung und des in den NP-Stamml6osungen verwendeten Suspensions-
tragers (1%iges PBS) auf die Zellviabilitit konnte ausgeschlossen werden. Mit Hilfe der Vitrocell®
Cloud war es moglich, A549-Zellen mit Partikeldepositionen zwischen 0,4 - 25,8 g/ cm? zu ex-
ponieren. Diese Depositionen kann nach Berechnungen durch Paur et al. (2011) eine kumulati-
ve Exposition von Arbeitnehmern widerspiegeln. Nach ALI-Exposition von A549-Zellen gegen-
iiber CuO NP wurde eine zytotoxische Wirkung beobachtet, wobei die Betrachtung der CFA im
Vergleich zur relativen Zellzahl einen ausgeprigteren Effekt zeigte. Hierbei wurde eine dosisab-
hiingige Abnahme der CFA ab einer Dosis von 4,7 1g/cm? festgestellt. Die Beobachtungen zur
Zytotoxizitdt der CuO NP auf A549-Zellen decken sich sowohl mit Studien unter submersen Be-
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6 Zusammenfassende Diskussion

dingungen (u.a. Cronholm et al. 2013, Moschini et al. 2013, Semisch et al. 2014, Wang et al. 2012)
als auch nach ALI-Exposition (Aufderheide et al. 2013, Jing et al. 2015, Steinritz et al. 2013). Im
Gegensatz zu CuO NP konnte unter dem Einfluss von TiO, NP lediglich eine geringfiigige akute
Toxizitdt in Form einer reduzierten relativen Zellzahl festgestellt werden. Jedoch beschrankte sich
dieser Effekt auf die hochste Dosis (25,8 1g/cm?) und spiegelte sich nicht in einer Beeinflussung
der CFA wider. Diese Beobachtungen wurden ebenfalls in Studien zum Einfluss der verwende-
ten TiO, NP-Spezies auf A549-Zellen unter submersen Bedingungen beschrieben. Dabei wurde
lediglich unter der Verwendung sehr hoher Dosen und/oder langer Inkubationszeit (48 h) eine ge-
ringfiigige Zytotoxizitit festgestellt (Jugan et al. 2012, Sayes et al. 2006, Simon-Deckers et al. 2008,
Tedja et al. 2011). Beziiglich ALI-Expositionen dieser Partikelspezies wurde unter dem Einfluss ei-
ner geringen Partikeleposition keine zytotoxische Wirkung beobachtet (Loret ef al. 2016). Jedoch
zeigten Rach et al. (2014) und Steinritz et al. (2013) im Vergleich zu den vorgestellten Ergebnis-
sen und unter Verwendung einer vergleichbaren Dosis eine ausgeprigtere zytotoxische Wirkung
auf. Diese Diskrepanz kann mit der Betrachtung verschiedener toxikologischer Endpunkte und
einer moglichen Interferenz zwischen den NP mit den in der Literatur verwendeten Testsystemen
begriindet werden (Kroll et al. 2012). Somit konnten hinsichtlich einer toxischen Wirkung CuO
NP als Positivkontrolle und TiO, NP als Negativkontrolle fiir das verwendete Expositionssystem
identifiziert werden.

Aufbauend auf den Zytotoxizititsuntersuchungen wurden Genexpressionsanalysen unter dem
Einfluss beider Partikelspezies durchgefiihrt. Dabei konnte keine Anderung im Genexpressions-
profil von A549-Zellen durch TiO, NP beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigten CuO NP
eine dosisabhingige und vielseitige Beeinflussung des Genexpressionsprofils dieser Zellen. Auf-
grund ausbleibender Effekte unter dem Einfluss niedriger CuO NP Dosen (0,4 - 0,8 11g/cm?) konn-
te hierbei ein NOAEL festgestellt werden.

In der Gruppe von Genen, die mit der Metallhomdoostase assoziiert sind, konnten erstmalig gestei-
gerte Transkriptmengen an MT 1X und MT2A, die beide fiir Proteine der Metallothionein (MT)-
Familie kodieren und damit u.a. der Bindung von Metallionen dienen (zusammengefasst in Krezel
und Maret 2017, Blindauer 2014), nach einer ALI-Exposition gegeniiber CuO NP gezeigt werden.
Sowohl MT1X als auch MT2A zeigten den selben Verlauf der Expressionsanderung: Wihrend im
niedrigen Dosisbereich eine leichte, aber nicht relevant gesteigerte mRINA-Menge vorlag, konnte
eine Vervierfachung (log,-fache Anderung um Faktor 2) der Transkriptmenge unter dem Ein-
fluss von 2,2 f1g/cm? CuO NP beobachtet werden. Ab einer Deposition von 4,9 f1g/cm? CuO NP
und hoher lag eine konstant ca. 21- (MT1X; log,-facher Faktor 4,4 ) bzw. ca. 28-fach (MT2A; log,-
facher Faktor 4,8) gesteigerte Expression der Gene vor. Den wichtigen Transkriptionsfaktor dieser

Gene stellt MTF-1 dar, der durch eine erhohte intrazelluldre Ionenkonzentration verschiedener
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Metalle, darunter auch Kupfer, aktiviert wird (Heuchel et al. 1994; zusammengefasst in Blindauer
2014, Giinther et al. 2012, Krezel und Maret 2017, Takahashi 2015). Somit kann durch eine ge-
steigerte Expression MT-kodierender Gene unter dem Einfluss von CuO NP auf eine erhohte in-
trazellulare Kupferionenkonzentration geschlossen werden. Diese kann mit Hilfe des trojan horse
type Mechanismus begriindet werden, der eine endozytotische Aufnahme und lysosomale Pro-
zessierung der CuO NP zu Kupfer-lonen beschreibt (Cronholm et al. 2013, Limbach et al. 2007,
Moschini et al. 2013). Gestiitzt wird diese These durch mehrere Studien, die eine erhohte MT1X-
und MT2A-Expression nach CuO NP Exposition unter submersen Bedingungen belegen (Hana-
gata et al. 2011, Strauch et al. 2017). Jedoch wurde bisher nur in einer Publikation eine konstant
erhohte Transkriptmenge dieser Gene beobachtet (Cuillel ef al. 2014). Dies konnte entweder mit
dem Erreichen einer maximalen Expressionskapazitit dieser Gene oder mit einer konstanten Auf-
nahme der NP begriindet werden. Um letzteres zu tiberpriifen, wurde die intrazelluldre Aufnahme
der CuO NP mit Hilfe einer GF-AAS basierten Methode untersucht. Die Untersuchung ergab eine
dosisabhingig gesteigerte Kupferkonzentration nach ALI-Exposition von A549-Zellen gegeniiber
CuO NP. Auch Studien aus der unserer Arbeitsgruppe konnten bereits eine zellulire Aufnahme
der CuO NP in verschiedenen Zellsystemen, auch A549-Zellen, feststellen (Semisch et al. 2014,
Strauch et al. 2017). Aufgrund der dosisabhiangigen Zunahme der intrazelluliren Kupferkonzen-
tration zwischen der Exposition mit 4,6 und 9,2 ;ig/cm? konnte eine Sittigung der intrazelluliren
Aufnahme ab einer Deposition von ca. 5 ;1g/cm? ausgeschlossen werden. Es wurde daher das Er-
reichen eines Expressionsmaximums unter dem Einfluss der beschriebenen Dosen postuliert.
Eine Beeinflussung der MT-kodierenden Gene durch TiO, NP wurde nicht festgestellt was Ergeb-
nisse aus einigen anderen Studien bestitigte. Diese beschriebenen Ergebnisse in der Literatur sind
widerspriichlich. So konnte einerseits in THP-1 und Jurkat-Zellen keine erhchte Genexpression
beobachtet werden (Poon et al. 2017, Tuomela et al. 2013), andererseits wurde eine geringfiigig
gesteigerte Expression in MDDC- und HMDM-Zellen beschrieben (Tuomela et al. 2013). Eine
Aktivierung von MTF-1 durch Titan-Ionen ist nicht bekannt, jedoch aufgrund der Unloslichkeit
dieser Partikelspezies unter lysosomalen Bedingungen sehr unwahrscheinlich (Zhong et al. 2017).
Um auch die intrazellulire Aufnahme der schwerloslichen TiO NP in A549-Zellen nachzuwei-
sen, wurde eine durchflusszytometrische Methode angewandt, die zusitzlich durch bildgebende
Nachweismethoden in diversen Publikationen validiert wurde (Sanders et al. 2012, Suzuki et al.
2007, Zucker et al. 2010; 2013). Dabei konnte, neben einer dosisabhingigen Aufnahme an CuO NP,
auch die Internalisierung von TiO, NP festgestellt werden.

Nach ALI-Exposition gegeniiber CuO NP wurde erstmalig eine gesteigerte Expression der Ge-
ne HMOX1 und HSPA 1A, die beide zelluldre Stressmarker darstellen, ermittelt. Hierbei konnte in

beiden Genen unterhalb einer Dosis von 4,9 jig/cm? CuO NP eine leicht gesteigerte, aber nicht
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relevante Expression beobachtet werden. Unter dem Einfluss von 4,9 zig/cm? CuO NP sowie ho-
herer Partikeldosen konnte jedoch eine dosisabhingig gesteigerte Genexpression dieser Stress-
marker, und somit die Induktion einer zelluldren Stressreaktion, festgestellt werden. Dies konnte
bereits in Studien unter submersen Bedingungen auf transkriptioneller Ebene beobachtet wer-
den (Cuillel et al. 2014, Strauch et al. 2017). Die Induktion der zelluldren Stressantwort spiegelt,
unter Berticksichtigung der konstant gesteigerten Expression MT-kodierender Gene, gleichzeitig
eine zunehmende Uberschreitung von Bindungskapazititen wider. Die Expression beider Stress-
marker wird u.a. durch redox-sensitive Transkriptionsfaktoren reguliert, wodurch die vermehrte
Expression dieser Gene auf eine Induktion von oxidativem Stress hindeutet (zusammengefasst
in Alam und Cook 2007, Gupta et al. 2010). Diese These zeigte sich auch in der Expression von
NFKB2, SOD1und SOD2, die alle Gene antioxidativ wirkender Proteine darstellen. Hierbei wur-
de einerseits eine konstant um ca. 2,6-fach (log,-facher Faktor 1,4) gesteigerte Genexpression ab
einer Dosis von 4,9 jig/cm? CuO NP im Falle von NFKB2 beobachtet. Andererseits wurde eine
dosisabhingige Zunahme der Transkriptmenge von SOD I und SOD 2 festgestellt, die ab einer Ex-
position gegeniiber 9,2 g/ cm? CuO NP eine Relevanz aufwies. Eine gesteigerte mRNA-Menge
dieser Gene nach Exposition gegeniiber CuO NP konnte bereits unter submersen Bedingungen in
mehreren Studien belegt werden (Hanagata et al. 2011, Piret et al. 2012, Strauch et al. 2017), jedoch
bisher nicht nach einer ALI-Exposition. Aufgrund der positiven Selbstregulation von NF-xB nach
dessen Aktivierung kann durch eine gesteigerte NFKB2-Expression von einer Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors ausgegangen werden (Lombardi et al. 1995). Zusitzlich zeigten die NF-xK
Zielgene SOD 1, SOD2, HMOX1 und IL8 erhohte mRNA-Mengen, wobei auch andere Transkrip-
tionsfaktoren wie AP-1 die Expression dieser Gene induzieren konnen (zusammengefasst in Alam
und Cook 2007, Lakshminarayanan et al. 1998, Miao und Clair 2009).

Um eine Erhohung an oxidativem Stress auch auf funktioneller Ebene nachzuweisen, wurde die
Induktion reaktiver Sauerstoffspezies durchflusszytometrisch bestimmt. Hierbei ergab sich eine
geringe dosisabhingige Zunahme an ROS nach Exposition gegentiber CuO NP ab einer Depo-
sition von 5,0 pug/cm?. Die sehr geringe 1,2-fache Zunahme an ROS im Vergleich zu einer ALI-
kultivierten Kontrolle unter dem Einfluss der hochsten CuO NP Dosis verweist auf die geringe
Sensitivitit dieses Testsystems im Vergleich zur Genexpressionsanalyse. Es konnte jedoch belegt
werden, dass bereits die ALI-Kultivierung selbst eine ROS-Induktion hervorruft, womit die ge-
ringe Sensitivitat zumindest teilweise durch einen erhohten Hintergrund erklart werden kann.
Nach Betrachtung der bereits beschriebenen Daten auf transkriptioneller Ebene sowie der Lite-
raturdatenlage unter submerser (Ahamed et al. 2010, Fahmy und Cormier 2009, Karlsson et al.
2008, Moschini et al. 2013, Strauch et al. 2017) und ALI-Exposition (Jing et al. 2015) ist trotz der
lediglich geringfiigigen ROS-Induktion durch CuO NP im funktionellen Testsystem eine dosisab-
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hiangige Zunahme von oxidativem Stress festgestellt worden. Bemerkenswert ist, dass unterhalb
der Deposition von 5 ig/cm? CuO NP keine oxidative Stressreaktion beobachtet wurde. Daraus
kann abgeleitet werden, dass geringe Mengen an Kupfer-lonen durch MT ausreichend gebunden
werden konnen. Wird die Bindungskapazitit jedoch iiberschritten, in der vorliegenden Arbeit ab
ca. 5 jug/cm?, liegen freie Kupfer-Ionen vor, die durch die Fenton-ihnlichen Reaktion zur Entste-
hung verschiedener ROS-Spezies beitragen konnen (Lee et al. 2014). Zusitzlich zu einer Schidi-
gung zelluldrer Makromolekiile durch ROS fiihrt ein Ungleichgewicht des zelluldren Redoxstatus
zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NF-xB und AP-1 (zu-
sammengefasst in Martindale und Holbrook 2002).

Neben einer Induktion von oxidativem Stress konnte eine erhohte Expression des Inflammati-
onsmarkers IL8 festgestellt werden. Dieser zeigte unter dem Einfluss von 4,9 pg/cm? eine Ver-
dopplung der Transkriptmenge, die sich mit steigender Dosis wieder reduzierte. Die Abnahme
der Genexpression unter Dosiserhohung kann mit einer einsetzenden zytotoxischen Wirkung er-
klart werden. Eine Beeinflussung von /L8 durch CuO NP konnte bereits auf transkriptioneller
sowie funktioneller Ebene in verschiedenen Zellsystemen und submersen Bedingungen dargelegt
werden (Dankers et al. 2018, Kooter et al. 2017, Piret et al. 2012, Strauch et al. 2017, Ude et al. 2017).
Auch nach ALI-Exposition zeigte sich eine inflammatorische Antwort in Form einer I1-8 Ausschiit-
tung durch CuO NP (Jing et al. 2015). Neben II-8 wurden auch weitere Inflammationsmarker, u.a.
11-6, nach Exposition gegeniiber CuO NP induziert (Dankers et al. 2018). Zusitzlich zur Expres-
sion von IL8 konnte erstmalig eine dosisabhingig abnehmende Genexpression von SEPP1 und
GPX2 nach einer ALI-Exposition gegeniiber CuO NP beobachtet werden. Zwar konnte bereits ei-
ne verminderte GPX2-Expression durch Fischer (2016) unter submersen Bedingungen festgestellt
werden, beziiglich einer beeinflussten SEPP I-Expression liegen jedoch keine Literaturergebnisse
vor. Es wurde allerdings beschrieben, dass eine Ausschiittung verschiedener inflammatorischer
Proteine, darunter I1-6, die Expression dieses Gens vermindert (Dreher et al. 1997, Martitz et al.
2015, Mostert et al. 2001). Somit konnte die abnehmende SEPP I-Expression eine Folge der inflam-
matorischen Antwort auf die Exposition gegeniiber CuO NP darstellen. Gleichzeitig konnte auch
eine Bindung von Kupfer-lonen durch Selenoprotein P, das durch SEPPI kodiert wird, gezeigt
werden (Du et al. 2014). Ein Verlust der Bioverfiigbarkeit von Selen durch die hohe Selenolaffi-
nitdt von Kupfer und damit eine zellulire Unterversorgung mit Selen wire somit denkbar. Unter
diesen Bedingungen konnte bereits durch eine selendefiziente Fiitterung von Hithnern eine ver-
minderte Expression von Selenoproteinen, u.a. SEPPI und GPX2 festgestellt werden, wobei eine
direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser Studien auf den Menschen nicht gegeben ist (Khoso
et al. 2015, Luan et al. 2016).
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6 Zusammenfassende Diskussion

Eine Beeinflussung zelluldrer Stressmarker oder von Genen antioxidativer Proteine durch TiO, NP
konnte nicht dargelegt werden. Auch auf funktioneller Ebene wurde keine ROS-Generierung
durch diese NP-Spezies ersichtlich. Ebenso war keine Induktion einer inflammatorischen Ant-
wort auf transpriktioneller Ebene zu erkennen. In der Literatur liegen jedoch diesbeziiglich un-
terschiedliche Ergebnisse vor. So konnte einerseits unter Verwendung dreier immunkompetenter
Zelllinien keine Beeinflussung der Genexpression festgestellt werden (Tuomela et al. 2013), wih-
rend andere Zelllinien eine zelluldre Stressantwort auf transkriptioneller Ebene aufwiesen (Aydin
et al. 2017, Okuda-Shimazaki et al. 2010, Park et al. 2008). Fiir die hier untersuchten A549-Zellen
liegen keine Studien in der Literatur vor. Auch auf funktioneller Ebene liegt eine widerspriichliche
Datenlage vor; so konnte in A549-Zellen lediglich eine leichte Induktion von oxidativem Stress
gezeigt werden (Park et al. 2007, Singh et al. 2007), wohingegen Beas-2B-Zellen stirkere Effekte
nach Exposition gegentiber TiO, NP aufwiesen (Bhattacharya et al. 2009, Park et al. 2008). Gleich-
zeitig wurde auch eine ausbleibende Induktion von oxidativem Stress festgestellt (Hanot-Roy et al.
2016), darunter auch unter ALI-Exposition (Loret et al. 2016). Eine genauere Betrachtung der Lite-
raturstudien zeigt jedoch, dass lediglich unter dem Einsatz hoher Dosierungen eine Induktion von
oxidativem Stress in A549-Zellen beobachtet wurde. Hinsichtlich einer inflammatorischen Ant-
wort konnte sowohl auf transkriptioneller (Okuda-Shimazaki et al. 2010, Park et al. 2008) als auch
auf funktioneller Ebene eine Beeinflussung durch TiO, NP festgestellt werden (Hsiao und Huang
2011, Singh et al. 2007). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass auf funktioneller Ebene erst nach
langerer Inkubationszeit (72 h) oder hoherer Dosierung (80 jg/cm?) eine I1-8 Ausschiittung be-
obachtet werden konnte. Gleichzeitig wurde unter submersen Bedingungen in THP-1 Zellen keine
inflammatorische Reaktion auf funktioneller Ebene gezeigt, dies gilt auch fiir eine ALI-Exposition
von A549-Zellen (Loret et al. 2016).

Neben der Induktion einer zelluliren Stressantwort auf erhohten oxidativen Stress ist auch ei-
ne genotoxische Wirkung von CuO NP unter submersen Bedingungen, sowohl auf transkrip-
tioneller (Hanagata et al. 2011, Strauch et al. 2017, Wang et al. 2012) als auch auf funktionel-
ler Ebene (Karlsson et al. 2008, Semisch et al. 2014, Wang et al. 2012) beschrieben worden. Dies
deckt sich mit den Erkenntnissen der vorliegen Arbeit, die diese Effekte erstmalig nach einer ALI-
Exposition darlegt. So konnte ab einer Deposition von 4,9 bzw. 9,2 1g/cm? eine dosisabhingig
vermehrte GADD45A- respektive DDIT3-Expression beobachtet werden. Beide Gene deuten auf
eine Schidigung der DNA hin und stellen somit genotoxische Genmarker dar (zusammengefasst
in Liebermann und Hoffman 2008, Zhang et al. 2009). Die erh6hte Genexpression genotoxischer
Marker deckt sich mit den CuO NP Dosierungen, die bereits eine zelluldre Stressantwort auf-
zeigten und stiitzen damit die These des Uberschreitens einer Bindungskapazitit. Zusitzlich zur

DNA-Schadensantwort auf transkriptioneller Ebene wurde auch eine glockenférmige Expressi-
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on von Genen beobachtet, die mit der DNA-Reparatur assoziiert werden (BRCA2, LIG1, POLD 1
und RADS5]). Hierbei zeigte sich ein Expressionsmaximum unter dem Einfluss von 4,9 ug/cm?
CuO NP, das mit steigender Partikeldeposition wieder abnahm. Wihrend die den Genen entspre-
chenden Proteine Brca2 und Rad51 spezfisch an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
beteiligt sind (zusammengefasst in Chapman et al. 2012, Hoeijmakers 2001), zeigen die Proteine
Ligl und Polymerase 0 eine Beteiligung an mehreren DNA-Reparaturwegen (zusammengefasst
in Nicolas et al. 2016, Paul et al. 2013, Tomkinson und Mackey 1998). Wie bereits beschrieben
wurden mit BRCA2 und RAD51 zwei Gene vermehrt exprimiert, deren kodierte Proteine spezi-
fische an der DNA-Doppelstrangbruchreparatur beteiligt sind. Anhand dieser Beobachtung wire
eine Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen durch CuO NP moglich. Wahrscheinlicher ist je-
doch eine generelle Induktion von DNA-Strangbriichen, die durch verschiedene Stimuli induziert
werden, u.a. durch ROS (Bauer et al. 2011; zusammengefasst in Dizdaroglu und Jaruga 2012). Eine
Induktion von DNA-Strangbriichen wurde auf funktioneller Ebene mit Hilfe der AU quantifiziert.
Hierbei konnte eine klare dosisabhidngig zunehmende Anzahl an DNA-Strangbriichen durch CuO
NP beobachtet werden. Eine Differenzierung zwischen Einzel- oder Doppelstrangbriichen konn-
te weder mit der verwendeten Methode noch mit den in der Literatur angewandten Methoden
getroffen werden (Karlsson et al. 2008, Semisch et al. 2014, Wang et al. 2012).

Eine Beeinflussung der DNA-Schadensantwort und -Reparatur durch TiO, NP konnte nicht be-
obachtet werden. Auch die Induktion von DNA-Strangbriichen auf funktioneller Ebene mittels
AU konnte nicht nachgewiesen werden. In der Literatur liegen zelllinienabhingige Ergebnisse
hinsichtlich einer Beeinflussung von Genen der DNA-Schadensantwort und -Reparatur vor. Wih-
rend Aydm et al. (2017) nach Inkubation mit 10 pug/mL einen Effekt von TiO, NP auf diese
Gengruppe in Form einer gesteigerten Expression feststellte, konnten Tuomela et al. (2013) und
Okuda-Shimazaki et al. (2010) keine Beeinflussung beobachten. Zusitzlich konnte auch eine ab-
nehmende Genexpression durch den Einfluss einer hohen TiO; NP-Dosierung auf A549-Zellen
unter submersen Bedingungen aufgezeigt werden (Biola-Clier et al. 2016). Hinsichtlich einer ge-
notoxischen Wirkung der verwendeten TiO, NP wurde zum einen unter Verwendung hoher Do-
sierungen (100 ug/mL) beschrieben (Jugan et al. 2012, Biola-Clier et al. 2016). Dem gegeniiber
konnte jedoch keine Induktion von v-H2AX Foci unter Verwendung vergleichbarer Dosierungen
beobachtet werden (Barillet et al. 2010, Hanot-Roy et al. 2016). Es liegt dementsprechend wieder
eine widerspriichliche Datenlage in der Literatur vor.

Eine starke Schidigung der DNA kann letztlich zum Zelltod fithren, wobei hierfiir hauptsach-
lich zwei Mechanismen unterschieden werden: Apoptose und Nekrose. Insgesamt zeigten sich
drei Gene apoptotischer Faktoren durch CuO NP nach ALI-Exposition beeinflusst. Zwei dieser
Gene, BCL2 und BCL2L 1, kodieren fiir antiapoptotische Gene und wurden mit steigender Dosis
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6 Zusammenfassende Diskussion

vermindert exprimiert. Das Gen PMAIP1 hingegen kodiert fiir das proapoptotische Protein Noxa
und zeigte eine dosisabhingig gesteigerte Expression. Da alle drei Gene im intrinsischen Signal-
weg der Apoptose eine Rolle spielen (zusammengefasst in Elmore 2007), kann die Einleitung dieses
Signalweges postuliert werden. Diese Beobachtung deckt sich mit Untersuchungen auf transkrip-
tioneller Ebene zum Wirkmechanismus von CuO NP in unterschiedlichen Zellsystemen und un-
ter submersen Bedingungen (Siddiqui et al. 2013, Strauch et al. 2017). Im Genset der verwendeten
HT RT-qPCR Methode finden sich jedoch lediglich Gene apoptotischer Faktoren, weshalb unter
Verwendung dieser Methode keine Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose getroffen
werden konnte. Um dies zu ermdglichen, und zusitzlich die Apoptose auf funktioneller Ebene zu
bestitigen, wurden die Zellen einer PI/AnnexinV-Firbung unterzogen und anschlieBend durch-
flusszytometrisch analysiert. Im Gegensatz zu den Beobachtungen auf transkriptioneller Ebene
konnte keine Zunahme apoptotischer Zellen durch die Exposition gegeniiber CuO NP beobachtet
werden. Stattdessen wurde ab einer Deposition von 4,7 1g/cm? eine dosisabhiingig zunehmende
Anzahl an spit-apoptotischen/nekrotischen Zellen und ab einer Dosis von 10,8 zg/cm? zudem
eine Zunahme nekrotischer Zellen festgestellt. Die Einleitung eines Zelltodes ab einer Dosis von
ca. 5 jug/cm? deckt sich mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen zur Induktion einer zelluliren
Stressantwort und DNA-schidigenden Wirkung. Insgesamt konnte aus dieser Analyse eher die In-
duktion eines nekrotischen als apoptotischen Zelltodes resiimiert werden. In der Literatur wurde
bereits mehrfach ein apoptotischen Wirkmechanismus von CuO NP auf funktioneller Ebene be-
schrieben (Karlsson et al. 2009, Semisch et al. 2014, Shafagh et al. 2015). Zusitzlich wurde jedoch
auch das Einsetzen beider Wirkmechanismen (Chusuei et al. 2013, Strauch et al. 2017) und die Ein-
leitung des Zelltodes durch Autophagie diskutiert (Moschini ef al. 2013, Sun et al. 2012). Insgesamt
wurde dieser Endpunkt erstmalig nach einer ALI-Exposition gegeniiber CuO NP untersucht, wo-
bei durch die verwendeten Methoden keine klare Aussage tiber das Einsetzen der Apoptose oder
Nekrose getroffen werden kann. Jedoch wurde bereits ein Eintritt in die Apoptose unter dem
Einfluss geringen Stresses und die Einleitung der Nekrose bei einem hohen zelluldren Stresslevel
postuliert (zusammengefasst in Martin und Sarkar 2017). Aufgrund des bereits beschriebenen ho-
hen ROS-Hintergrunds konnte nach Exposition gegeniiber CuO NP eine erhohte Stresssituation
in der Zelle vorliegen, und daher eher ein nekrotischer Zelltod eingeleitet werden.

Wihrend auf transkriptioneller Ebene keine Beeinflussung durch TiO, NP beobachtet werden
konnte, zeigte die PI/AnnexinV-Firbung eine geringfiigige, und unter Beriicksichtigung der SD
eine nicht relevante Zunahme an nekrotischen Zellen. In der Literatur liegen keine Studien zur
apoptotischen Wirkung dieser Partikelspezies auf transkriptioneller Ebene vor. Auf funktioneller
Ebene werden widerspriichliche Aussagen in der Literatur getroffen. So konnte die Einleitung ei-

nes apoptotischen Zelltodes sowohl durch geringe (Park et al. 2008) als auch hohe Dosierungen
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(Park et al. 2007) beobachtet werden, wobei dabei nicht die gleiche Partikelspezies wie in der vor-
liegenden Arbeit verwendet wurde. Hanot-Roy et al. (2016) hingegen zeigten unter Verwendung
der selben Partikelspezies keine apoptotische Wirkung unter der Verwendung von 200 pig/mL auf
und bestitigen damit die vorgestellten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.

Auch Gene von zellzyklsuregulierenden und proliferationsassoziierten Proteinen zeigten sich in
ihrer Expression durch CuO NP verdndert. Dabei konnte eine dosisabhingig gesteigerte Tran-
skriptmenge an CDKN 1A und eine dosisabhingig verminderte Expression von CDKN IB festge-
stellt werden. Zudem zeigte sich ein zur Expression der DNA-Reparaturproteine analoges glo-
ckenformiges Expressionsmuster fiir E2F 1. Zusitzlich wurde unter dem Einfluss einer Dosis von
4,9 jug/cm? eine konstante, ungefihr verdoppelte mRNA-Menge an JUN beobachtet. Eine erhohte
Transkription von CDKN 1A kann sowohl tiber p53-abhingige als auch -unabhingige Mechanis-
men erfolgen (zusammengefasst in Gartel und Tyner 1999). Da keine gesteigerte Transkription
des Gens MDM?2, das eine Aktivierung von p53 anzeigt, beobachtet werden konnte (Daten nicht
gezeigt), ist von einer p53-unabhingigen Transkription auszugehen. In Kombination mit der ver-
minderten Expression des Zellzyklusinhibitor-kodierenden Gens CDKN IB kann keine Aussage
hinsichtlich einer zellzyklussarretierenden Wirkung getroffen werden. Fiir eine proliferierende
Wirkung spricht hingegen die Expression des Proteins E2F, das durch E2F1 kodiert wird und
wihrend der Proliferation sowie in der DNA-Reparatur und -Replikation eine Rolle spielt (zu-
sammengefasst in Biswas und Johnson 2012, Wu et al. 2009). Eine funktionelle Betrachtung des
Zellzyklus konnte aufgrund der konfluenten ALI-Kultivierung nicht durchgefiihrt werden. Hier
wurde bereits in Negativkontrollen ein Arrest in der G{-Phase im Vergleich zu submers kultivier-
ten Zellen beobachtet. In der Literatur wurde bereits eine zellzyklusinhibierende Wirkung von
CuO NP unter submersen Bedingungen beschrieben (Hanagata et al. 2011, Strauch et al. 2017).
Des Weiteren zeigt die gesteigerte JUN-Expression aufgrund der positiviven Autoregulierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 eine Aktivierung eben jenes Proteins an (Angel et al. 1988). Dies deckt
sich auch mit der Expression der AP-1 Zielgene HMOX1 und IL8 sowie einer Interaktion mit
NF-«B (Fujioka et al. 2004) und einer Aktivierung durch oxidativen Stress (zusammengefasst in
Abate et al. 1990, Verma et al. 1995). Somit kann neben einer Aktivierung von NF-xB auch von ei-
ner Aktivierung des AP-1 Signalweges durch die von Kupfer-lonen induzierten ROS ausgegangen
werden. Dies konnte in der Literatur bereits unter submersen Bedingungen dargelegt werden (Cho
et al. 2012a, Strauch et al. 2017), wird aber in dieser Arbeit erstmalig nach einer ALI-Exposition
festgestellt.

Eine Veranderung der Expression zellzyklusassoziierter Gene durch TiO, NP wurde nicht beob-
achtet. Dies konnte auf transkriptioneller Ebene in Jurkat-Zellen, HMD-Makrophage und MDD-

Zellen zwar unter Verwendung geringer Dosierungen bestitigt werden (Tuomela et al. 2013), je-
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6 Zusammenfassende Diskussion

doch nicht funktioneller Ebene in Beas-2B-Zellen nach Inkubation mit 100 ug/mL (Prasad et al.
2013) und scheint abermals zelllinien- sowie dosisabhingig zu sein.

Auch in Genen, die mit dem Fremdstoffmetabolismus assoziiert sind, konnte ein Einfluss durch
CuO NP in Form einer dosisabhiangig verminderten Expression von ALDH IA I, EPHX1und NQO1
durch CuO NP festgestellt werden. Diese Beobachtungen kénnen aufgrund fehlender Studien je-
doch nicht durch Literaturdaten gestiitzt werden. Allerdings ist fiir all diese Gene ein negativer
Einfluss des Inflammationsmarkers TNF-« auf deren Expression bekannt (zusammengefasst in
Gharavi und El-Kadi 2005, Ito et al. 2014, Smerdova et al. 2013). Wie bereits erwihnt, wurde in
Studien eine inflammatorische Antwort auf CuO NP beschrieben, die mit der verminderten Ex-
pression von ALDH 1A 1, EPHX 1 und NQO1 in Verbindung gebracht werden konnten.

Letzlich zeigten TO, NP auch keinen Einfluss auf die Expression von Genen, die mit dem Fremd-
stoffmetabolismus assoziiert werden. Dies beziiglich liegen auch keine Studien vor.
Zusammengefasst konnte die intrazellulire Aufnahme von TiO, NP dargelegt werden, wobei die-
se Partikelspezies unter den hier verwendeten Dosierungen und Inkubationszeiten keine Beein-
flussung der untersuchten zelluldren Prozesse aufzeigte. Zudem konnte die Internalisierung und
Auflosung der CuO NP zu Kupfer-lonen auf transkriptioneller und funktioneller Ebene festge-
stellt werden. Diese Beobachtung folgt dem bereits vielfach publizierten Aufnahmeweges des tro-
jan horse type Mechanismus. Hierbei erfolgt die endozytotische Aufnahme von NP in Endosomen,
die sich schlief}lich zu Lysosomen prozessiert werden und aufgrund des dort vorherrschenden
sauren pH-Wertes zur Auflosung der CuO NP zu Kupfer-lonen fithren. Dadurch wird die zel-
lulire Kupferhomoostase umgangen, wodurch eine Uberladung der Zelle mit Kupfer-Ionen re-
sultiert. Zwar erfolgt eine Bindung dieser Ionen durch Metallothioneine, jedoch wird diese ab
einer bestimmten Exposition tiberschritten; im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dies bei
ca. 5 1g/cm? beobachtet werden. Ab einer Exposition gegeniiber dieser Dosis konnte zudem eine
zellulire Antwort festgestellt werden. Diese umfasste eine oxidative Stressreaktion auf mRINA-
Ebene, die mit Redoxaktivitit von Kupfer-lonen begriindet werden kann. Die Induktion von oxi-
dativem Stress wurde zudem durchflusszytometrisch erfasst. Dieses Ungleichgewicht des zellu-
laren Redoxstatus konnte durch die Aktivierung der redoxsensitiven Transkriptionsmarker AP-1
und NF-xB auf transkriptioneller Ebene bestitigt werden. NF-«B ist zudem fiir das Einleiten einer
inflammatorischen Antwort bekannt, die in Form einer gesteigerten /L 8-Expression festgestellt
wurde. Zusitzlich konnte auch die genotoxische Wirkung von CuO NP auf transkriptioneller und
funktioneller Ebene gezeigt werden. Hierbei wird eine Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen
durch einen erhohten Gehalt an ROS postuliert. Die induzierten DNA-Schiden konnen einerseits
durch DNA-Reparaturmechanismen repariert werden oder auch zur Induktion eines Zelltodes

fithren (zusammengefasst in Abb. 6.1). Die hier vorgestellte zellulire Prozessabfolge nach ALI-
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Abbildung 6.1: Grafische Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse zum Wirkmechanismus
von CuO NP nach ALI-Exposition. CuO NP umgehen die zellulire Kupferhomoo-
stase durch eine Aufnahme iiber endozytotische Prozesse in die Zelle. Dort werden sie
durch eine endolysosomale Weiterverarbeitung schliefflich im sauren Milieu des Lyso-
soms zu Kupfer-lonen aufgelst. Diese konnen einerseits Transkriptionsfaktoren aktivie-
ren oder zur Induktion reaktiver Sauerstoffspezies fithren. Das erhohte intrazellulire oxi-
dative Stresslevel resultiert in der Aktivierung redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren so-
wie in DNA-Schiden, die entweder repariert werden oder zum Zelltod fithren kénnen.

Exposition deckt sich zum grofiten Teil mit dem in der Literatur fiir submerse Expositionen be-
schriebenen Wirkmechanismus. Aufgrund dessen ergibt sich die Schlussfolgerung, dass eine ALI-
Exposition dieselbe zellulire Reaktion auf NP hervorruft wie eine submerse Behandlung. Jedoch
bietet eine ALI-Exposition den Vorteil einer direkten Aussage der deponierten Dosis und gibt
somit eine eindeutige Auskunft iiber Dosis-Wirkungsbeziehungen. Zudem wurde der Wirkme-
chanismus von CuO NP nach einer ALI-Exposition bisher nicht in dem Umfang der vorliegenden
Arbeit untersucht.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der Exposition verschiedener Zellkul-
tursysteme gegeniiber Verbrennungsaerosolen aus der thermischen Wiederverwertung von Na-
nokompositen. Dies stellte einen Teil des Drittmittelprojekts «ProCycle» dar, in dem Recycling-

produkte aus Nanokompositen toxikologisch beurteilt wurden. Fiir die hier vorgestellten Experi-
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mente wurden Modellkomposite mit PE als Kunststoffmatrix sowie TiO, NP, CuO NP und CNT
als Fiilllmaterialien in 10 %igen Massenanteilen von Seiten eines Projektpartners hergestellt und
anschliefend in Kooperation mit dem KIT-ITC verbrannt. Zusitzlich zu den Nanokompositen
wurden auch dessen Bestandteile einzeln thermisch aufgearbeitet, um eine Aussage {iber die Ur-
sache der moglichen toxischen Wirkung treffen zu konnen. Das Verbrennungsaerosol wurde zur
Abkiithlung 1:10 mit Reinluft verdiinnt und anschlieffend durch den Projektpartner des KIT-ITC
hinsichtlich der partikuldren Fraktion charakterisiert. Das Verbrennungsaerosol wurde schlief3-
lich in der Vitrocell® Automated Exposure Station auf die verwendeten Zellkultursysteme, A549-
Zellen sowie ein 3D-Lungzellmodell (MucilAir - Epithelix), geleitet. Hierbei konnten insgesamt
drei Expositionsmodule a drei Expositionskavititen bestiickt werden. In einem Modul wurden
Zellen stets Reinluft ausgesetzt, diese stellten die sog. Reinluftkontrollen (CAC) dar. Zusitzlich
wurden zwei Module mit je einer Exposition gegeniiber dem nativen Verbrennungsaerosol (-HS),
einer Exposition gegeniiber dem nativen Verbrennungsaerosol unter einer erhohten Deposition
der partikuldren Aerosolfraktion durch das Anlegen einer Hochspannung (+HS) und einer Expo-
sition gegeniiber einem gefilterten Verbrennungsaerosol und somit lediglich der gasférmigen Ae-
rosolfraktion beprobt. Im Rahmen dieses Projekt wurde von Seiten des KIT-IAB die Beeinflussung
der Genexpression sowie die Induktion von DNA-Strangbriichen in beiden Zellkultursystemen
untersucht.

Dabei konnte nur eine geringfiigige Beeinflussung durch Verbrennungsaerosole auf das Genex-
pressionsprofil von A549-Zellen festgestellt werden. Lediglich die Gene HMOX1, HSPA 1A und
GADD45A zeigten eine relevante Veranderung. Hierbei wurde keine Beeinflussung der Gene durch
die Verbrennungsaerosole der reinen Nanomaterialien festgestellt, wihrend die Verbrennungs-
aerosole PE-haltiger Materialien eine vermehrte Expression der drei Gene hervorriefen. In kei-
ner der Analysen konnte dabei ein relevanter Unterschied zwischen der Exposition gegeniiber
dem nativen Verbrennungsaerosol, einem Verbrennungsaerosol unter erhohter Partikeldepositi-
on oder der gasformigen Fraktion des Aerosols ausgemacht werden. Somit kann in diesem Fall
von einer toxischen Wirkung der verbrennungsgenerierten Gasphase, und nicht der partikuldren
Aerosolfraktion, ausgegangen werden. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass sehr niedrige Par-
tikeldepositionen errechnet wurden. Auch die Induktion von DNA-Strangbriichen zeigte lediglich
unter der Beeinflussung von Verbrennungsaerosolen PE-haltiger Materialien ein ausgepragtes Er-
gebnis. Im Unterschied zu den Genexpressionsanalysen konnte jedoch fiir die Verbrennung von
PE und des Nanokomposits aus PE + TiO, NP im Vergleich zur Exposition gegeniiber des nativen
Verbrennungsaerosols eine erhohte Anzahl an DNA-Strangbriichen unter dem Einfluss des Ver-
brennugnsaerosols mit erhohter Partikeldeposition beobachtet werden. Dies kann mit der Appli-

kation einer um Faktor zwei erhohten Dosis bei der Verbrennung dieser Materialien im Vergleich
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zu den anderen Nanokompositverbrennungen, und damit einem eventuellen Uberschreiten einer
nicht genotoxischen Dosis, begriindet werden. Abgesehen von diesen Ausnahmen wurde jedoch
wieder kein Unterschied zwischen den unterschiedlichen Expositionen ausgemacht, wodurch die
postulierte These einer toxischen Wirkung durch die Gasfraktion erhirtet wird. In der Literatur
konnten keine Studien gefunden werden, die einen dhnlichen Versuchsaufbau aufwiesen. Zwar
konnte bereits die zytotoxische Wirkung von Produkten der PE-Verbrennung belegt werden (Le-
stari et al. 2011), jedoch sind keine weiteren Studien mit einem direkt vergleichbaren Verbren-
nungsaerosol bekannt. Die Datenlage hinsichtlich anderer Verbrennungsaerosole, wie beispiels-
weise Zigarettenrauch, ist jedoch weitaus besser. So konnte bereits eine genotoxische Wirkung
sowie erhohte HMOX I-Expression nach Exposition gegentiber der Gasphase von genormten Zi-
garettenrauch beobachtet werden (Fukano et al. 2006, Okuwa et al. 2010). Eine direkte Vergleich-
barkeit der Verbrennungsaerosole ist jedoch aufgrund unterschiedlich zusammengesetzter Gas-
phase nicht gegeben.

Auf Basis der vorgestellten Ergebnisse und dem Ausbleiben einer ausgeprigten toxischen Wir-
kung durch ein bestimmtes Nanokomposit wurde fiir die Experimente unter Verwendung des 3D-
Lungenzellkulturmodells mit dem Nanokomposit PE + TiO, NP nur das wirtschaftlich relevante
Nanokomposit sowie dessen Bestandteile verbrannt. Zusitzlich entfiel die Exposition gegeniiber
dem nativen Verbrennungsaerosol, somit wurde nur gegeniiber dem Verbrennungsaerosol unter
erhohter Partikeldeposition und der reinen Gasfraktion des Aerosols exponiert. Im Vergleich zu
den vorangegangenen Experimenten konnte hinsichtlich der Exposition gegentiber dem PE und
PE + TiO, NP Verbrennungsaerosol eine vergleichbare Dosis appliziert werden. Die Dosis fiir die
Exposition gegentiber dem Aerosol aus der TiO, NP Verbrennung zeigte sich stark erhoht. Ins-
gesamt war eine noch schwichere Beeinflussung des Genexpressionsprofils des 3D-Modells im
Vergleich zu den A549-Zellen zu beobachten, lediglich das Gen IL8 wurde in seiner Expression
beeinflusst. Dabei wurde nur nach Exposition gegeniiber Verbrennungsaerosolen der PE-haltigen
Materialien eine relevante Expressionsinderung festgestellt. Zudem konnte analog zu den bisheri-
gen Ergebnissen keine Unterscheidung zwischen der Exposition gegeniiber dem gesamten Aerosol
und der Gasfraktion beobachtet werden, dies zeigte sich auch in der Untersuchung zur Induktion
von DNA-Strangbriichen. Die schwicher ausgepragte Reaktion des 3D-Lungenzellkulturmodells
im Vergleich zu A549-Zellen wurde bereits beschrieben (Kooter et al. 2016) und ist mit der in-
takten mukozilidren Clearance im 3D-Lungenzellkulturmodell zu erklaren (Kuper et al. 2015).
Wie bereits in der Diskussion zu den Ergebnissen in Bezug auf die Exposition von A549-Zellen
erwihnt, liegt keine Literatur mit einem direkt vergleichbaren Verbrennungsaerosol vor. Jedoch
wurde bereits eine I1-8-Sekretion und eine Beeinflussung des Genexpressionsprofils nach Expo-

sition gegeniiber Zigarettenrauch beschrieben (Banerjee et al. 2017, Haswell et al. 2017, Ishikawa
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6 Zusammenfassende Diskussion

et al. 2018). Zusitzlich wurde auch ein Effekt auf die Genexpression des Zellkulturmodells nach
Exposition gegeniiber Autoabgasen beobachtet (Bisig et al. 2018). Die direkte Vergleichbarkeit die-
ser Studien zum hier exponierten Verbrennungsaerosol ist jedoch fraglich.

Um die Ursache der toxischen Wirkung der Gasfraktion des Aeorsols niher zu untersuchen, wur-
de durch einen Projektpartner eine VOC-Analyse in Auftrag gegeben. Dabei konnte vor allem eine
hoher Anteil an schwerfliichtigen Kohlenwasserstoffen (> C14) ausgemacht werden. Eine qualitati-
ve Analyse des Verbrennungsgases ergab vier mogliche Verbindungen, die mind. 1 % der gesamt-
analysierten Peakflichen ausmachten. Dabei konnten jedoch nur zwei Verbindungen eindeutig
identifiziert werden (2,5 -Diphenyl-4-benzochinon, Benzaldehyd), wihrend fiir zwei Verbindun-
gen je zwei mogliche Substanzen in Frage kommen. Eine Analyse mit Hilfe der Datenbank «Tox-
net» ergab eine Vielzahl an toxischen Wirkungen aller sechs moglichen Substanzen, wobei fiir zwei
Verbindungen noch keine toxikologischen Daten in der Literatur vorliegen. Nur fiir eine Substanz
(Benzaldehyd) ist eine genotoxische Wirkung belegt. Da keine Substanz ausgemacht wurde, die die
beschriebenen Effekte eindeutig hervorrufen konnte, kann keine klare Aussage tiber die exakte
Ursache der toxischen Wirkung getroffen werden. Einen weiteren Wirkmechanismus konnte die
Bindung von PAKs an verbrennungsinduzierten Partikel, wie es bei Partikeln der Holzverbren-
nung bereits festgestellt wurde, darstellen (Gauggel-Lewandowski et al. 2013). Dies wiirde auch
die Beobachtung einer gesteigerten Anzahl an DNA-Strangbriichen bei erhohter Partikeldosis er-
kldren. Hierzu sind weitere Untersuchungen erforderlich.

Zusammenfassend wurde in der vorgelegten Arbeit gezeigt, dass ALI-Expositionssysteme ein wert-
volles Werkzeug darstellen, um den toxischen Einfluss von NM-haltigen Aerosolen zu untersu-
chen. Dies schlieft sowohl Aerosole reiner NM als auch aus Verbundmaterialien freigesetzte NM
ein. So konnte durch die Verwendung eines handlichen ALI-Expositionssystems, der Vitrocell®
Cloud, in Kombination mit einer innovativen Methode zur Erstellung von Genexpressionsanaly-
sen der Wirkmechanismus von CuO und TiO; NP dosisabhingig dargelegt werden. Aufbauend
auf diesen Ergebnissen wurde der Einfluss verschiedener Verbrennungsaerosole aus der thermi-
schen Verwertung von Nanokompositen mit Hilfe eines zukunftsweisenden ALI-Expositionssys-
tems, der Vitrocell® Automated Exposure Station, untersucht. Dieses System stellt dabei ein tech-
nisch anspruchsvolleres ALI-Expositionssystem dar, das neben der Untersuchung einer partiku-
laren Fraktion auch die Untersuchung einer Gasphase sowie eines kompletten Aerosols ermog-
licht. Im Zuge dieser Untersuchungen wurde die gasformige Fraktion der Verbrennungsaerosole
PE-haltiger Materialien als Ursache fiir die beobachteten Verdnderung des Genexpressionsprofils
sowie der entstandenen DNA-Schiden ausgemacht. Anhand eines zuvor mit der Vitrocell Cloud
ermittelten NOAEL konnten zudem die ausbleibenden adversen Effekte der partikuldren Aero-

solfraktion auf eine geringe und damit nicht toxische Dosis, zuriickgefiithrt werden.
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8 Chemikalien und Instrumente

Tabelle 8.1: Auflistung der verwendeten Chemikalien sowie deren Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent
2x Assay Loading Reagent

2x TagMan® PreAmp Master Mix
AAS-Kupferstandard (1 g/L)
AAS-Magnesium-Matrixmodifier
AAS-Palladium-Matrixmodifier

Annexin V-FITC

CasyTon®

CellROX Green

Cu(Il)-oxid Nanopartikel
di-Kaliumhydrogenphosphat, > 99 %, p.A.
Dimethylsulfoxid (DMSO), > 99,9 %
di-Natriumhydrogenphosphat, > 99%, p.A.
DMEM (Dulbecco?s Modified Eagle?s Medium)
DNA Away

DNA Suspension Buffer

Ethanol 80 %ig und 96 %ig

Exonuklease I (20 U/?L) New England
Exonuklease Reaktionspuffer New England
Fetales Kélberserum 10 %ig (FKS)
Giemsa®Stammlosung

HEPES, > 99,5 %, p.A.

Hoechst 33258

Hydroxylapatit, high resolution

[FC Control Line Fluid

Kaliumchlorid, > 99,5 %, p.A.

Fluidigm (San Francisco)
Fluidigm (San Francisco)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Perkin Elmer (Rodgau)
Perkin Elmer (Rodgau)
BioLegend (San Diego)
Roche (Mannheim)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
TEKnova (Kristiansand)
Roth (Karlsruhe)

BioLabs (Frankfurt)
BioLabs (Frankfurt)
Invitrogen (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Calbiochem (Laufelfingen)
Fluidigm (San Francisco)
Roth (Karlsruhe)

Fortsetzung auf der niachsten Seite
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8 Chemikalien und Instrumente

Tabelle 8.1 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Chemikalie Hersteller
Kaliumdihydrogenphosphat, > 99,5 %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Nanokomposite Fraunhofer ICT (Pfinztal)
Natriumchlorid, > 99,5 %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Natriumdihydrogenphosphat, > 99 %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Natriumhydroxid, > %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Natronlauge 1 N Roth (Karlsruhe)

PCR Certified Water

Penicillin-Streptomycin-Losung (P.: 5000 U/ml, S.: 5 mg/1)

Primer Fluidigm

Propidiumiodid (1 g/L)

Protease-Inhibitor

RPMI-Medium

RPMI-Medium + 25 mM HEPES
Salpetersdure Supra Qualitit (69 %)
Salzsdure 0,1 N

Salzsdure 4 N

SDS 10 %

SsoFast™ EvaGreen® Supermix mit Low ROX
TE-Puffer

Titan(IV)-dioxid Nanopartikel, Aeroxide P25
Tris, > 99,5 %

Triton X-100 10% Lsg.

Trypsin, 0,25 % Trypsin in EDTA
Wasserstoffperoxid Suprapur® (30%)

TEKnova (Kristiansand)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Fluidigm (San Francisco)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roche (Basel)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
BioRad (Miinchen)
TEKnova (Kristiansand)
Evonik (Essen)

Roth (Karlsruhe)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Merck Millipore (Darmstadt)
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8.2 Losungen und Puffer

8.2 Losungen und Puffer

Tabelle 8.2: Auflistung der verwendeten Puffer oder Losungen sowie deren Zusammensetzung.

Puffer/Losung Zusammensetzung
0,1 M NaCl
0,0045 M KCl
PBS (pH 7,4)
0,007 M NayHPO4
0,003 M KH,PO4

PBS-EDTA (pH 7,4)

0,5mM EDTA in PBS

Trypsin-Losung

0,25 % Trypsin in PBS-EDTA

RIPA-Puffer

10 mM Tris (pH 7,6)

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1 % TritonX-100

1% DOC

0,1 % SDS

1 mM PMSF (in Isopropanol)

1x Protease Inhibitor Cocktail

Alkalische Losung

2,6252 g NaCl

1 mL NaOH, 1 M (A549-Zellen)

0,75 mL NaOH, 1 M (3D-Zellkultursystem)
1 mL Na,HPOy4, 0,5 M

aufgefiillt auf 50 mL bidest. H,O

Hydroxylapatit-Losung

pro Séule: 0,05 g Apatit und 0,5 mL 0,01 M NaP

0,15 M KP-Puffer

15,3 mL KH,;PO4, 0,5 M
14,7 mL K,HPO4, 0,5 M
aufgefiillt auf 100 mL bidest. H,O

0,35 M KP-Puffer

37,5 mL KH,PO4, 0,5 M
34,3 mL K,HPOy, 0,5 M

0,5 M KP-Puffer

51 mL KH,POy4, 0, 5M
49 mL KoHPO4
aufgefiillt auf 100 mL bidest. H,O

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Tabelle 8.2 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Puffer/Losung Zusammensetzung

1,96 mL NayHPOy, 0,5 M
0,1 M NaP-Puffer 2,04 mL NaH;POy4, 0,5 M
aufgefiillt auf 200 mL bidest. H,O

8.3 Verwendete Kits

Tabelle 8.3: Auflistung der verwendeten Kits.

Verwendete Kits Hersteller
qScriptTM cDNA Synthesis Kit QuantaBio (Beverly)
NucleoSpin® RNA Plus Kit Macherey-Nagel (Diiren)

ToxinSensor™ Gel Clot Endotoxin Assay Kit  GenScript (Piscataway)

8.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8.4: Auflistung der benétigen Verbrauchsmaterialien sowie deren Hersteller.

Verbrauchsmaterialien Hersteller
1,2 mL Sample Cups Perkin Elmer (Waltham)
12-well Platten Greiner Bio-One (Frickenhausen)
2,5 mL Sample Cups Perkin Elmer (Waltham)
48-well Platten Greiner Bio-One (Frickenhausen)
5 mL round bottom tube Corning (Amsterdam)
6-well Platten Corning (Amsterdam)
Balzers™ AT Quarzkristalle Colnatec (Gilbert)
Casy-Cups Roche (Mannheim)
Corning Costar Transwell Zellkultureinsatze Corning (Amsterdam)
Dynamic Array IFC Fluidigm (San Francisco)

Fortsetzung auf der niachsten Seite
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8.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8.4 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Einmalspritzen (5 mL)
Eppendorf-Reaktionsgefifle, 1,5 mL und 2 mL
Glasfilterfritte 0,7 cm

Handschuhe (Latex)

Handschuhe (Nitril)

Kryorshrchen mit Gewinde, 1,8 ml

Parafilm

Pipettenspitzen 10 L

Pipettenspitzen 10 uL

Pipettenspitzen 100-1000 pL

Pipettenspitzen 1-200 uL

Pipettenspitzen 5 mL
Plastik-Zentrifugenréhrchen, 15 mL und 50 mL
Sterilindikatorband Autoklav
Sterilindikatorband Heif3luftsterillisator
TEM-Gitternetz (Formvar-Film auf Kupfernetz, 200 mesh)
ThinCert™ Transwell Zellkultureinsétze
Wigeschiftchen

Zellkulturflasche, 150 cm?

Zellkulturflasche, 25 cm?

Zellkulturflasche, 75 cm?

Zellkulturschalen (15 cm, 10 cm, 6 cm)

Terumo (Eschborn)
Sarstedt (Niimbrecht, D)
Whatman (Maidstone)
VWR International (Darmstadt)
Ansell (Richmond)
Sarstedt (Niimbrecht)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Mettler-Toledo (Giefien)
Sarstedt (Niimbrecht)
Brandt (Wertheim)
Ratiolab (Deieck)
Eppendorf (Hamburg)
Sarstedt (Niimbrecht)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Plano (Wetzlar)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (Niimbrecht)
Sarstedt (Niimbrecht)
Sarstedt (Niimbrecht)
Sarstedt (Niimbrecht)
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8.5 Instrumente und Software

Tabelle 8.5: Auflistung der verwendeten Instrumente bzw. Software sowie deren Hersteller.

Instrument/Software Hersteller
AeronebLab Nebulizer System Aerogen (Galway)
Atomabsorptionsspektrometer PinAAcle 900 T Perkin Elmer (Waltham)
Autoklav D-150 Systec (Linden)

Biomark
Brutschrank Heracell 150i

Casy® TTC Cell Couter & Analyser System

Centrifuge 5417R

Centrifuge 58 10R

Colony Counter BZG-30

Cryo 1°C Cooler
Durchflusszytometer LSR Fortessa
Eismaschine

Eppendorf Pipette 1000-5000 ?1
Eppendorf Pipette 100-1000 21
Eppendorf Pipette 10-100 21
Eppendorf Pipette 2,5-10 ?1
Eppendorf Pipette 20-200 ?1
Feinwaage BP 61 S

Galaxy Mini Centrifuge
Glaspipetten 5, 10, 20 ml
Heifluftsterilisator

Heizschiittler Thermomixer C

IFC Controller HX
Laborspiilmaschine Professional G7883
Megafuge 1.0

MicroCentrifuge

Mikroskop Axiovert 40C
Multipipette Pipete Lite XLS® 0,5-10 21
NanoQuant Platte

Nebulizer Unit (4,0 - 6,0 VMD)
PCR Workstation Pro

pH-Meter 3210

Fluidigm (San Francisco)

Thermo Scientific (Langenselbold)

Roche (Mannheim)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

WTW (Weilheim)

VWR International (Darmstadt)
Becton-Dickinson (Heidelberg)
Ziegra (Isernhagen)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Sartorius (Gottingen)

VWR International (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Memmert (Biichenbach)
Eppendorf (Hamburg)
Fluidigm (San Francisco)

Miele (Giiterloh)

Heraeus (Hanau)

Roth (Karlsruhe)

Carl Zeiss AG (Feldbach)
Mettler Toledo (Gief3en)

Tecan Group (Crailsheim)
Aerogen (Galway)

Peqlab (Erlangen)

WTW (Weilheim)

Fortsetzung auf der nichsten Seite



8.5 Instrumente und Software

Tabelle 8.5 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Instrument/Software

Hersteller

Pipetus®

Reinstwasseranlage Milli-Q

Rotator

Software »BD FACSDiva«

Software »Fluidigm Real Time PCR Analysis«
Software »GenEx«

Software »Image J«
Sonifizierungsapparatur Sonifier W-250 D
Sterilwerkbank HERAsafeKS

T100 Thermal Cycler

Tecan Infinite M200 PRO

Tischzentrifuge Eppireaktionsgefifie
Ultraschallbad Sonorex Super RK 255 H
Vitrocell Automated Exposure Station
Vitrocell Cloud 12/12

Vortex-Genie 2T

Waage VWR 1502

Wasserbad

Wasserbad

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
Merck Millipore (Darmstadt)
Labinco B.V. (Bredastadt)
Becton-Dickinson (Heidelberg)
Fluidigm (San Francisco)

MultiD Analyses (Goteborg)

Open Source

Branson Ultrasonics (Danbury)
Thermo Scientific (Langenselbold)
BioRad (Miinchen)

Tecan Group (Crailsheim)

VWR International (Darmstadt)
Bandelin (Berlin)
Vitrocell (Waldkirch)

Vitrocell (Waldkirch)

Scientific Industries (New York)
Sartorius (Gottingen)

Memert (Schwabach)

Julubo (Seelbach)
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9 Anhang

9.1 Zelllinien Authentifizierung

D-48161 Miinster, 25.06.2015
im Derdel 8

IFG Telefon: (0 25 34) 53 86 910
g ImStitut far Forensische Genatic Telefax: (0 25 34) 53 86 914
E-Mail:  info@ifg.ms
Internet:  http://www.ifg.ms

Prof. On. et Bamda Brrkmonn

XX\

Institu or Forensische Genetik, Im Derdel 8, 48161 Manster

Herrn

Dipl.-Biol. Garcia-Kdufer

iuk Uniklinikum Freiburg

AG NANO- und Umwelttoxikologie
Breisacher StraBe 115 b

79106 Freiburg

Unser Zeichen: 2-0081-15
Bezug: Ihr Auftrag vom 03.06.2015

GemaR Auftrag vom 03.06.2015 (Eingang der Proben hier: 09.06.201 5) wird ein

zur Zell-Linie

erstattet.

1.UN IEN UND L

Das Probenmaterial wurde fiir eine PCR-basierte Amplifizierung (Quantifiler human,
PowerPlex ESX-17) und il nach fahren
der it L 24.06.2015)

sischo Genelik GmbH
Gosatachatr: ol Dr. Bomd B
nste, HRB 12192 USLIGNe

Tabelle 1: Eingegangenes Probenmaterial

__ Bezeichnung rf _Beschreibung Asservat ‘EGP@ELNL1
_A549Zellen |  Zel-Pellet 20150318 |

Il. BEWERTUNG DER BEFUNDE

In der Probe ,A549 Zellen" (s. Tab. 1) wurde ein DNA-Profil mit mannlichem
Amelogenin-Befund nachgewiesen, das mit dem fur die Zellinie A549 (ATCC
CCL-185™) hinterlegten DNA-Profil und eigenen Untersuchungsergebnissen

Ubereinstimmt.

Die Haufigkeit der DNA ination betragt unter
Verwendung eines von Prof. Dr. Baur, ehem. Direktor des Instituts fiir medizinische
Biometrie, Informatik und jie der Uni itat  Bonn,

, in den 15 Systemen etwa 3,6 x 1022,
d.h. eine Person unter mehr als 3 Trilliarden nicht-verwandten Personen aus der
europaischen Bevélkerung weist statistisch diese DNA-Merkmalskombination auf.

Demnach handelt es sich bei der untersuchten Probe zweifelsfrei um die Zell-Linie
A549.

1ll. BEMERKUNG

Die Reste der DNA-Extrakte werden -sofern kein anderweitiger Auftrag erteilt wird-
hier bis zur Vernichtung tiefgekiihit aufbewahrt.

g

Dr. rer. nat. C. Hohoff Prof. Dr. med. B. Brinkmar}n\
Stellv. Institutsdirektor Institutsdirektor

20081.15; Sota 2 von 2

Abbildung 9.1: Kopie des Berichts eines molekulargenetischen Gutachtens zur Zelllinien Authen-
tifizierung durchgefiihrt vom Institut fiir Forensische Genetik und in Auftrag ge-
geben durch den Projektpartner des Universititsklinikums Freiburg.

Die von Seiten des Universititsklinikums Freiburg in Auftrag gegebene Zelllinien Authentifizie-

rung bestitigte, dass es sich bei den erhaltenen Zellen um die Zelllinie A549 handelt.
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9 Anhang

9.2 Liste der untersuchten Gene

In Tabelle 9.1 ist das Genset der verwendeten HT RT-qPCR-Methode dargestellt. Die Primer-

Sequenzen konnen in Fischer (2016) eingesehen werden.

Tabelle 9.1: Auflistung aller in der HT RT-qPCR enthaltenen Gene.

Oxidative Apoptotische DNA-Schadens-

Metall- Stress- Faktoren und antwort und Fremdstoft-
Referenzgene . .
homoéostase  antwort Zellzyklus- Reparatur metabolismus
regulatoren
ACTB FTH1 CAT APAF1 APEX1 ABCB1
B2M MTI1X G6PD AXIN2 ATM ABCCl1
GAPDH MT2A GCLC BAX ATR ADHI1B
GUSB SLC30A1 GPX1 BBC3 BRCAL1 ALDHI1A1
HPRT1 TFRC GPX2 BCL2 BRCA2 CYP1A1
GSR BCL2L1 DDB1 EPHX1
HMOX1 BTRC DDB2 GSTP1
HSPA1A CCND1 DDIT3 NAT1
IL8 CDKNI1A ERCC1 NQO1
KEAP1 CDKN1B ERCC2 SULT1A1
MAP3K5 CDKN2B ERCC4 UGTI1A
NFE2L2 E2F1 ERCC5
NFKB1 EGFR GADDA45A
NFKB2 JUN LIG1
NFKBIA MDM2 LIG3
PRDX1 MYC MGMT
SEPP1 PLK3 MLH1
SOD1 PMAIP1 MSH2
SOD2 PPM1D 0OGG1
TXN SIRT2 PARP1
TXNRD1 TNFRSF10B PCNA
TP53 POLB
VEGFA POLD1
XIAP RAD50
RAD51
RRM2B
XPA
XPC
XRCC5
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9.3 Erginzende Daten zur Bestimmung des zelluldren Kupfergehalts

9.3 Erginzende Daten zur Bestimmung des zelluliren

Kupfergehalts

Die Ermittlung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze nach DIN 32645 wurde fiir
die hier verwendete Methode innerhalb der Arbeitsgruppe bereits von Fischer (2016) durchge-
fiihrt. Hierbei zeigte sich eine Nachweisgrenze von 0,14 ug/mlL, eine Erfassungsgrenze von 0,29
pg/L und eine Bestimmungsgrenze von 0,43 ug/L fiir die Quantifizierung von Kupfer mittels
GF-AAS.

Zusitzlich zu den Proben wurden stets ein Leeraufschluss und Wiederfindungen mitgefiihrt. Die
fir die Wiederfindungen ergaben sich Werte von 95 % fiir interne Wiederfindungen (Aufschluss
aus Zellen + Kupferstandard) bzw. 105 % fiir externe Wiederfindungen (Aufschluss eines Kupfer-

standards).
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9.4 Erginzende Daten zur Quantifizierung von

DNA-Strangbriichen

0,6 1
S 04
S 0
S~
=
N
£
1
0,2 1
.// Steigung 0,05342 = 7,29262E-4
0,0 1 R-Quadrat (COD) 0,99926
T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Rontgenstrahlung [Gy]

Abbildung 9.2: Darstellung der Kalibriergerade zur Berechnung der Anzahl an DNA-
Strangbriichen in A549-Zellen. Die Zellen wurde mit Rontgenstrahlen entsprechender
Dosis bestrahlt und direkt danach der AU unterzogen.

Die bisherige Berechnung der Anzahl an DNA-Strangbriichen basiert auf der von Hartwig et al.
(1996) durchgefiihrten Untersuchungen zum Einfluss von Rontgenstrahlung auf Hela- bzw. V79-
Zellen. Im Zuge der fortschreitenden Technik und einer priziseren Erfassung der Strahlendosis
erschien es im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Frau Bettina Homberg sinn-
voll, die durchgefithrten Experimente mit der hier verwendeten Zelllinie zu iiberpriifen.

Hierbei wurden die Zellen mit der gegebenen Dosis auf Eis bestrahlt und direkt im Anschluss
der AU unterzeigen. Es zeigte sich nach einer linearen Regression eine Gerade der Geradenglei-
chungy = 0,05342x + 5,8 - 104, Die ermittelte Steigung von 0,05342 zeigte sich im Vergleich
zur Studie von Hartwig et al. (1996), 0,06, leicht verandert. Es fand daher eine dementsprechende

Abinderung der Berechnung zur Anzahl an DNA-Strangbriichen statt.
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9.5 Detaillierte Darstellung zur Beeinflussung der Genexpression

9.5 Detaillierte Darstellung zur Beeinflussung der

Genexpression

Nanopartikel Deposition [pg/cm?]
TiO, NP CuO NP

Kontrolle
0,7+0,2
7,5+2,6
258+8,1 —
0,4+0,1
0.8+0,2
22+0,8
49+04
92+12
171+1,0 -

ot Fremdstoff-

EPHXI—] metabolismus
ALDHIAI—
ABCC1—
XRCC5—
XPC—
XPA—
RRM2B—

und -Reparatur

DNA-Schadensantwort

VEGFA—]

P53

TNFRSF10B—]
SIRT2—]

Apoptotische
Faktoren
und
Zellzyklus-
regulatoren

Genexpression (log,-fache Anderung)

Oxidative
Stressantwort

C-
SLC30A1—] Metall-
MTIX— homdostase

Abbildung 9.3: Schematische Darstellung zur Beeinflussung der Genexpression von A549-Zellen
durch TiO; und CuO NP als Heatmap. Die Daten entsprechen denen auf Abb. 5.6, es
wurden jedoch noch die Gennamen erginzt.
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Abbildung 9.4: Schematische Darstellung der Beeinflussung des Genexpressionsprofils von A549-
Zellen durch verschiedene Verbrennungsaerosole als Heatmap. Die Daten entspre-
chen denen auf Abb. 5.21, es wurden jedoch noch die Gennamen erginzt.
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9.5 Detaillierte Darstellung zur Beeinflussung der Genexpression
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Abbildung 9.5: Schematische Darstellung der Beeinflussung des Genexpressionsprofils von 3D-
Lungelzellkulturen durch verschiedene Verbrennungsaerosole als Heatmap. Die
Daten entsprechen denen auf Abb. 5.21, es wurden jedoch noch die Gennamen erginzt.
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9.6 Erginzende Daten zur Bestimmung geloster

Partikelfraktionen

Size Distribution by Number

ant)

Nuber (Per

10 100 1000 10000

10 100 1000 10000
Size (d.am)

C Size Distribution by Number

100 1000 10000
Size (d.am)

Abbildung 9.6: Darstellung des hydrodynamischen Partikeldurchmessers zur Uberpriifung einer
Abzentrifugation der Partikelfraktion im Zuge der Aufarbeitung fiir die GF-AAS-
Analyse. Die Partikelsuspension (TiO; NP) wurde dabei unter den gleichen Bedingungen
der GF-AAS Aufarbeitung zentrifugiert (16.000 g, 1 h, 4 °C). Dargestellt sind die Messwerte
aus zwei unabhingigen Versuchen.
A: Blank, B: Partikelsuspension nativ, C: Partikelsuspension zentrifugiert.

Um das Abzentrifugieren der Partikelfraktion im Zuge der Aufarbeitung zur Analyse mittel GF-
AAS zu tiberpriifen, wurden DLS Messungen eines Blanks (A) sowie einer nativen (unbehandelten)
Partikelsuspension (TiO; NP) (B) und einer aufgearbeiteten (16.000 g, 1 h, 4°C; C) Partikelsuspensi-
on (TiO, NP) durchgefiihrt. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass die Partikelgrofenverteilung der
zentrifugierten Partikelsuspension mit dem Blank {ibereinstimmt. Es kann daher davon ausgegan-
gen werden, dass durch die Aufarbeitung zur GF-AAS-Analyse unlosliche Partikel abzentrifugiert

werden und daher nicht quantifiziert werden konnen.
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9.7 Vergleich der Zellzyklusverteilung zwischen submers und ALI kultivierten Zellen

9.7 Vergleich der Zellzyklusverteilung zwischen submers

und ALI kultivierten Zellen
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Abbildung 9.7: Darstellung der Zellzyklusverteilung submers und ALI kultivierter Zellen. Die im
ALI kultivierten Zellen wurde unter konfluenten Bedingungen untersucht. Dargestellt ist
der Mittelwert aus zwei unabhingigen Versuchen + Range/2.

Die Untersuchungen zum Einfluss auf den Zellzyklus wurden im Rahmen der Masterarbeit von
Frau Lisa Weis durchgefiihrt. Der Vergleich zweier unbehandelter Kontrollen unter den jewei-
ligen Kultivierungsbedingungen zeigte bereits eine Beeinflussung der Zellzyklusverteilung (Abb.
9.7). Bei einer Kultivierung durch ein ALI wurde im Vergleich zu submers wachsenden Zellen eine
erhohte G1-Phase ermittelt, die wahrscheinlich im Zusammenhang mit den konfluenten Bedin-
gungen, und damit keiner Moglichkeit zur Proliferation, bei dieser Kultivierungsmethode steht.
Aufgrund dessen war keine Untersuchung zur Beeinflussung der Zellzyklusverteilung durch die

verwendeten NP moglich, ohne falsch positive Ergebnisse ausschliefen zu konnen.
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9.8 Partikeldurchmesser der Verbrennungsaerosole
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Abbildung 9.8: Reprisentative Darstellung des aerodynamischen Durchmessers gegeniiber der
Anzahlkonzentration der Aerosole nach der Verbrennung des jeweiligen Substra-
tes (A-G). Die Daten wurden von Seiten des KIT-ITC erhoben.

A: TiO, NP, B: CuO NP, C: CNT, D: PE, E: PE + TiO; NP, F: PE + CuO NP, G: PE + CNT.

Es zeigte sich probenunabhingig ein vergleichbarer aerodynamischer Durchmesser der partiku-

laren Fraktionen der Verbrennungsaerosole, wodurch eine variierende zellulire Aufnahme auf-

grund der Grofenabhingigkeit dieses Prozess ausgeschlossen werden konnte.
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99 Einfluss der Hochspannung und des Stabilisators auf das Genexpressionsprofil

9.9 Einfluss der Hochspannung und des Stabilisators auf das

Genexpressionsprofil
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Abbildung 9.9: Schematische Darstellung der Beeinflussung des Genexpressionsprofils von A549-
Zellen durch das Anlegen einer Hochspannung und durch das Verbrennen des Sta-
bilsators der CNT-Suspension (Gummi Arabicum). Eine rote Firbung stellt eine In-
duktion der Genexpression dar, eine blaue Farbung steht fiir eine reduzierte Genexpres-
sion. Dargestellt sind, sofern nicht anderweitig gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei
unabhingigen Versuchen & Standardabweichung. n.q.: nicht quantifiziert.

Wihrend die Reinluftkontrolle (CAC) mit Hochspannung (2. Spalte) keine Auswirkung auf das
Genexpressionsprofil der A549-Zellen zeigte, konnte eine leicht verminderte Genexpression un-
ter dem Einfluss der Verbrennungsprodukte des Stabilisators (Gummi Arabicum) beobachtet wer-

den.
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Abbildung 9.10: Schematische Darstellung der Beeinflussung des Genexpressionsprofils von

MucilAir-Zellgewebe durch das Anlegen einer Hochspannung. Es wurde auf eine
Reinluftkontrolle mit angelegter Hochspannung normiert. Eine rote Firbung stellt eine
Induktion der Genexpression dar, eine blaue Farbung steht fiir eine reduzierte Genex-
pression. Dargestellt sind, sofern nicht anderweitig gekennzeichnet, die Mittelwerte aus
drei unabhingigen Versuchen =+ Standardabweichung. CAC: Reinluftkontrolle.

Das Anlegen einer Hochspannung zeigte keine relevante Veranderung des Genexpressionsprofils

nach Exposition gegeniiber Reinluft.
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9.10 LDH-Freisetzung der Reinluftkontrollen
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Abbildung 9.11: LDH-Freisetzung durch synthetische Luft bzw. das Verbrennen des Stabilisators
der CNT-Suspension (Gummi Arabicum) in Relation zu einer mitgefiihrten Po-
sitivkontrolle (100 %). A549-Zellen wurden fiir vier Stunden in der Vitrocell® Atoma-
ted Exposure Station gegeniiber einem Verbrennungsaerosol exponiert und fiir weitere
20 Stunden nachinkubiert. Fiir jede Exposition wurden CACs und Expositionen gegen-
iiber dem nativen Aeorosol (-HS, -Filter), einer erhohten Partikeldeposition (+HS, - Filter)
sowie der reinen Gasfraktion des Aerosols (-HS, + Filter) untersucht. Dargestellt sind, so-
fern nicht anderweitig gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei unabh. Versuchen + SD.

Die Exposition gegeniiber Reinluft zeigte eine geringfiigige Freisetzung von LDH. Auch durch

die Verbrennung des Suspensionsstabilisators Gummi Arabicum fiihrte zu einer geringen LDH-

Freisetzung.
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9.11 Induktion von Strangbriichen durch das Anlegen einer

Hochspannung und den Stabilisator
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-: ohne Hochspannung; +: mit Hochspannung; F: Filter; CAC: Reinluftkontrolle

Abbildung 9.12: Induktion von DNA-Strangbriichen durch das Anlegen einer Hochspannung oder
das Verbrennen des Stabilisators der CNT-Suspension (Gummi Arabicum). Die
Zellen wurden fiir vier Stunden in der Vitrocell Automated Exposure Station gegeniiber
einem Verbrennungsaerosol oder Reinluft (CAC) exponiert und fiir weitere 20 Stunden
nachinkubiert. Dargestellt sind, sofern nicht anderweitig gekennzeichnet, die Mittelwerte
aus drei unabhingigen Versuchen & SD.

Wihrend das Anlegen der Hochspannung keine DNA-Strangbriiche induzierte, konnte dies un-
ter dem Einfluss nach Verbrennen des Stabilisators der CNT-Suspension (Gummi Arabicum) fest

gestellt werden.
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Abbildung 9.13: Induktion von DNA-Strangbriichen durch das Abschalten einer Hochspannung,
es wurde auf die Reinluftkontrolle mit Hochspannung normiert. Die Zellen wur-
den fiir vier Stunden in der Vitrocell Automated Exposure Station gegeniiber Reinluft
(CAC) exponiert und fiir weitere 20 Stunden nachinkubiert. Dargestellt sind, sofern nicht
anderweitig gekennzeichnet, die Mittelwerte aus drei unabhiangigen Versuchen + SD.

Es ist zu erkennen, dass das Abschalten der Hochspannung zu einer vernachléssigbaren und bio-

ligisch nicht relevanten Induktion an DNA-Strangbriichen fiihrt.
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9.12 Donorinformationen 3D-Lungenzellkultur

Tabelle 9.2: Tabellarische Zusammenfassung der Donorinformationen zum erworbenen
MucilAir-Produkt. TEER: Transepithelialer elektrischer Widerstand.

Donorinformation Zellinformation Qualitiatskontrolle
Alter 46 Zelltyp hAEC/Bronchial Sterilitit ja
Geschlecht weiblich Aussaat 04.12.2017 Mycoplasmen nein
Abstammung kaukasisch ~ Tag des ALI 11.12.2017 TEER [Q2*cm?] 376 + 23
Raucher nein Zilienschlag [Hz] 7,24+0,3
Pathologie keine bekannt Mucus vorhanden
Batchnummer MD1466901 HIV-1/HIV-2 negativ
Hepatitis B negativ
Hepatitis C negativ
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9.13 Qualitative VOV-Analyse

Tabelle 9.3: Tabellarische Zusammenfassung der qualitativ erfassten Substanzen aus der VOC-

Analyse des nativen Verbrennungsgases. Aufgelistet sind nur identifizierte Substan-
zen. %Area: prozentualer Anteil der Peakfliche an der Summe aller automatisch integrier-
ten Peakflichen im Chromatogramm; Qual: Grad der Ubereinstimmung mit der verwendeten
Spektrenbibliothek.

Area (%) Name Qual
0,15 Ethanol 91
0,42 2-Propenal 76

Diazoethan 47

0,44 2-Propanol 50
Methoxyaceton 40

0,05 1,3-Cyclopentadien 87
Isopropenylacetylen 74

0,05 2-Propen-1-ol 52
3-Buten-1,2-diol 40

0,04 Cyclopenten 80
1-Methyl-2-methylenecyclopropan 64

0,27 Nitromethan 83
1-Amino-2-Propanol 35

0,08 1,5-Hexadien 91
2-Cyclopropylidenpropan 72

0,81 1-Hexen 95
Cyclopentanon 32

0,19 2-Butanon 64
S-(+)-1,3-Butandiol 45

0,04 4-Methyl-1,3,2-dioxathian-2-oxid 53
Tetrahydrofuran 49

0,05 3-Methylfuran 91
2-Methylfuran 91

0,21 Essigsdaure 91
0,09 Tetrahydrofuran 90
0,08 trans-2-Butenal 94
Methacrolein 90

0,59 Benzol 95
0,11 Tetrahydro-2-methylfuran 83

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Tabelle 9.3 - Fortsetzung der vorherigen Seite

%Area (%) Name Qual
2-Methylpentan 59
0,08 Cyclohexen 83
0,06 1-Penten-3-on 72
0,19 1-Hepten 95
1-Hexen 47
0,05 n-Heptan 86
3-Methylhexan 36
0,09 Dimethylsilandiol 52
0,09 2,4,4-Trimethyl-1-penten 93
(Z)-5,5-Dimethyl-2-hexen 64
0,07 Methylmethacrylat 68
2-Hydroxypropylmethacrylat 53
Methylcrotonat 52
0,06 n-Hexadecan 89
Heneicosan 46
Docosan 41
0,09 6-Aza-5,7,12,14-tetrathiapentacen 78
Ethyl-(2E)-3-[2-(Diethoxyphosphoryl)-4-(dimethylamino)phenyl]-2-propenoat 74
0,76 1-Dodecen 62
1-Tridecanol 58
0,14 Ethyl-2-isopropylphenyloxalsiureester 70
(4-Methoxyphenyl)methylcapronsiureester 38
0,19 Nonylphenol 64
4-tert-Octylphenol 50
0,16 Nonylphenol 91
0,28 2,3-Dichloroquinoxalin 58
2,4-Dichloro-1,5-naphthyridin 46
0,40 4-Methoxy-?-methylbenzenpropanol 64
4-(1,1-Dimethylpropyl)phenylacetat 59
Adenin 53
0,07 2-Methyl-4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenol 53
1-(1,1-Dimethylethyl)-4-methoxybenzen 53
0,05 Estragol 50
3-Methoxy-1H-indazol 27
4-Phenacylquinazolin 50
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Tabelle 9.3 - Fortsetzung der vorherigen Seite

%Area (%) Name Qual
2-0x0-4,6-diphenyl-1,2-dihydropyrimidin 45
0,12 [1,1:3’,17-Terphenyl]-2’-ol 99
[1,1:3’,17-Terphenyl]-4’-ol 96
6,6-Diphynylbicyclo[3.1.0]Jhex-3-en-2-on 87
0,06 1,2,3,3a,3b,4,5,6,7,72,9,10,11,12-Tetradecahydrobenzo[b]fluoranthen 60
1,2,3,3a,4,5,7,8,9,10,11,12,12a-Tetradecahydrobenzo[b]pyren 53
62,73 2,5-Diphenyl-1,4-benzoquinon 94
18,68 1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-9-phenylanthracen 72
1,2,3,6,7,8,9,10,11,12-Decahydrobenzole]pyren 72
0,92 2,5-dDiphenylfuran 64
2,6-Diphenyl-4Hpyran-4-on 55
1,67 1-Tridecanol 91
1-Dodecen 91
0,06 2-Methyltridecan 53
4-Methyltridecan 49
0,06 n-Pentadecan 91
Heneicosan 91
0,19 Tetracosan 83
Docosan 74
0,08 Diethylphtalat 87
0,09 3,3-Dimethylbutanamid 64
Methylether-2-hexanol 59
0,06 4-Methyloctan 76
5-Methyldodecan 43
0,05 p-Xylol 95
m-Xylol 94
0,06 1-Hepten-3-on 87
1-Octen-3-on 53
0,07 1-Nonen 92
1-Decen 58
0,30 Cyclohexanon 95
2-Methylcyclopentanon 70
0,08 n-Nonan 72
n-Octan 50

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Tabelle 9.3 - Fortsetzung der vorherigen Seite

%Area (%) Name Qual
0,18 4-Ethyloctan 64
2,2,5,5-Tetramethylhexan 53
1,28 Benzaldehyd 97
0,19 Phenol 91
0,50 Benzonitril 94
Tricyclo[3.1.0.0(2,4)]hex-3-en-3-carbonitril 91
0,26 Octamethylcyclotetrasiloxan 91
Bis-(Trimethylsilyl)ether-2’-6’-dihydroxyacetophenon 72
0,47 2-Ethyl-1-hexanol 78
0,06 Benzylalkohol 83
0,04 Phenylacetaldehyd 64
Styroloxid 25
0,35 Acetophenon 91
2-Chloracetophenon 64
0,04 1-(1,2-Dimethylpropyl)- 1-methyl-2-nonylcyclopropan 80
cis-1,1,3,4-Tetramethylcyclopentan 60
0,07 n-Undecan 96
Nonanal 72
0,15 Decamethylcyclopentasiloxan 78
0,05 1-Dodecen 95
Heneicosan 55
0,06 Decanal 91
0,06 Ethylenglykolmonophenylether 91
0,05 2-Chloro-4-(4-methoxyphenyl)-6-(4-nitrophenyl)pyrimidin 50
tert-Butyldimethylsilylstearinsdureester 47
0,08 n-Undecan 87
Triacontan 56
0,08 Isopropenylmethylketon 50
Isobutanal 43
0,14 Toluol 94
0,09 4-Methylpent-1-en-3-on 59
Diethylcyanamid 38
0,08 Methyl ?-arabinosid 74
Buttersdure 64
0,17 Cyclooctan 91
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Tabelle 9.3 - Fortsetzung der vorherigen Seite

%Area (%) Name Qual
1-Octen 90
0,04 Styrol 95
0,34 Nonylphenol 99
0,04 8-Methylheptadecan 74
4-Methyldodecan 74
0,10 2-Methyldecan 52
4-Methyl-1-undecen 46
0,11 Benzoylisothiocyanat 72
1-Phenyl-2-(4-pyridinyl)ethanon 72
0,06 Diphenylmethan 94
2-Methylbiphenyl 90
?-Phenyl-N-[2-(2,2,2-trifluoroethoxy)ethyl]-Benzenacetamid 80
0,25 Phenylacetylen 64
0,06 Benzophenon 60
0,08 Octan 90
Nonan 64
0,30 Hexamethylcyclotrisiloxan 91
Decamethyltetrasiloxan 64
0,14 2-Cyclopenten-1-on 93
3-Methyl-1H-pyrazol 49
Dehydromevalonolacton 45
0,09 2,4-Dimethyl-1-hepten 94
1,2,3-Trimethylcyclopentan 83
5-Methyl-1-hepten 72
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9.14 Tabellarische Zusammenfassung «Toxnet» Recherche

Tabelle 9.4: Tabellarische Zusammenfassung zur Toxizitit der qualitativ erfassten Substanzen.
Aufgelistet sind vier toxische Endpunkte in drei Bewertungsstufen. v': positiver Effekt be-
kannt; ?: keine Daten vorhanden; X: negativer Effekt bekannt.

Nummer Wirkung
Reizend Akut toxisch Genotoxisch Weitere
1 v v ? v
2 ? ? ? ?
3 ? ? ? ?
4 v v X v
5 v X X v
6 v v v v
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