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Deep in the human unconscious is a pervasive need for a logical universe that makes sense.
But the real universe is always one step beyond logic.
- Muad-dib
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KAPITEL 1

ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahrzehnten kam es zu einer zunehmenden industriellen Entwicklung und
Verwendung von Nano- und Mikropartikeln sowie faserformigen Materialien, die insbeson-
dere bei Inhalation zur Ausbildung besorgniserregender Lungenpathologien wie Inflamma-
tionen, Fibrosen und Lungenkrebs fithren konnen. Dieses Risiko in Hinblick auf die Exposi-
tion von Arbeitskriaften und Konsumenten erfordert eine umfassende Charakterisierung der
Materialien in Hinblick auf deren Materialeigenschaften und Toxikologie. Im Rahmen der to-
xikologischen Untersuchungen wird angestrebt, die Verwendung von in-vivo-Experimenten
moglichst zu reduzieren und alternative Methoden im in-vitro-Bereich zu entwickeln, die
eine moglichst realistische Nachstellung der physiologischen Antwort liefern. Aus diesem
Grund kommen vermehrt Zellkulturmodelle an der Luft-Fliissigkeitsgrenzschicht (engl.
air-liquid interface: ALI) zum Einsatz, bei denen Lungenepithelzellen auf einer porésen
Membran kultiviert werden, sodass sie apikal gegeniiber der Umgebungsluft und Aero-
solen ausgesetzt werden konnen. In einer Weiterentwicklung der ALI-Modelle kénnen
unterschiedliche Zellarten der Lunge zur Nachstellung der Kommunikation zwischen Lun-

genzellen integriert werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde ein Vergleich unterschiedlicher Zellkulturmodelle
mithilfe des bereits detailliert erforschten Quarzes Min-U-Sil5 durchgefiihrt. Hierzu wurde
die Alveolarepithelzelllinie A549 im Rahmen einer klassischen Kultivierung submers sowie
an einem ALI in der Vitrocell® Cloud gegeniiber Quarzpartikeln exponiert. Zusatzlich wur-
den Cokulturen aus A549-Zellen und Makrophagen-ahnlichen dTHP-1-Zellen aufgebaut,
die ebenfalls submers und am ALI mit Quarzpartikeln behandelt wurden. Fiir ein vertief-
tes Verstdandnis der zugrunde liegenden Mechanismen wurde zusatzlich eine submerse
dTHP-1-Monokultur mitgefiihrt. Die fiinf Modelle wurden hinsichtlich einer Zytotoxizitat,
Anderungen der Genexpression, Inflammation und Genotoxizitit nach Quarzexposition
untersucht. Es wurde festgestellt, dass die submersen Modelle empfindlicher gegeniiber
Quarzpartikeln reagierten als die ALI-Modelle, sowohl im Falle der A549-Mono- als auch
im Falle der A549/dTHP-1-Cokultur. Dies wurde durch eine verstarkte Zytotoxizitat und
eine hohere Inflammationsantwort auf Ebene der Genexpression und Zytokinfreisetzung
ersichtlich. Dieser Effekt konnte mutmaflich auf Unterschiede in der Partikelvorbereitung
sowie die Ausbildung von protektivem Surfactant durch A549-Zellen zuriickgefiihrt wer-
den. Die Integration von dTHP-1-Zellen als Teil der Cokultur fiihrte zu einer Verstarkung
der inflammatorischen Antwort und zu einer Zytokinfreisetzung, die hoher als die kom-
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binierten Effekte der jeweiligen Monokulturen war. Dies spricht fiir eine erfolgreiche
Kommunikation zwischen Epithelzellen und Makrophagen. Als zugrunde liegende toxiko-
logische Mechanismen wurden die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«kB und des
NLRP3-Inflammasoms postuliert, welche fiir die umfassende inflammatorische Antwort
zustandig sind und mutmalf3lich durch Endozytose der Partikel und nachfolgende Bildung
von ROS an der Partikeloberflache induziert wurden. Eine zeitaufgeloste Betrachtung hob
die Bedeutsamkeit hervor, eine Zeitabhangigkeit zelluldrer Antworten zu berticksichtigen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Carbonfasern (CF) als innovatives und in der
Industrie relevantes Material mithilfe von ALI-Modellen unter Verwendung der gleichen
toxikologischen Endpunkte untersucht. Hierbei wurden die CF nicht in ihrer nativen
Form untersucht, sondern zuvor einer mechanischen Behandlung bzw. einer thermisch-
mechanischen Behandlung unterzogen. Dies sollte mechanischen und thermischen Stress
replizieren, dem CF im Laufe ihres Lebenszyklus ausgesetzt sind. Fiir die Experimente
mit CF kamen Zellkulturmodelle auf Basis der Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B zum
Einsatz: es wurden BEAS-2B-Monokulturen, BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen und Triplekul-
turen durch Zusatz der Fibroblastenzelllinie CCD-33Lu verwendet. Die Exposition fand
in der Vitrocell® Automated Exposure Station statt. Der Fokus lag auf der zeitabhadngigen
Betrachtung der CF-Toxizitat, sodass Expositionen lediglich mit einer Dosis durchgefiihrt,
jedoch variierende Nachinkubationszeitraume von 0, 3 oder 23 h angeschlossen wurden.
Waéhrend mechanisch behandelte CF keine Zytotoxizitat auslosten, kam es bei Expositi-
on gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten CF zu einer signifikanten Reduktion
der Zellzahl bei gleich bleibender LDH-Freisetzung. Da im Verlauf der Experimente eine
starke Agglomeration der thermisch-mechanisch behandelten CF beobachtet worden war,
wurde vermutet, dass ein Teil der Zellen durch Adhérenz an die CF-Agglomerate verloren
ging, ohne dass Membranschéden entstanden und eine LDH-Freisetzung erfolge. Dieser
Effekt hatte zusatzliche Auswirkungen auf andere Endpunkte. Beispielsweise kam es in der
Cokultur zu einer Repression der fiir Makrophagen spezifischen Gene TNF-A und CCL22,
was fiir einen priméren Verlust der dTHP-1-Zellen durch eine potenzielle Bindung dieser
Zellen an Faseragglomerate spricht. Daneben wurden sowohl in der Mono- als auch in
der Cokultur diverse Gene der Inflammation und Apoptose verstarkt exprimiert, wiahrend
die Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF nur zu Anderungen in einzelnen
Genen dieser Cluster fiihrte. In vergleichbarer Weise wurde fiir die thermisch-mechanisch
behandelten CF eine hohere Zytokinfreisetzung detektiert. Die beobachteten Effekte wiesen
erneut auf die Bedeutung von NF-kB und des Inflammasoms hin, sowie auf eine Beteiligung
diverser Bestandteile der MAPK-Signalkaskade, die fiir eine Regulation des Zellzyklus,
der Apoptose und Proliferation der Zellen zusténdig ist. Eine Genotoxizitdt konnte nicht
eindeutig bestétigt werden, da nur eine schwache Induktion von DNA-Strangbriichen
durch mechanisch behandelte CF ermittelt werden konnte und lediglich einzelne Gene
des Clusters "DNA-Schadensantwort” induziert wurden. Die Triplekultur erwies sich durch
widerspriichliche Ergebnisse in den Genexpressionsanalysen und Schwierigkeiten bei der
Anwendung als instabil, zeigte jedoch durch eine auldergewohnlich hohe Zytokinfreiset-
zung und die Induktion einer sekundiren Genotoxizitat Potential fiir eine zukiinftige

Anwendung.
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Es kann zusammengefasst werden, dass es sich bei ALI-Zellkulturmodellen um ein
niitzliches Werkzeug fiir die Weiterentwicklung der Partikel- und Fasertoxikologie handelt.
Es handelt sich bei dem ersten Teil der Arbeit um einen systematischen Vergleich verschie-
dener in-vitro-Modelle in Hinblick auf Mechanismen der Quarztoxizitit. Die Expositionen
zeigten, dass toxikologische Effekte durch Verwendung submerser Kulturen potenziell
tiberschéatzt und durch die alleinige Verwendung von Monokulturen unterschétzt werden
konnen. Die Verwendung von Cokulturen mit Makrophagen-ahnlichen Zellen erwies sich
als besonders gut geeignet fiir eine Betrachtung inflammatorischer Prozesse. Der zweite
Teil dieser Arbeit stellt die erste umfassende toxikologische Charakterisierung von CF in
komplexeren in-vitro-Systemen dar. Aus den Ergebnissen wird die toxikologische Relevanz
von CF sowie die Abhangigkeit toxikologischer Antworten von der Behandlungsart und
Beschaffenheit der resultierenden Strukturen deutlich.
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ABSTRACT

The use of nano- and microparticles as well as fibrous materials has been extended by
industry in recent years. The inhalation of materials such as nanofibres or nanoparticles is
associated with a number of concerning lung pathologies such as inflammation, fibrosis
and lung cancer. In order to protect workers and the general population from a potential
risk due to an increased use of nanomaterials, a comprehensive characterization regarding
the physicochemical properties and toxicology of such materials needs to be conducted. In
the course of toxicological investigation there is a growing need to reduce animal testing
and to establish alternative in vitro methods, which are able to reproduce the physiological
responses in the lung as closely as possible. For this purpose, cellular models cultured at
an air-liquid interface (ALI) on a porous membrane with the option of exposure to air or
aerosols can be employed. These ALI models can be further improved by the incorporation
of different types of lung cells to mimic lung physiology and communication between the
cells more closely.

Within the first part of this thesis different cell culture models were compared with
respect to the toxicity of a well-known substance, the quartz Min-U-Sil5. To this end, the
alveolar epithelial cell line A549 was cultured and exposed to quartz particles via a classical
submerged approach as well as via Vitrocell® Cloud at an ALI. Additionally, cocultures
comprising A549 cells and macrophage-like dTHP-1 cells were established and exposed
to quartz particles under submerged and ALI conditions. For a deeper understanding of
the underlying mechanisms submerged dTHP-1 monocultures were exposed to quartz
particles as well. The five models were evaluated with regard to cytotoxicity, altered gene
expression patterns, inflammation and genotoxicity after exposure to the particles. One key
observation was the higher sensitivity of submerged cell culture models compared to ALI
models for A549 monocultures. This effect was evident due to a higher cytotoxicity and a
stronger inflammatory response at the levels of gene expression and cytokine release. These
results could be attributed to differences in particle preparation and the production of
surfactant by the ALI-cultured A549 cells, which can protect the cells from adverse effects.
The integration of dTHP-1 cells as part of the coculture models enhanced the inflammatory
response and cytokine release to a degree that was greater than the combined effects from
the respective monocultures. This implies communication between epithelial cells and
macrophages. Activation of the trancription factor NF-kB and NLRP3 inflammasome, which
are known to trigger a broad inflammatory response, were identified as possible underlying
mechanisms following particle uptake via endocytosis and formation of ROS at the particle
surface. Furthermore, the time dependency of cellular responses was demonstrated by
taking different incubation periods into account.
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Within the second part of this thesis the toxicological responses of ALI models were
investigated after exposure to carbon fibres (CF), an advanced material of great relevance
to various industries. Prior to toxicological testing, the CF were subjected to mechanical or
thermo-mechanical treatment, which simulates mechanical and thermal stress that CF are
exposed to throughout their life cycle. For experiments with CF, cell culture models were
based on the bronchial epithelial cell line BEAS-2B in the form of BEAS-2B monocultures,
BEAS-2B/dTHP-1 cocultures and triplecultures with the addition of the fibroblast cell
line CCD-33Lu. Exposures took place in the Vitrocell® Automated Exposure Station. The
focus was set on a time-dependent investigation of CF toxicity as the cells were exposed
to a single dose of CF dusts but underwent varying post-incubation periods of 0, 3 or
23 h. While mechanically treated CF did not induce a cytotoxic response, exposure to
thermo-mechanicaly treated CF resulted in a significant decrease in cell number without
a corresponding LDH release. Since thermo-mechanically treated CF exhibited strong
agglomaration in the course of the experiments, a share of the cells might presumably be
lost through adherence to the agglomerates without subsequent damage to the cellular
membranes and a corresponding LDH release. This effect of cell loss due to adhesion
to agglomerated material was also apparent in other toxicological responses. Thus, a
repression of macrophage-specific genes such as TNF-A and CCL22 was noted in the
coculture, suggesting a primary loss of dTHP-1 cells. Moreover, an induction of several
genes related to inflammation and apoptosis was observed after exposure to thermo-
mechanically treated CF, whereas treatment with mechanically treated CF resulted in the
induction of a few individual genes. Accordingly, exposure to thermo-mechanically treated
CF resulted in a higher cytokine release. The observed responses indicate the role of NF-xB
and inflammasome activation, as well as the involvement of several components of the
MAPK signalling pathways, which are responsible for cell cycle regulation, apoptosis and
proliferation of the cells. It is not clear whether CF elicit genotoxicity, as a mild induction of
DNA strand breaks was detected after exposure to mechanically treated CF, whereas only
single genes from the cluster "!DNA damage and repair” were induced. The tripleculture
proved to be unstable due to conflicting results in gene expression analysis and general
difficulties during handling. Nevertheless, an exceptionally high release of cytokines and
the induction of secondary genotoxicity emphasize the potential of tripleculture models for
future applications.

In summary, ALI cell culture models are valuable tools to drive particle and fibre toxicolo-
gy forward in the objective of reducing animal testing. The first part of this thesis represents
a systematical comparison between different in vitro models with regard to mechanisms
of quartz toxicity. The exposure to quartz particles demonstrated that toxicological effects
may potentially be overestimated by submerged exposure, but underestimated by the
application of single cell lines as monocultures. The use of cocultures with macrophage-like
cells proved to be particularly well-suited for the assessment of inflammatory processes.
The second part of this thesis represents the first comprehensive toxicological investigation
of CF in advanced in vitro models. The results reflect the high relevance of assessing CF
based dusts as well as the dependence of toxicological responses on pre-treatment and the
composition of the resulting fragments.
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EINLEITUNG

2.1 Inhalatorische Toxizitat von Partikel- und Faser-
stauben

Die menschliche Lunge ist kontinuierlich einer Vielzahl unterschiedlichster Substanzen
aus der Umwelt ausgesetzt, darunter Gase, Aerosole und partikel- sowie faserhaltige
Staube. Insbesondere kleinste Partikel und Fasern im Mikro- und Nanometerbereich sind
bekannt fiir ihr toxikologisches Potenzial und die Auslosung adverser Effekte nach Inhala-
tion. Die Herkunft einatembarer Partikel ist hierbei vielfaltig: neben natiirlichen Quellen
wie Sandstiirmen, Vulkanausbriichen und Waldbrénden stellen insbesondere anthropo-
gene Quellen wie Automobilabgase, Zigarettenrauch und Hausstaub potentiell ein hohes
toxikologisches Risiko dar. Zuséatzlich kommt es zu einem gezielten Einsatz partikel- und fa-
serhaltiger Materialien durch die Industrie, beispielsweise in Kosmetika oder medizinischen
Produkten. (Buzea et al., 2007)

Partikel mit einem Durchmesser von maximal 2,5 um konnen durch Inhalation auch die
Alveolen erreichen und mit den dort befindlichen Zellen interagieren. Ein geringer Anteil
dieser Partikel kann dariiber hinaus die Epithelschicht passieren und ist damit systemisch
verfiigbar (Krug & Wick, 2011). Diese Prozesse sind durch direkte Einwirkung auf die
Zellen und Architektur der Lunge mit einer Vielzahl verschiedener Pathologien assoziiert,
beispielsweise mit Asthma, Bronchitis und Lungenkrebs. Zusétzlich kann es zu systemischen
Auswirkungen in Form von kardiovaskuldren und neurologischen Erkrankungen kommen
(J. Lietal, 2010).

Fiir die Auspragung unterschiedlicher Partikel-induzierter adverser Effekte spielen
verschiedene Parameter eine Rolle, etwa die Form, Grofde, Loslichkeit und chemische
Zusammensetzung sowie der Agglomerationszustand der betrachteten Materialien (Buzea
et al., 2007). Eine Klassifikation kann anhand der Grof3e erfolgen: als Nanomaterialien (NM)
gelten Materialien, die in mindestens einer Dimension eine Grofse zwischen 1 und 100 nm
aufweisen. Globulédre Partikel in diesem Groldenbereich werden als Nanopartikel (NP)
bezeichnet (Singh et al., 2020). Als Fasern werden Materialien bezeichnet, die ein Verhéltnis
von Lange zu Durchmesser iiber 3:1 aufweisen. Laut World Health Organization (WHO)
sind allerdings insbesondere Fasern bedenklich, die zusétzlich die Bedingungen einer
minimale Lange von 5 um und eines maximalen Durchmessers von 3 um erfiillen. Diese

7
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Fasern werden aus diesem Grund als WHO-Fasern bezeichnet. Ein Beispiel fiir WHO-Fasern
stellen Asbestfasern dar (WHO et al., 1997). Es kann dariiber hinaus zwischen organischen,
anorganischen und Carbon-basierten Materialien unterschieden werden (Singh et al.,
2020).

2.1.1 Kiristalliner x-Quarz

Bei x-Quarz, im folgenden als Quarz bezeichnet, handelt es sich um eine kristalline
Form des Siliciumdioxids (SiO,) mit hoher Reinheit, welche in Hinblick auf natiirliches
Vorkommen und industrielle Nutzung die bedeutendste Form des Silica darstellt. Mit einem
Anteil von 12,6 % in der Erdkruste gehort Quarz zu den haufigsten gesteinsbildenden
Mineralien (Gotze, 2017). Eine erhohte Exposition gegeniiber Quarzstduben kommt vor
allem bei industriellen Prozessen zustande, beispielsweise bei dem Abbau von Silica-
haltigem Gestein und bei Verwendung von Sandstrahlern zum Schleifen, Reinigen und
Entfarben von Oberfldchen oder Textilien (Hoy & Chambers, 2020).

Die inhalatorische Toxizitdt von Quarz und Entwicklung assoziierter Pathologien ist
bereits seit vielen Jahren bekannt (King & Belt, 1938). Neben der Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und einer anhaltenden Inflammation durch Freisetzung diverser Zytokine
(Donaldson et al., 2001) besitzt Quarz ein hohes genotoxisches Potenzial (Borm et al.,
2018). Seit 1997 ist das Material durch die International Agency for Research on Cancer
(IARC) als humanes Karzinogen der Gruppe 1 klassifiziert (IARC, 1997). Durch Inhalation
von Silica-Stauben kann es dartiber hinaus zu einer Silikose kommen, einer potenziell
todlichen Form der Staublunge, die unter anderem zur Ausbildung einer Lungenfibrose
fiihren kann (Hoy & Chambers, 2020).

Die Toxizitédt von kristallinem Quarz wird allgemein auf die reaktiven Silanolgruppen auf
der Quarzoberflache zuriickgefiihrt, die zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bei-
tragen (Pavan et al., 2019). In einer in-vivo-Studie wurde die Oberflache von Quarzpartikeln
durch Polyvinylpyridin-N-oxid und Aluminiumlactat maskiert, was zu einer verringerten
Zytotoxizitdat und Inflammation in Mausen fiihrte (Albrecht et al., 2007). Die gebildeten
ROS und direkten Schidden der Lungenzellen fiihren zur Aktivierung redoxaktiver Transkrip-
tionsfaktoren, wie beispielsweise Nuclear factor-«kB (NF-kB) und Aktivatorprotein-1 (AP-1).
Diese induzieren die Transkription diverser Gene, die fiir inflammatorisch aktive Proteine
wie Zytokine und Chemokine kodieren, und dadurch eine umfassende sekretorische In-
flammationsantwort. Die anhaltende Entziindung der Lunge durch Quarzexposition kann
schlieRlich auch zur Ausbildung einer Fibrose fiihren (Castranova, 2004). Die Induktion
einer Apoptose durch verstarkte ROS-Produktion nach Quarz-Exposition wurde ebenfalls
bereits beschrieben (Fubini & Hubbard, 2003).

Da die Toxizitat von Quarzpartikeln bereits gut untersucht ist, werden sie in vielen
in-vitro-Studien, in denen andere Materialien in Hinblick auf ihre Inhalationstoxizitét
untersucht werden, als Positivkontrolle herangezogen, insbesondere zur Betrachtung in-
flammatorischer Verdnderungen. Borm und Kollegen fassten beispielsweise in einer Liste
141 Publikationen zusammen, in denen allein das genotoxische Potenzial von x-Quarz

untersucht wurde. In einem Grol3teil davon wurde der Quarz als Positivkontrolle zum



2.1. INHALATORISCHE TOXIZITAT VON PARTIKEL- UND FASERSTAUBEN

Vergleich mit anderen Substanzen eingesetzt. Die haufigste Verwendung als Positivkon-
trolle findet Dorentrup Quarz 12 (DQ12) (Borm et al., 2018). In der Literatur finden
sich jedoch auch andere Standardmaterialien, wie z.B. der in dieser Arbeit verwendete
Quarz Min-U-Sil5 (Fenoglio et al., 2006; Lin et al., 2006; Warheit et al., 2007) oder die
Referenzmaterialien SRM 1878a und 1878b des National Institute of Standards and Techno-
logy (NIST) (Lauvas et al., 2019; Roursgaard et al., 2011). Die verschiedenen Materialien
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Herkunft, Partikelgrof3e, Kristallinitat und Reinheit
und sind somit fiir unterschiedliche Anwendungen geeignet (Verma & Shaw, 2001).

2.1.2 Carbonfasern und andere biobestiandige Materialien

Carbonfasern

Carbonfasern stellen ein innovatives Material dar, welches zu 92-100 % aus Kohlenstoff
besteht und durch seine auBergewohnlichen Eigenschaften eine kontinuierlich wachsende
Verwendung in der Industrie findet. Carbonfasern (CF) und Carbonfaser-verstarkte Polymer-
Verbundwerkstoffe (Carbon fibre reinforced polymer: CFRP) weisen ein geringes Gewicht
bei hoher Belastbarkeit, Zugfestigkeit und Stabilitat auf. Dies hebt sie gegeniiber anderen
Materialien wie Aluminium oder Stahl hervor und liefert ein breites Anwendungsfeld.
Fiir die Herstellung von CFRP werden die Fasern in eine Matrix eingebettet, zumeist ein
Epoxidharz, um ein durchgehendes Werkstiick zu erhalten. Um die Bindung von CF und
Matrix zu verbessern, werden die nativen CF bei der Herstellung mit einem Uberzug
versehen, einer sogenannten Schlichte, die die Oberfldcheneigenschaften der CF verdndert
(Lengsfeld et al., 2020; Park, 2015). Es wird zumeist zwischen Polyacrylnitril- (PAN)
und Pech-basierten Fasern unterschieden. Die Wahl des Ausgangsstoffes hat einen hohen
Einfluss auf die physikalischen Eigenschaften der resultierenden Fasern und hergestellten
Verbundwerkstoffe sowie auf deren Bruchverhalten (Park, 2015). Aufgrund der zuvor
genannten Eigenschaften sind CF und CFRP in diversen Zweigen der Industrie gut geeignet,
in der eine Gewichtsreduktion bei gleichbleibender Stabilitdt des Materials von Interesse
ist, etwa in der Automobil-, Luft- und Raumfahrt und Windkraftindustrie. Dariiber hinaus
weisen manche Arten von CF auffallende elektrische Eigenschaften auf (Forintos & Czigany,
2019).

Native Carbonfasern besitzen einen Durchmesser von 5-10 um und fallen damit nicht
in die Kategorie der inhalierbaren Materialien. Es kann jedoch bei Ausiibung von mechani-
schem oder thermischem Stress auf die Fasern zu Briichen ldngs und quer zur Faserachse
und dadurch zur Freisetzung inhalierbarer, toxikologisch relevanter Fragmente kommen
(J. Wang et al., 2017). Neben der Freisetzung bei Verwendung von CFRP kommt es ins-
besondere bei Produktion, Entsorgung und Recycling zu einer verstarkten thermischen
und mechanischen Belastung durch Prozesse wie Pyrolyse und das Mahlen der Fasern
(Zhang et al., 2020). Mithilfe von Simulationen konnte die Deposition von CF verschie-
dener Abmessungen in Lungenmodellen berechnet werden. Eine Ablagerung von Fasern
im Tracheobronchialraum ist vor allem fiir Fasern mit einer maximalen Lange von 100 um

9



KAPITEL 2. EINLEITUNG

wahrscheinlich und erhoht sich durch Verringerung des Faserdurchmessers, etwa durch
Oxidation (Inthavong et al., 2013).

Die Toxizitat von CF oder CF-Fragmenten bei Inhalation ist bislang wenig untersucht.
Es liegen nur wenige Studien vor, von denen die meisten bereits vor mehreren Jahrzehnten
durchgefiihrt wurden. Nach Exposition von Ratten gegeniiber Pech-basierten CF mit einem
Durchmesser von 1-4 um und unbekannter Lénge konnte eine transiente inflammatorische
Antwort festgestellt werden. PAN-Fasern mit einem Durchmesser von 4,4 um und unbekann-
ter Lange zeigten keine relevanten Verdnderungen und gelangten aufgrund ihrer Grol3e
mutmalfilich nicht in die Lunge (Warheit et al., 1994). In einer anderen Studie wurden
Ratten gegeniiber PAN-Fasern mit einem Durchmesser von 7 um und einer Lange von 20-
60 um exponiert, was ebenfalls nicht zu einer Entwicklung pathologischer Verdnderungen
fiihrte. Ein Teil der Fasern wurde von Makrophagen durch Phagozytose aufgenommen
(Owen et al., 1986). Mechanisch in einer Hammermiihle behandelte PAN-Fasern 16sten
ebenso keine adversen Effekte nach Inhalation in Meerschweinchen aus. In den generierten
CF-Stauben wurde dariiber hinaus ein geringer Faseranteil von 1 % detektiert, der Rest des
generierten Staubs nahm die Form von Partikeln an (P. Holt & Horne, 1978). Eine neuere
Studie behandelte die toxikologischen Auswirkung nativer und thermisch behandelter CF
nach intratrachealer und intraperitonealer Instillation von Méusen: einzelne Gene, die fiir
Proteine der DNA-Reparatur kodieren, wurden induziert. Nach thermischer Behandlung der
Fasern wurden zusatzlich Gene der DNA-Remodellierung verstarkt exprimiert (Moriyama
et al., 2019).

Die begrenzte Studienlage in Bezug auf die Toxizitat von CF erschwert eine toxiko-
logische Einordnung des Materials. Aufgrund der chemischen Zusammensetzung und
der Ahnlichkeit zu anderen Carbon-basierten Materialien kann fiir die Fasern eine Bio-
bestandigkeit angenommen werden (Jiang et al., 2012). Allgemein sind lange biobesténdige
Fasern bekannt fiir ihre hohe toxikologische Relevanz im Kontext der Lungeninflamma-
tion, -fibrose und -kanzerogenese, wahrend kurze Fasern leichter durch die Clearance-
Mechanismen der Lunge entfernt werden kénnen (Krug & Wick, 2011). Je nach Behand-
lungsarten und daraus resultierenden Fragmentformen und -grof2en konnen CF demnach
durchaus eine inhalatorische Toxizitat aufweisen.

Im Folgenden wird auf andere faserférmige bzw. Carbon-basierte Materialien eingegan-
gen, die flir einen toxikologischen Vergleich mit CF genutzt werden kénnen.

Carbon Nanotubes

Bei Kohlenstoffnanoréhren (Carbon Nanotubes: CNTs) handelt es sich um réhrenférmige
Gebilde aus Kohlenstoff mit einem Durchmesser im Nanometerbereich und Langen von
100 nm bis 100 wm, wodurch sie als faserformige NM Kklassifiziert werden kénnen. CNTs
konnen einwandig vorliegen (Single-walled CNTs: SWCNTs) oder aus mehreren zylin-
derformig gestapelten Schichten bestehen (Multi-walled CNTs: MWCNTSs). Je nach Struktur
besitzen CNTs aullerordentliche mechanische, elektrische und thermische Eigenschaften
und konnen unter anderem in der Nanoelektronik und zur Verstarkung anderer Materialien

verwendet werden (Popov, 2004).
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Zur Toxizitat von CNTs wurde bereits eine Vielzahl von Studien durchgefiihrt. Es
besteht dabei eine starke Abhingigkeit der Toxizitdt von der Lange der CNTs, deren
Form (MWCNTs und SWCNTs), Funktionalisierungen der Oberflaiche und integrierten
Metallverunreinigungen aus dem Herstellungsprozess (Yuan et al., 2019). Allgemein gelten
CNTs als biobestandig. In einer Studie zum Vergleich der Biobestdndigkeit verschiedener
faserformiger Materialien in Mdusen wurden CNTs in einem geringeren Mal3e abgebaut als
Asbest- oder Glasfasern, was in einer erhohten Pathogenitét resultierte (Osmond-McLeod
et al., 2011). Gleichzeitig wurde bereits ein Abbau von CNTs durch Makrophagen und die
Entstehung von CNT-Bruchstiicken in deren Lysosomen demonstriert, was eine Verdnderung
der toxikologischen Eigenschaften zur Folge hatte (Yang & Zhang, 2019).

CNTs zeigen ein hohes inflammatorisches Potenzial. In einer Studie mit MWCNT-
exponierten Arbeitskraften konnte nach Exposition eine erhohte Konzentration der Zy-
tokine Interleukin-4, -6, -8, -10 und Tumornekrosefaktor-« in Sputum und Serum der
Testpersonen festgestellt werden (Fatkhutdinova et al., 2016). In einer dhnlichen Studie
wurden eine Beeinflussung der Genexpression in Lungen MWCNT-exponierter Arbeitskrifte
erfasst. Bei stark exponierten Personen wurden diverse Expressionsdnderungen in Genen
beobachtet, die an Inflammation und Apoptose beteiligt sind. Dariiber hinaus kam es bei
diesen Individuen auch zur Bildung von Granulomen und einer verstarkten Expression
von Markern fiir Bronchoalveolarkarzinome, Adenokarzinome und andere Lungentumore
(Shvedova et al., 2016). Diese Lungenschaden konnen, vergleichbar zu anderen Carbon-
basierten Nanomaterialien wie Fullerenen, Nanographit und Carbonnanohérnern, auf die
Bildung von ROS zuriickgefiihrt werden. Ein weiterer Mechanismus liegt in der lysosomalen
Dysfunktion nach Endo- oder Phagozytose der CNTs. Sowohl die Bildung von ROS als auch
die lysosomalen Schdden gehen mit einer Induktion von Apoptose, Nekrose und Pyroptose
einher (Yuan et al., 2019).

Asbest

Bei Asbest handelt es sich um ein Material, das aus kristallisierten Silikat-Fasern be-
steht (Luus, 2007). Obwohl die Inhalationstoxizitdt von Asbestfasern bereits seit vielen
Jahrzehnten bekannt ist (Cooke, 1924), wurden sie bis in die 1980er Jahre aufgrund
ihrer hervorragenden isolierenden und feuerbestdndigen Eigenschaften als Bausubstanz in
Gebiuden verwendet (Luus, 2007). Trotz des Verbots von fiinf der sechs existierenden As-
bestformen durch die Européische Union im Jahr 1991 bietet die inhalatorische Exposition
gegeniiber Asbest aufgrund langer Latenzzeiten eine anhaltende Gesundheitsproblematik
(Alpert et al., 2020). Eine Freisetzung inhalierbarer Fasern ist zusatzlich nach Reparatur-
arbeiten an Gebauden moglich, in denen Asbest bereits vor dem Verbot als Baumaterial
verwendet wurde (R. Lee & Van Orden, 2008).

Charakteristische Auswirkungen der Asbestexposition sind die Ausbildung von Meso-
theliomen, bosartigen und potenziell tédlichen Tumoren des Brustfells, Lungentumoren
und der Asbestose, einer Form der Lungenfibrose (Manning et al., 2002). Asbest zeigt in
seiner Struktur und der GroRe der Fasern eine hohe Heterogenitit: im Durchmesser kann
ein Grollenbereich von unter 0,25 bis {iber 3 um und Langen von unter 1,5 bis {iber 40 um
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abgedeckt werden. Die Exposition gegeniiber langen, diinnen Fasern Kkorreliert hierbei mit
einem hohen Risiko fiir Lungenkrebs (Loomis et al., 2010). Die starke kanzerogene Aktivitit
von Asbest ist in seiner hohen Genotoxizitat begriindet. Eine signifikante Induktion von
chromosomalen Abberationen und DNA-Schiden wurde in Asbest-exponierten Arbeits-
kréften festgestellt (Dusinska et al., 2004). Neben der direkten Interaktion mit der DNA und
Chromosomen, werden auch ROS-basierte Mechanismen postuliert, sowie eine Adsorption
anderer Schadstoffe an Asbestfasern in der Lunge und deren subsequente Akkumulation.
Die Bildung von ROS kann hierbei sowohl durch Makrophagen vonstatten gehen, die nicht
in der Lage sind, die Fasern komplett aufzunehmen und daraufhin in einem Prozess der
frustrierten Phagozytose vermehrt ROS und Zytokine freisetzen, als auch durch Verunreini-
gungen mit redoxaktivem Eisen (Toyokuni, 2009). Die akute Aspiration von Asbestfasern
durch Mause resultierte in einem erhohten Influx von Neutrophilen, Lymphozyten und
Eosinophilen sowie einer starken Freisetzung diverser inflammatorischer Zytokine nach
wenigen Tagen. Subchronisch wurde eine anhaltende Inflammation sowie die Bildung von
Granulomen und Fibrosen beobachtet (Yanamala et al., 2018).

Carbon Black

Bei Carbon Black-Partikeln (CB), auch als Industrierul$ bekannt, handelt es sich um ein
industriell hergestelltes Nanomaterial, das durch Pyrolyse bzw. unvollstindige Verbrennung
von Kohlenwasserstoffen entsteht. CB wird vor allem als Fiillstoff fiir Gummiprodukte und
als schwarzes Farbpigment verwendet. Die Partikel bestehen zu mehr als 97 % aus elemen-
tarem Kohlenstoff, besitzen eine Graphit-dhnliche Struktur und treten in Grof3enbereichen
zwischen 10 und mehreren 100 nm auf (M. Wang et al., 2000).

CB-Partikel sind als sogenannte schlecht 16sliche Partikel mit geringer Toxizitat klas-
sifiziert (Borm & Driscoll, 2019). Dennoch ist CB nach Bewertung durch die IARC als
womoglich karzinogen im Menschen (Kategorie 2B) eingestuft (IARC, 2010). Dieser Ein-
stufung liegt die unzureichende Studienlage zugrunde, da nur wenige epidemiologische
Untersuchungen zur Karzinogenitit von CB existieren und diese fiir eine geringe bis
nicht vorhandene Kanzerogenitit im Menschen sprechen. Gleichzeitig beschreiben diverse
Studien eine Kanzerogenitit im Tierversuch, insbesondere bei Ratten unter overload-
Bedingungen. Die Relevanz dieser Studien und eine Ubertragbarkeit auf den Menschen
wird jedoch kontrovers diskutiert. Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass die
Toxizitat von CB in-vivo vergleichbar mit der anderer biobestandiger Staube ist und damit
nicht von der Oberflichenchemie der Partikel abhangt (Valberg et al., 2006).

In einer in-vivo-Studie mit Ratten, Mdusen und Hamstern wurden nach CB-Exposition
dosis-, zeit- und speziesabhingige Antworten im Bereich der oxidativen Stressantwort und
Inflammation beobachtet. Ein Zusammenhang zwischen anhaltender Inflammation und
Tumorigenese wurde ebenfalls postuliert (Carter et al., 2006). In anderen Studien beruht die
Toxizitat von CB-Partikeln primér auf der Induktion von ROS und einer dadurch ausgelosten
inflammatorischen Antwort (Niranjan & Thakur, 2017). In diesem Zusammenhang wird in
Bezug auf die Kanzerogenese ein Mechanismus der sekundiren Genotoxizitdt angenommen
(Schins & Knaapen, 2007).
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2.1.3 Mechanismen der inhalatorischen Toxizitat

Die meisten partikuldren und faserformigen Materialien werden iiber einen Mechanismus
der Endozytose in Lungenzellen aufgenommen. Dariiber hinaus findet durch die in der
Lunge vorhandenen Zellen des Immunsystems, z.B. Makrophagen, vermehrt Phagozytose
statt, die die Aufnahme und Elimination grof3er Mengen an Partikeln ermoglicht (Kafsh-
gari et al., 2015). Hierbei ist auch die Form und Grol3e der aufgenommenen Materialien
ausschlaggebend. Beispielsweise erfolgt zumeist eine vollstindige Aufnahme von Asbest-
fasern in Mesothel- und Endothelzellen durch Endozytose, wihrend lange, diinne und
rigide CNTs die Membran auch direkt durchstechen konnen (Nagai & Toyokuni, 2012).
Speziell fiir lange biobestidndige Fasern ist dariiber hinaus ein Mechanismus der frustrierten
Phagozytose bekannt. Dieser ist dadurch charakterisiert, dass Makrophagen die zu langen
Fasern nicht komplett durch Phagozytose aufnehmen konnen, was zum Zelltod und einer
hohen Freisetzung inflammatorischer Mediatoren fiihrt. Solche Effekte wurden bereits fiir
Asbestfasern und MWCNTSs mit einer Lange von mehr als 20 um beschrieben (Boyles et al.,
2015).

Eine Erkennung von Partikeln und anderen Fremdstoffen in der Lunge kann dariiber
hinaus durch Toll-like-Rezeptoren (TLR) zustande kommen und resultiert zumeist ebenfalls
in einer Aktivierung verschiedener inflammatorischer Signalwege und der Freisetzung
von Zytokinen (Aghasafari et al., 2019). Fiir bestimmte Arten von Partikeln, z.B. Quarz
oder Titandioxid, ist zusitzlich eine Beteiligung sogenannter Scavenger-Rezeptoren (SR)
bekannt, welche insbesondere in Zellmembranen von Makrophagen lokalisiert sind und
extrazelluldre Bindestellen fiir Partikel besitzen. SR-vermittelte Signalwege konnen zu einer
Vielzahl intrazelluldrer Reaktionen fiihren, unter anderem zur Induktion der Apoptose iiber
die Aktivierung von Caspasen, zu einer verstiarkten inflammatorischen Antwort und zu
einer Steigerung der Endozytose (Thakur et al., 2008).

Biobestdndige Nanomaterialien induzieren nach ihrer Internalisierung insbesondere
inflammatorische Signalkaskaden. Wie zuvor beschrieben, kann dieser Prozess Rezeptor-
vermittelt beginnen. Eine hohe Bedeutung besitzt auch die Bildung von ROS. Diese ist durch
reaktive funktionelle Gruppen auf der Partikel- und Faseroberflache, z.B. Silanolgruppen
bei Quarzpartikeln, durch Einwirkung von redoxaktiven Heteroatomen wie Eisen aus Verun-
reinigungen oder durch Wechselwirkung mit zelluldren Bestandteilen wie Zellmembranen
oder Mitochondrien moglich (@vrevik et al., 2015).

Eine Schliisselrolle im Vorgang der Inflammation nimmt der Transkriptionsfaktor NF-kB
ein, der durch eine Reihe extra- und intrazellularer Stimuli induziert werden kann, ins-
besondere jedoch iiber oxidativen Stress (Tripathi & Aggarwal, 2006). Bei NF-«B handelt
es sich um ein Dimer, das bei entsprechender Aktivierung in den Zellkern transloziert
wird, an spezifische Bindestellen in den Promotorregionen unterschiedlicher Gene bin-
det und deren Transkription verstarkt. Dabei wird primar zwischen dem kanonischen
und dem nicht-kanonischen Weg unterschieden. Bei dem kanonischen Weg besteht das
NF-«kB-Dimer aus den beiden Monomeren p50 und RelA, welche im inaktiven Zustand an
den Inhibitor IkB gebunden sind. Bei Aktivierung durch ein Rezeptor-vermitteltes Signal
oder ROS wird IkB phosphoryliert und infolgedessen proteasomal abgebaut, wodurch das
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aktive Dimer in den Nukleus gelangen kann. Bei dem nicht-kanonischen Weg besteht das
inaktive Dimer aus den beiden Monomeren p100 und RelB. Durch Phosporylierung und
posttranslationale Prozessierung von p100 bildet sich das Monomer p52, welches als aktives
Dimer mit RelB ebenfalls in den Zellkern gelangt (Gilmore, 2006). Die Translokation von
NF-kB in den Zellkern resultiert in der verstarkten Transkription zahlreicher Gene, die
fiir Proteine der Inflammation und oxidativen Stressantwort kodieren. Darunter finden
sich diverse Interleukine (IL), wie beispielsweise IL-1¢ und IL-1f3, IL-6 und IL-8, welche
durch ihre Freisetzung die Kommunikation und Rekrutierung verschiedener Zellen des
Immunsystems ermoglichen (Tripathi & Aggarwal, 2006). Speziell bei IL-8 handelt es sich
um ein Chemokin, ein Zytokin, welches direkt die Chemotaxis von Leukozyten, Endothel-
und Epithelzellen beeinflusst (Raman et al., 2011). Die Expression der proinflammatori-
schen Zytokine Tumornekrosefaktor-oc (TNF-) und Cyclooxygenase-2 (COX2) ist ebenfalls
abhangig von NF-«kB, ebenso wie die Expression diverser Zelladhdsionsmolekiile (Tripathi
& Aggarwal, 2006).

Ein weiterer Schliisselmechanismus bei der Partikel- und Faser-vermittelten Inflamma-
tion ist die Aktivierung des NLR family pyrin domain containing-Inflammasoms (NLRP3).
Dabei handelt es sich um einen Multiproteinkomplex, der sehr empfindlich auf unter-
schiedliche Stimuli reagiert, beispielsweise ROS oder auf die Freisetzung von Cathepsin B
aus Lysosomen bei Membranschddigung durch Substanzen wie Quarz oder Asbest. In
einem ersten Schritt, dem Priming, wird die Expression der Vorldufermolekiile pro-IL-18
und pro-IL-1f initialisiert, beispielsweise durch IL-1«. Die Induktion des Inflammasom-
Komplexes fithrt daraufhin in einem zweiten Schritt zur Aktivierung der Caspase-1, die
pro-IL-18 und pro-IL-1{ in ihre aktiven Formen IL-18 und IL-13 prozessiert. Bei beiden
handelt es sich um proinflammatorische Zytokine, die nach ihrer Freisetzung durch Bindung
an den IL-1-Rezeptor anderer Zellen die Freisetzung weiterer Zytokine bewirken (Sayan &
Mossman, 2015). Weiterhin ist das NLRP3-Inflammasom an der Pyroptose beteiligt, einer
Form des Zelltodes, die sowohl Charakteristika der Nekrose als auch der Apoptose aufweist
und sich durch eine starke inflammatorische Antwort auszeichnet (Kesavardhana et al.,
2020).

Die Induktion unterschiedlicher Signalwege wie NF-kB und NLRP3-Inflammasom durch
Partikel und Fasern kann zu einer Amplifikation der inflammatorischen Antworten fiihren.
Beispielsweise kommt es nach der Inflammasomaktivierung zu einer Bindung von IL-1§3 an
den IL-1-Rezeptor, was in Effektorzellen eine Aktivierung des NF-kB-Weges zur Folge haben
und zu einer weiteren Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen fiihren kann. Diese
Effekte konnen mit einer dauerhaften positiven Riickkopplung verglichen werden (@vrevik
et al., 2015).

Die inflammatorische Antwort besitzt eine enge Verbindung zu anderen Pathologien der
Lunge, beispielsweise Lungenfibrosen oder der Ausbildung von Lungenkarzinomen. Die
Zusammenhinge zwischen Inflammation und Fibrose sind in Abbildung 2.1 dargestellt.

In der frithen akuten Phase der Exposition kommt es zu einer proinflammatorischen
Typ 1-Antwort, die priméar durch sogenannte M1-Makrophagen vermittelt wird. Die erhohte
Produktion von IL-1 und IL-6 iiber NF-kB- und Inflammasom-vermittelte Signalwege, die

charakteristisch fiir M1-Makrophagen ist, fiihrt zu einer umfassenden akuten Inflammation
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Abbildung 2.1: Stadien der pulmonalen Toxizitit nach Exposition gegeniiber Partikeln und
Fasern. Die frithe Phase beginnt mit der Typ 1-Immunantwort, welche primér von M1-
Makrophagen vermittelt wird. Es kommt zur Ausschiittung proinflammatorischer Mediato-
ren. Die spate akute Phase wird priméar von M2-Makrophagen vermittelt, wodurch es zur
Ausschiittung antiinflammatorischer und profibrotischer Faktoren kommt, was direkt die
fibrotische Antwort zur Folge hat. Fibroblasten proliferieren und differenzieren zu Myofibro-
blasten, was zur verstirkten Produktion von ECM-Komponenten und dadurch zur Fibrose
fihrt. Diff.: Differenzierung, ECM: Extrazellulare Matrix, IFN: Interferon, IL: Interleukin,
OPN: Osteopontin, PDGF: Platelet-derived growth factor, ROS: Reaktive Sauerstoffspezies,
TGF: transforming growth factor, Th2: T-Helferzellen Typ 2, TIMP: Tissue inhibitor of metallo-
proteinase. Modifiziert nach (Dong & Ma, 2019).

unter Bildung anderer Zytokine, ROS und Gewebeschiden. Bei Ubergang in die spite
akute Phase iiberwiegt eine durch M2-Makrophagen vermittelte antiinflammatorische
Antwort, die zur Inhibition proinflammatorischer Mediatoren fithrt. Charakteristisch fiir
den Ubergang in die spite akute Phase ist die vermehrte Bildung des Transformierenden
Wachstumsfaktors- (Transforming Growth factor-f3: TGF-f3), welcher {iber IL-17 von IL-1
induziert wird, und damit ein Bindeglied zwischen akuter und chronischer Inflammati-
on darstellt. Dariiber hinaus kommt es zur Bildung antiinflammatorischer Zytokine wie
IL-4, IL-13 und IL-10 durch T-Helferzellen des Typs2 sowie zu einer ersten Induktion
profibrotischer Proteine, beispielsweise Platelet derived growth factor (PDGF), Osteopontin
(OPN) und des Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1 (TIMP1). Diese wirken direkt auf die
extrazelluldre Matrix und sind in der gesunden Lunge fiir die Wundheilung verantwort-
lich. Bei Ausbildung einer chronischen Inflammation durch Partikel- oder Fasereinwirkung
degeneriert jedoch dieser Prozess und fiihrt zur Proliferation und Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten. Dies hat eine vermehrte Ablagerung von Komponenten
der extrazelluldren Matrix, wie der Kollagene 1 und 3 sowie Fibronektin, zur Folge, fiihrt zu
einer Versteifung und Vernarbung der Lungenarchitektur und schlussendlich zur Ausbildung
einer Fibrose. (Dong & Ma, 2019)
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Waihrend dieser Verlauf in erster Linie {iber die Wirkung von Immunzellen stattfindet,

ist ebenfalls eine direkte Wirkung von Partikeln und Fasern auf Fibroblasten bekannt. So
induzieren CNTs nach Aufnahme in Fibroblasten stark die Bildung von ROS und fiihren
iiber eine Aktivierung verschiedener Signalwege direkt zur Proliferation, Differenzierung
und verstarkten Kollagenproduktion durch Fibroblasten (Vietti et al., 2016). Insbesondere
die Signalkaskaden der Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK), welche die Zellzyklus-
progression und Differenzierung von Zellen sowie die Einleitung der Apoptose regulieren,
spielen hierbei eine tragende Rolle (Pearson et al., 2001). Dariiber hinaus tragen Epithel-
zellen als Effektorzellen der Makrophagen und durch die direkte Entstehung von ROS und
Membranschdden zur Verstdrkung der inflammatorischen und anschlielfenden fibrotischen
Antwort bei, indem sie ebenfalls Zytokine wie IL-6, IL-8, IL-18, IL-13 und TGF-f freisetzen
(Vietti et al., 2016). Fir Epithelzellen wird zusétzlich der Mechanismus der Epithelial-
Mesenchymalen Transition (EMT) beschrieben, welcher eine Transdifferenzierung der
Epithelzellen zu Mesenchymzellen mit einem Fibroblasten-dhnlichen Phinotyp umfasst.
Dieser Prozess geht ebenfalls mit der Bildung von Kollagen 1 und Fibronektin sowie mit
der Freisetzung fibrotischer Mediatoren einher, was zur Entstehung von Myofibroblasten
beitragt (Dong & Ma, 2016).
Eine weitere Auswirkung der Inhalation biobestidndiger partikel- und faserhaltiger Staube
liegt in der Bildung von Tumoren der Lunge und angrenzender Organe wie des Mesothels.
Fiir Asbestfasern ist eine starke karzinogene Wirkung in Form der Bildung von Lungenkrebs
und Mesotheliomen bekannt und wurde in diversen epidemiologischen Studien festgestellt
(Manning et al., 2002). Fiir andere Materialien, wie z.B. CNTs und CB, liegen weniger
epidemiologische Studien vor. Die Einschatzung dieser Materialien als mogliche Karzino-
gene durch die IARC beruht vermehrt auf in-vivo-Studien, in denen jedoch haufig eine
Kanzerogenitat im Versuchstier detektierbar war (Barbarino & Giordano, 2021; Valberg
et al., 2006).

Wahrend insbesondere fiir faserférmige Materialien eine direkte Interaktion mit der
DNA bzw. dem Spindelapparat fiir eine ausgeprégte Genotoxizitdt sorgen kann, ist auch die
Beteiligung von ROS an einer steigenden genomischen Instabilitdt postuliert. Demzufolge
liegt der Faser-vermittelten Genotoxizitét ein primérer und sekundéarer Wirkmechanismus
zugrunde (Nagai & Toyokuni, 2010). Fiir biobestdndige Partikel wird dagegen eher von
einer sekundiren Genotoxizitat ausgegangen (Schins & Knaapen, 2007). Einen weiteren
Beitrag zur Tumorentstehung liefern auch Inflammation und Fibrose. Die Zusammenhénge
zwischen diesen drei toxikologischen Endpunkten sind in Abbildung 2.2 dargestellt.

Es wurde bereits dargestellt, dass eine chronische Inflammation als Ausgangspunkt
der Lungenfibrose dient. Zuséatzlich kann von der Inflammation auch eine tumorbilden-
de Aktivitat ausgehen, welche insbesondere durch Bildung von ROS in einer erhohten
Genotoxizitdat und dadurch in einer genomischen Instabilitit resultieren kann (Asanov
et al., 2021). Eine vermehrte Bildung von ROS kann beispielsweise durch den respiratori-
schen Burst von Makrophagen nach Aufnahme von Partikeln oder Fasern stattfinden, was
von groRBer Bedeutung fiir die Signalweiterleitung ist (Gwinn & Vallyathan, 2006). Im
Umkehrschluss kommt es durch die Tumorumgebung ebenfalls zu einer Freisetzung von
Zytokinen, Wachstumsfaktoren sowie zu einer Entstehung Tumor-assoziierter Makrophagen
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Abbildung 2.2: Verbindung der Inflammation, Fibrose und Tumorentstehung bei inhalativer
Exposition gegeniiber Partikeln und Fasern. Durch eine anhaltende Inflammation und
Freisetzung von TGF-f kann eine Lungenfibrose entstehen. Die daraus resultierende defekte
Wundheilung resultiert in der weiteren Verstarkung der Inflammation. Gleichzeitig kann durch
eine chronische Inflammation und Bildung von ROS die genomische Stabilitdt abnehmen
und zur Bildung von Mutationen fiihren, die eine tumorpromoviernde Wirkung besitzen.
Die Tumorentstehung geht mit der Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
einher, die eine induzierende Wirkung in Hinblick auf Inflammation und Fibrose haben kann.
DAMP: Damage-associated molecular patterns, ECM: Extrazellulare Matrix, EMT: Epithelial-
Mesenchymale Transition, IL: Interleukin, PAMP: Pathogen-associated molecular patterns, ROS:
Reaktive Sauerstoffspezies, TAM: Tumor-assoziierte Makrophagen, TGF: transforming growth
factor. Modifiziert nach (Dong & Ma, 2019).

(TAMs). Dies hat erneut eine Verstarkung der Inflammation zur Folge und bildet so einen
sich permanent wiederholenden und selbst verstarkenden Kreislauf (Asanov et al., 2021).
Die Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren, ROS und Wachstumsfaktoren tréagt
neben Verdnderungen in der extrazelluldren Matrix ebenso zur Progression der Fibrose
bei. Aus diesen Zusammenhangen wird deutlich, dass diese drei Lungenpathologien eine
enge Verbindung aufweisen und sich auf vielfaltige Weise gegenseitig beeinflussen und
verstarken (Dong & Ma, 2019).
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2.2 Modelle zur Untersuchung lungentoxischer
Materialien

Der Untersuchung lungentoxischer Materialien kénnen unterschiedliche Methoden zugrun-
de liegen. Obwohl epidemiologische Studien die verlésslichsten Ergebnisse liefern konnen,
da sie direkte Effekte in-vivo in der richtigen Spezies darstellen, vergehen gegebenenfalls
lange Zeitrdume, bis adverse Effekte erkennbar sind, was den Einfluss anderer Faktoren auf
die beobachteten Effekte erhoht. Demzufolge sind aussagekraftige epidemiologische Studi-
en haufig nicht verfiigbar (Kuh et al., 2003). Probandenstudien sind nur dann vertretbar,
wenn schwache und reversible Wirkungen, wie beispielsweise Hautreizungen, untersucht
werden, was die Anwendung in der Inhalationstoxikologie kaum moglich macht (Frazier,
1992). In-vivo Studien an Tieren ermoglichen dagegen eine Betrachtung der Toxizitét tiber
den gesamten Lebenszyklus. Allerdings ist eine Ubertragbarkeit der beobachteten Effekte
vom Tier auf den Menschen durch Unterschiede in Metabolismus und Physiologie erschwert.
Zusatzlich wird die Durchfithrung von Tierversuchen aus ethischen Griinden kontrovers
diskutiert, weswegen bei der Durchfiihrung toxikologischer Untersuchungen nach dem
3 R-Prinzip (replace, reduce, refine) vorgegangen werden soll (Guhad, 2005).

Mit diesem Ziel kam es zur Entwicklung unterschiedlicher in-vitro-Lungenmodelle. In
klassischen submersen Zellkulturexperimenten werden bestimmte Zellarten, beispielsweise
Epithelzellen, auf einer Oberfliche und von Medium bedeckt kultiviert und durch Zugabe
einer Suspension in Medium gegeniiber Fasern oder Partikeln exponiert. Es handelt sich
hierbei um eine Methode, die ohne komplexes Vorwissen unkompliziert umzusetzen und
kostengiinstig ist, jedoch nicht verlésslich die physiologischen Gegebenheiten widerspiegelt
(Lacroix et al., 2018). Die Epithelzellen in der Lunge sind fiir die Funktion des Gasaustau-
sches von apikaler Seite gegeniiber Luft ausgesetzt, wahrend sich auf der basalen Seite
andere Zellen, z.B. Endothelzellen der ableitenden Blutgefaf3e oder Fibroblasten, befinden.
Demnach besitzen Epithelzellen einen polarisierten Phanotyp, der bei einer submersen
Kultur verloren geht (Frohlich & Salar-Behzadi, 2014). Zusétzlich verfélscht die Zugabe von
Partikeln und Fasern in Suspension den regularen Expositionsweg, da Fremdstoffe unter
physiologischen Bedingungen als Aerosol auf die Epithelschicht treffen. Bestandteile des
Kulturmediums wie fetales Kilberserum beeinflussen dariiber hinaus die Oberfldche, GroRe
und somit die Toxizitdt der Partikel durch Ausbildung einer Proteincorona (Lacroix et al.,
2018). Eine Abschatzung der effektiv auf den Zellen deponierten Dosis ist insbesondere fiir
unlosliche NP ebenfalls erschwert, da diese gegebenenfalls nicht vollstandig sedimentieren
(Lison & Huaux, 2011).

Um ein physiologisch exakteres Bild der Lungenepithelschicht zu zeichnen, kann die
Kultivierung der Zellen an einer Luft-Fliissigkeitsgrenzschicht erfolgen, einem sogenannten
air-liquid interface (ALI). Dabei befinden sich die Zellen in einem Zellkultureinsatz auf
einer porosen Membran und werden von basolateraler Seite mit Kulturmedium versorgt,
wéhrend eine Exposition gegeniiber der Umgebungsluft und Aerosolen von apikaler Seite
moglich ist (Lacroix et al., 2018). Eine schematische Darstellung der ALI-Kultivierung sowie
weitere Moglichkeiten fiir Zellkulturmodelle der Lunge sind in Abbildung 2.3 dargestellt.
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Abbildung 2.3: Unterschiedliche Arten von Mono- und Cokulturen zur Untersuchung der
Inhalationstoxizitit. Es wird zwischen klassischer Kultivierung (submers), air-liquid interface-
Kultivierung (ALI) und diversen Zwischenformen unterschieden. Eine Verwendung von
Makrophagen ist in Kontakt- und kontaktlosen Szenarien moglich.

In toxikologischen Studien an einem ALI wird haufig die Alveolarepithelzelllinie A549
verwendet, so beispielsweise zur Untersuchung der Toxizitdt von Holzrauch und Dieselab-
gasen (Milhopt et al., 2016), Zigarettenrauch (X. Li, 2016) oder Polystyrenpartikeln und
CNTs (Frohlich et al., 2013). Zur Modellierung des Bronchialepithels konnen BEAS-2B oder
Calu-3-Zellen verwendet werden. Vor allem Calu-3-Zellen treten durch ihre Fahigkeit der
Bildung einer stabilen und langlebigen Epithelbarriere und die Ausbildung von tight juncti-
ons hervor (BéruBé et al., 2010). Durch ihren malignen Status sind A549 und Calu-3-Zellen
hinsichtlich ihrer Kultivierung und der Reproduzierbarkeit von Forschungsergebnissen
robust. Allerdings sind durch diesen Status Abweichungen in metabolischer Aktivitdt und
gegebenenfalls eine erhohte Resistenz gegeniiber Testsubstanzen gegeben, welche die
Ubertragung auf physiologische und in-vivo-Bedingungen erschweren. Beispielsweise ist
eine konstitutive Uberexpression des Transkriptionsfaktors Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2) in A549-Zellen bekannt und kann zu Anderungen der oxidativen Stressant-
wort fithren (Kweon et al., 2006). Aus diesem Grund miissen toxikologische Daten mit
Zellen malignen Ursprungs besonders differenziert betrachtet werden. Um diese Problema-
tik zu umgehen, konnen Primérzellen der Lunge verwendet werden, z.B. Normal human
bronchial epithelial cells (NHBE) oder Small airway epithelial cells (SAEC) (Bhowmick &
Gappa-Fahlenkamp, 2016). Fiir beide ist bereits die Anwendung im Kontext eines ALI
bekannt, unter anderem bei Exposition gegeniiber Feinstaub (Ghio et al., 2013; Lan et al.,
2021).

Eine Erweiterung von Epithelzellmonokulturen kann durch die Integration anderer
Zellarten erfolgen. Insbesondere bei Exposition gegeniiber Fasern und Partikeln nehmen
Makrophagen eine bedeutende Rolle in der Clearance der Fremdsubstanzen aus der Lunge
ein, was zumeist mit der Induktion einer inflammatorischen Antwort einhergeht (Lehnert
et al., 1989). Im Kontext der Cokultur mit Epithelzellen werden vermehrt THP-1-Monozyten
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verwendet, welche nach Differenzierung einen Makrophagen-dhnlichen Phénotyp anneh-
men konnen (Upadhyay & Palmberg, 2018). Die erfolgreiche Verwendung von Cokulturen
aus Epithelzellen und differenzierten THP-1-Zellen wurde bereits mehrfach demonstriert,
beispielsweise bei Exposition gegeniiber Feinstaub unter submersen Bedingungen und
an einem ALI (G. Wang et al., 2020), bei Exposition gegeniiber Silber-NP an einem ALI
(Kletting et al., 2018) oder bei Exposition gegeniiber CeO5 und TiO, unter beiden Expositi-
onsbedingungen (Loret et al., 2016).

Die Verwendung kontaktloser Cokulturen ist eine weitere Option zur Untersuchung
von Zell-Zell-Interaktionen und kann andere Ergebnisse hervorbringen als eine direkte
Cokultur, da das von Epithelzellen gebildete Surfactant einen (inhibitorischen) Einfluss auf
Makrophagen-Zellen haben kann (Kanj et al., 2006). Eine weitere indirekte Variante des
Lungenzellmodells ist ein sogenannter conditioned media-Ansatz. Bei dieser Herangehens-
weise werden Monokulturen einer Zellart, beispielsweise Makrophagen, gegentiber einer
Testsubstanz exponiert. Nach einer definierten Inkubationszeit wird das Medium entnom-
men und auf eine andere Zellart transferiert, was dhnlich zur kontaktlosen Cokultur eine
indirekte Zell-Zell-Kommunikation allein iiber sezernierte Signalmolekiile gewahrleistet
(D. Holt et al., 2010). Fiir die Untersuchung der Toxizitat von Quarz und CNTs wurde
die Umsetzung dieses Konzepts bereits demonstriert (Hindman & Ma, 2018; van Berlo
et al., 2010). Beide indirekten Verfahren bieten den Vorteil einer Auflésung und genauen
Zuordnung bestimmter zelluldrer Reaktionen zu einem Zelltyp (D. Holt et al., 2010). Eine
Nutzung am ALI ist fiir beide Modelle nicht moglich, was einen Nachteil gegeniiber der
direkten Cokultur darstellt.

Eine weitere Stufe der Komplexitit bieten Cokulturen, die die Wechselwirkung von
mehr als zwei Zellarten erfassen. Dies ist durch eine Kultivierung von Fibroblasten im
basolateralen Kompartiment oder an der Unterseite der porosen Membran bei Verwendung
von Zellkultureinsdtzen moglich, wie in Triplekulturen aus A549-, THP-1- und MRC-5-Zellen
gezeigt wurde (Barosova et al., 2020b; Hilton et al., 2019). Alternativ zu Fibroblasten
konnen auch Endothelzellen verwendet werden, um die physiologische Barriere zwischen
Lunge und Blutkreislauf nachzustellen (Dohle et al., 2018; Skuland et al., 2020). Der Aufbau
solch komplexer Modelle ist zeitaufwandig und technisch anspruchsvoll. Mit kommerziell
erhiltlichen Modellen auf Basis von Primérzellen wie EpiAlveolar™, SmallAir™ und
MucilAir™ kann die experimentelle Durchfithrung erleichtert werden, was jedoch mit
hoheren Kosten verbunden ist (Barosova et al., 2020a; Huang et al., 2017).

Eine finale Weiterentwicklung mit hoher physiologischer Relevanz bieten Modelle, die
eine Nachbildung der Lunge als komplexes Gewebe ermoglichen. Eine Moglichkeit hierfiir
sind Organoide, bei denen es sich um selbst-organisierende 3D-Gewebe aus differenzierten
Vorlauferzellen der Lunge oder Stammzellen handelt. Fiir den Aufbau dieser Modelle ist
eine Isolation von Zellen aus dem Lungengewebe von Tieren oder Menschen notwendig
(Barkauskas et al., 2017). Der Einsatz von Lungenorganoiden in der Fasertoxikologie wurde
bereits mit Expositionen gegeniiber Mikroplastik-Fasern demonstriert (Winkler et al., 2022).
Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von Lung-on-a-chip-Modellen. Diese bestehen
aus einem Mikrofluidik-System, das mit Epithel- und Endothelzellen ausgekleidet ist, die
eine Luft-Fliissigkeitsgrenzschicht ausbilden. Von der Seite des Endothels ist eine Versor-
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gung der Zellen mit Kulturmedium moglich, wihrend die Epithelzellen der Luft ausgesetzt
sind und gegeniiber Testsubstanzen exponiert werden konnen. Eine Integration von Zellen
des Immunsystems, z.B. Neutrophilen oder Makrophagen, ist ebenfalls moglich (Shrestha
et al., 2020). Mithilfe von Silica-NP wurde die Eignung solcher Modelle fiir die Partikel-
toxikologie bereits beschrieben (Huh et al., 2010). Neben Lungenmodellen sind weitere
Organ-on-a-chip-Modelle kommerziell verfiigbar, beispielsweise fiir Herz und Leber. Eine
funktionelle Verkettung unterschiedlicher Modelle ermoglicht hierbei die Untersuchung
von Wechselwirkungen zwischen Organen und soll in Zukunft zu einer ganzheitlichen
Betrachtung in Form von Body-on-a-chip-Modellen beitragen (Sung et al., 2018).

2.2.1 Air-liquid interface-Exposition von Lungenzellmodellen

Die Verwendung von in-vitro-Modellen an einem ALI fiir die Partikeltoxikologie erfordert
die Moglichkeit einer Exposition von Zellen gegeniiber Aerosolen und Stauben, die Partikel
und Fasern enthalten. Kommerziell erhéltliche Systeme der Firmen CULTEX® und Vitro-
cell® ermoglichen dies. Allgemein wird zwischen diskontinuerlichen und kontinuierlichen
Expositionssystemen unterschieden

Eine diskontinuierliche ALI-Exposition ist beispielsweise durch die Vitrocell® Cloud
moglich, die auch fiir die in dieser Arbeit dargestellten Expositionen mit Quarzpartikeln
verwendet wurde. Die Generierung eines Aerosols erfolgt durch die Vibration einer pordsen
Membran im Aerosolgenerator, die in der Bildung von Fliissigkeitstropfchen aus einer
partikel- oder faserhaltigen Suspension resultiert (Dhand, 2004). Das gesamte gebildete
Aerosol wird in einem Zeitfenster von 10 Minuten auf der Zell- und Kammeroberfldche
deponiert. Das Depositionsverhalten der gebildeten Aerosole ist durch eine reine Sedi-
mentation und die Brown’sche Molekularbewegung charakterisiert. Dies entspricht einer
physiologischen Situation, wie sie bei einem Anhalten der Luft in der Lunge vorliegt, da
keine Stromung vorhanden ist, die eine Impaktion der Partikel verursacht (Secondo et al.,
2017). Die Erfassung der deponierten Dosis ist durch eine Quarzkristallmikrowaage (quartz
crystal microbalance: QCM) moglich. Der in der Waage integrierte Quarzkristall verandert
seine Schwingungsfrequenz mit der Masse, die sich auf der Oberfldche abgesetzt hat, was
mit einer entsprechenden Software erfasst werden kann (Ding et al., 2020). Eine parallele
Exposition von Zellen gegeniiber gepufferten Salzlosungen ist durch Kompartimentierung
der Expositionskammer gewahrleistet und ermoglicht eine nahezu identische Behandlung
von Negativkontrollen. Durch den einfachen Gebrauch und die kompakte Grof3e ist die
Vitrocell® Cloud besonders fiir Expositionen im kleinen LabormaRstab gut geeignet. Dieses
Expositionssystem wurde bereits in diversen Studien zur Exposition gegeniiber Partikeln
oder Fasern, unter Anderem fiir CNTs (Barosova et al., 2020b; Barosova et al., 2020a),
ZnO (Ding et al., 2020), CuO und TiOy (Hufnagel et al., 2020) und Automobil- und
Flugzeugabgase (He et al., 2020), verwendet.

Eine kontinuierliche Exposition ermoglicht die Deposition von Fasern und Partikeln
iiber einen langeren Zeitraum und spiegelt so eine physiologisch realistischere Art der Ex-
position wieder, als mit der diskontinuierlichen Methode beschrieben wurde. Unterschiede

in der Aerosoldeposition der beiden Expositionsarten sind in Abbildung 2.4 dargestellt.
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Diskontinuierliche Kontinuierliche
Exposition Exposition

Abbildung 2.4: Partikelbewegung in diskontinuierlichen und kontinuierlichen Expositions-
systemen. Bei der diskontinuerlichen Exposition gelangen Fliissigkeitstropfchen, in denen
Partikel suspendiert sind, durch Sedimentation und Diffusion auf die Zellen. Bei der konti-
nuierlichen Exposition werden die Partikel {iber einen senkrechten laminaren Strom auf die
Zellen gebracht, wodurch die Impaktion iiberwiegt. Modifiziert nach (Secondo et al., 2017).

Das Radial Flow System der Firma CULTEX® (Tsoutsoulopoulos et al., 2019) sowie die
Automated Exposure Station (AES) der Firma Vitrocell® sind Beispiele fiir solche Systeme
und kommerziell erhéltlich (Braakhuis et al., 2020). Die AES wird zur Exposition gegeniiber
CF-Stauben auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Vor Deposition auf den Zellen
passiert das zuvor generierte Aerosol einen Filter, sodass Partikel- und Faserfraktionen,
die eine inhalierbare Grol3e iiberschreiten, abgeschieden werden. Nach Befeuchtung des
Aerosols zur Vermeidung einer Austrocknung der Zellen und Temperierung auf 37 °C wird
dieses in einem senkrechten laminaren Strom auf die Zellen geleitet (Miilhopt et al., 2016).
Dies ermoglicht eine Absetzung der Partikel und Fasern durch Impaktion (Secondo et al.,
2017). Das Anlegen einer Hochspannung an eine Elektrode unterhalb der Zellkultureinsétze
ermoglicht eine signifikante Erhohung der Deposition fiir geladene Partikel und dadurch
eine Variation der deponierten Dosis (Miilhopt et al., 2016). Die Erfassung der Dosis erfolgt,
vergleichbar zu diskontinuierlichen Experimenten, iiber eine QCM (Miilhopt et al., 2009).
Parallel kann eine Exposition von Gitternetzen fiir die Transmissionselektrononenmikrosko-
pie stattfinden, wodurch eine mikroskopische Betrachtung der deponierten Partikel und
eine weitere Methode zur Dosisbestimmung vorliegt (Miilhopt et al., 2020). Um eine gute
Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten, kann in einem abgetrennten Teil der AES die Exposition
von Negativkontrollen gegeniiber filtrierter, befeuchteter Reinluft erfolgen (Miilhopt et al.,
2016). Die Bedienung der AES ist technisch anspruchsvoller als die der Cloud und erfordert
durch ihre GroRe viel Platz in einem Labor. Dieses Expositionsssystem hat ebenfalls in
unterschiedlichen Studien seine Eignung fiir die Betrachtung der Partikel- und Faserto-
xizitat unter Beweis gestellt, unter anderem bei Exposition gegeniiber dem Quarz DQ12
(Braakhuis et al., 2020), Liiftungsaerosolen aus Flugzeugen (He et al., 2021a), CeO, und
TiO, (Diabaté et al., 2021), Verbrennungsabgasen von Schiffsdiesel (Miilhopt et al., 2016)
und Verbrennungsaerosolen von Nanokompositen (Hufnagel et al., 2021b).
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Carbonfasern (CF) und Carbonfaser-verstarkte Kunststoffe (CFK) finden eine stetig stei-
gende Anwendung in diversen Bereichen der Industrie, etwa der Automobil- und Wind-
kraftindustrie. Eine Freisetzung von Faserfragmenten und Stduben ist durch mechanische
und thermische Beanspruchung wahrend des gesamten Lebenszyklus von Carbonfasern
moglich, insbesondere jedoch bei der Herstellung und Entsorgung von CF und faserhaltigen
Materialien. Dennoch ist die Freisetzung und Toxizitit dieser Faserfragmente und Staube bis
heute kaum untersucht. Dies war ein Bestandteil des BMBF-geforderten Drittmittelprojektes
CarbonFibreCycle (CFC), in dessen Rahmen die vorliegende Arbeit durchgefiihrt wurde.
Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der Toxizitat von CF in-vitro.

Zu diesem Zweck werden zunéchst air-liquid interface-Zellkulturmodelle (ALI-Modelle)
auf Basis von Alveolarepithelzellen und Makrophagen-dhnlichen Zellen in Mono- und
Cokultur etabliert. Durch Exposition mit einem Standardmaterial, dem «-Quarz Min-U-Sil5,
wird die Eignung dieser Modelle und der anschlieend untersuchten Endpunkte {iberpriift.
Die Kulturen werden hinsichtlich ihrer Viabilitat, genomischen Stabilitit, Genexpression
und Zytokinfreisetzung untersucht. Analog werden die gleichen Modelle auch durch klassi-
sche submerse Exposition gegeniiber dem Testmaterial ausgesetzt. Ziel der Expositionen mit
Min-U-Sil5 ist es, Unterschiede zwischen den verschiedenen Modellen (Mono- vs. Cokultur
und ALI vs. submers) festzustellen und zu quantifizieren. Dies erfolgt sowohl durch Be-
trachtung unterschiedlicher Quarzkonzentrationen als auch durch Beriicksichtigung einer
Zeitabhingigkeit. Auf Basis dieser Ergebnisse sollen geeignete und gut charakterisierte
Modelle fiir Expositionen gegeniiber CF verwendet werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird die Toxizitdt einer innovativen Carbonfaser be-
trachtet. Hierzu wird die Faser durch mechanische Behandlung in einer Kugelmiihle und
thermisch-mechanische Behandlung in einem Rohrreaktor mit anschlief3endem Mahlvor-
gang vorbehandelt, um unterschiedliche Phasen im Lebenszyklus der Faser zu simulieren.
Basierend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Expositionsstudien mit Quarz wer-
den Zellkulturmodelle auf Basis bronchialer Lungenepithelzellen, Makrophagen-dhnlicher
Zellen und zusatzlich Fibroblasten in der Vitrocell® Automated Exposure Station verwen-
det, in der die CF-Expositionen erfolgen. Die Zellen werden hierbei in Form von Mono-,
Co- und Triplekulturen eingesetzt. Die Herstellung und Charakterisierung der CF-Staube
sowie die Bestimmung von Dosis und Faseranzahl erfolgt durch das Institut fiir Technische
Chemie (ITC) am KIT. Die Exposition der Lungenzellen erfolgt ebenfalls in den Laboren
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des ITC. Die Zellkulturvor- und -nachbereitung sowie die toxikologischen Untersuchungen
werden in den Laboren des Instituts fiir Biologische und Chemische Systeme (IBCS) und
des IAB durchgefiihrt. Als toxikologisch relevante Endpunkte werden erneut die Viabilitat,
die genomische Stabilitdt, Genexpressionsanalysen sowie die Freisetzung inflammatori-
scher Mediatoren betrachtet. Bei diesen Experimenten liegt ein besonderer Fokus auf der
zeitaufgelosten Betrachtung moglicher toxikologischer Antworten. Aus diesem Grund findet
die Exposition jeweils nur mit einer Dosis vorbehandelter CF statt, worauf variierende
Nachinkubationszeitraume folgen.

Die ermittelten Ergebnisse sollen im Rahmen des CFC-Projektes in eine Risikobewertung
der untersuchten CF einflieRen. Aus diesem Grund ist es das Hauptziel dieser Arbeit, eine
umfassende toxikologische Charakterisierung der vorliegenden Carbonfaser durchzufiihren.
Der Fokus liegt auf der Herausarbeitung unterschiedlicher toxikologischer Antworten in
Abhéangigkeit des Zellkultur-Modells, der Behandlungsarten der CF sowie entlang der
Zeitachse. Weiterhin sollen durch die erstellten Genexpressionsprofile Riickschliisse auf die
toxikologischen Mechanismen bei CF-Exposition gezogen werden.
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KAPITEL 4

MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

Eine detaillierte Darstellung der verwendeten Chemikalien, Losungen, Gerdte und Kits ist

tabellarisch im Anhang (s. A Chemikalien und Instrumente) zusammengefasst.

4.2 Methoden

4.2.1 Materialcharakterisierung und -vorbereitung
4.2.1.1 Testsubstanzen: Min-U-Sil5 und Carbonfasern

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Substanzen betrachtet. Bei Min-U-Sil5 handelt es
sich um einen «-Quarz mit einem mittleren Partikeldurchmesser von 1,6 um und einer
Kristallinitdt von iiber 99 %. Die Partikel wurden freundlicherweise von Sonja Miilhopt
(Institut fiir Technische Chemie, KIT) zu Verfiigung gestellt. Die Exposition von Zellen ge-
geniiber Min-U-Sil5 erfolgte ausschlief8lich {iber die Vitrocell® Cloud (s. 4.2.2.6 Exposition
mit Min-U-Sil5 an der Vitrocell® Cloud).

Bei der verwendeten Carbonfaser handelt es sich um eine PAN-basierte HM-Faser
(engl. high modulus, hohe Steifigkeit), fiir welche unter Anderem eine Verwendung in der
Automobil-, Luftfahrt- und Windkraftindustrie vorgesehen ist (Herstellerangaben). Die
Vorbereitung und Charakterisierung der Fasern sowie die Exposition der Zellen wurde im
Rahmen des BMBF-geforderten Projektes CarbonFibreCycle (CFC) von Mitarbeitern des
Instituts fiir Technische Chemie (ITC, KIT) durchgefiihrt. Der Fokus der Arbeit lag auf
der Untersuchung toxikologischer Endpunkte nach zwei verschiedenen Bearbeitungsarten
der gleichen Fasern: mechanische Behandlung und thermisch-mechanische Behandlung.
Bei der mechanischen Behandlung wurden die CF in 1 cm lange Stiicke geschnitten und
fiir 8 Minuten in einer Planetenkugelmiihle bei 400 Umdrehungen pro Minute gemahlen.
Bei der thermisch-mechanischen Behandlung wurden die Fasern nach dem Schneiden im
Muffelofen fiir 4 h bei 400 °C entschlichtet, anschlieSend im Rohrreaktor fiir 30 Minuten
bei 800 °C erhitzt und in der Planetenkugelmiihle fiir 2 Minuten bei 500 Umdrehungen pro
Minute gemahlen. Die Exposition von Zellen gegeniiber Carbonfaserfragmenten erfolgte
ausschlief3lich tiber die Vitrocell® Automated Exposure Station (s. 4.2.2.8 Exposition an
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der Vitrocell® Automated Exposure Station). Nach Abscheidung nicht inhalierbarer Fasern
durch einen Filter wurden die Fragmente temperiert und befeuchtet, bevor sie als Aerosol
auf die Zellen deponiert wurden. Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahmen der CF-Staube
nach Deposition in der Expositionsstation wurden freundlicherweise von Sonja Miilhopt
zur Verfiigung gestellt.

Die nachfolgenden Kapitel zur Materialcharakterisierung beziehen sich ausschlief3lich
auf Min-U-Sil5.

4.2.1.2 Quarz-Partikelvorbereitung mittels NANOGENOTOX-Protokoll

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Quarz-Partikel wurden unmittelbar vor den
Experimenten nach dem NANOGENOTOX Dispersions-Protokoll vereinzelt (Jensen et al.,
2017). Hierzu wurden die Partikel zur Herstellung von 6 mL Partikelsuspension in der
gewiinschten Konzentration in 10 ml Schraubdeckelglaser eingewogen. 30 pl. 96 %-iges
Ethanol wurden zum Pre-Wetting auf die Partikel gegeben, anschlief3end 970 uL 0,05 %-ige
Bovine Serumalbumin-Losung (BSA). Ungefiahr eine Minute wurde das geschlossene Glas
leicht auf eine Oberflache geklopft, dabei gedreht und geschiittelt, um eine gute Vertei-
lung der Partikel zu gewahrleisten. Danach wurde mit BSA-Losung auf das Zielvolumen
aufgefiillt. Die Partikel wurden 13 Minuten und 25 Sekunden an einer Ultraschallspitze
mit 10 % Amplitude sonifiziert. Dies entspricht einem Energieeintrag von 7056 + 103 J.
Nach der Sonifizierung wurden die Suspensionen sofort verwendet oder aliquotiert und bei
-20 °C fiir weitere Experimente eingefroren. Nach dem Auftauen konnten die Suspensionen
nach Sonifizierung in einem Ultraschallbad fiir 10 Minuten erneut verwendet werden. Fiir
die submersen Experimente am IBCS wurden Quarz-Suspensionen mit einer Konzentration
von 10 mg/mL in sterilem Wasser hergestellt und 15 Sekunden an der Ultraschallspitze
sonifiziert.

4.2.1.3 Bestimmung der GréBenverteilung durch Dynamische Lichtstreuung

Zur Bestimmung der Durchschnittsgrof3e sowie der Groflenverteilung und Dispersitat
der verwendeten Materialien wurde Dynamische Lichtstreuung (DLS) mithilfe des Zetasi-
zer Nano ZS (Malvern) bestimmt. Nach erfolgter Partikelaufbereitung (s. 4.2.1.2 Quarz-
Partikelvorbereitung mittels NANOGENOTOX-Protokoll) wurde 1 mL der Partikelsuspension
in eine Kiivette gegeben und der hydrodynamische Durchmesser der Partikel sowie der Po-
lydispersitatsindex (PDI) bestimmt. Der PDI ist ein Mal3 fiir die Breite der GroRenverteilung
einer Partikelsuspension und liegt in einem Bereich von 0 (monodispers) bis 1 (polydispers)
(Nobbmann & Morfesis, 2009).

4.2.1.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Zur Erstellung von Aufnahmen der Materialien mit Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) wurden 1-2 uL der Partikelsuspensionen nach Aufbereitung auf die TEM-Gitternetze
gegeben. Um die Partikel nach Verneblung mit der Vitrocell® Cloud zu priifen, wurde

jeweils ein TEM-Gitternetz in die Expositionskammer der Cloud gelegt und nach erfolgter
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Exposition entnommen. Die Aufnahmen wurden freundlicherweise von Silvia Andraschko
(Institut fiir Biologische und Chemische Systeme, KIT) an einem EM910-Mikroskop (Zeiss)
erstellt.

4.2.2 Zellkulturexperimente

Alle Zellkulturexperimente wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, mit Ausnah-
me der Expositionen in den Expositionsstationen. Die verwendeten Losungen, Verbrauchs-
materialien und Gerite wurden vor Gebrauch jeweils autoklaviert, heiSluftsterilisiert oder
sterilfiltriert. Fiir Zellkulturarbeiten wurde eine Laminar Flow Sicherheitswerkbank der
Stufe 2 verwendet und alle Materialien zuvor mit ca. 80% Ethanol zum Sterilisieren
abgewischt. Die Expositionen an den Expositionsstationen fanden unter semi-sterilen
Bedingungen statt.

Fiir die Zellkultur benotigte Losungen wurden unmittelbar vor ihrer Benutzung in
einem Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt, mit Ausnahme von Accutase®, welche auf Raum-

temperatur gebracht wurde.

Alle verwendeten Zelllinien wurden im Inkubator bei einer Temperatur von 37 °C, einer
Luftfeuchte von 100 % und 5 % CO5 kultiviert.

4.2.2.1 Zellkultur: A549

Basis vieler Experimente in dieser Arbeit ist die Zelllinie A549 (American Type Culture Collec-
tion: ATCC® CCL-185). Bei dieser-Zelllinie handelt es sich um Alveolarepithelzellen TypII,
welche an der Sekretion von Surfactant beteiligt sind und bei groeren Lungenschaden
zu Epithelzellen Typ I differenzieren konnen. Die Zellen wurden dem Lungenkrebs eines
58-jahrigen méannlichen Patienten entnommen (Foster et al., 1998; Giard et al., 1973).
A549-Zellen zédhlen als Standardzelllinie und werden in vielen Studien als Modell zur
Erfassung des toxikologischen Potenzials von Partikel- und Faserstduben in der Lunge ver-
wendet (Bhowmick & Gappa-Fahlenkamp, 2016; Hiemstra et al., 2018). Die Zellen wurden
freundlicherweise von Dr. Roel Schins (Leibnitz-Institut fiir umweltmedizinische Foschung,
Diisseldorf) zur Verfiigung gestellt. Die Kultivierung fand in Roswell Park Memorial Institute
Medium (RPMI-1640), supplementiert mit 10 % Fetalem Kélberserum (FKS) und 100 U/mL
Penicillin sowie 100 ug/mL Streptomycin, statt. Eine Subkultivierung wurde zwei bis drei
Mal in der Woche durchgefiihrt. Hierzu wurde das Medium vom Zellrasen entfernt, die
Zellen mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen und
mit 0,25 %-iger Trypsin-EDTA-Losung fiir drei Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe
von Medium wurde die Reaktion angehalten und die Zellen resuspendiert. Die Ermittlung
der Zellzahl erfolgte mithilfe des CASY® TT Zellzdhlgerates. Zuletzt wurde eine definierte
Zellzahl in eine neue Zellkulturflasche oder —schale iibertragen.

Fiir Experimente wurden Zellen der Passagen 14 bis 35 verwendet.
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4.2.2.2 Zellkultur: BEAS-2B

Als weitere Epithelzelllinie wurden die BEAS-2B-Zellen als Basis fiir die Experimente mit
Partikel-Exposition verwendet (ATCC® CRL-9609). Die Zellen wurden freundlicherweise
von PD Dr. Carsten Weiss (Institut fiir Biologische und Chemische Systeme, KIT) bereitge-
stellt. Es handelt sich hierbei um gesunde Zellen des Bronchialepithels, die nach Entnahme
mit einem Adenovirus 12-SV40 Virus-Hybrid infiziert und dadurch immortalisiert wurden
(Reddel et al., 1988). Auch diese Zelllinie gilt als Standardzelllinie fiir Toxizitatsstudien,
zeichnet sich jedoch durch einige Charakteristika aus, die sie von A549-Zellen unterschei-
det. Obwohl es sich um Bronchialepithelzellen handelt, weisen BEAS-2B morphologische
Merkmale sowohl von Bronchial- als auch Alveolarepithel auf. Vor allem ihr Status als nicht
maligne Zellen macht sie besonders geeignet fiir Untersuchungen maligner Entwicklun-
gen und DNA-Schaden (Bhowmick & Gappa-Fahlenkamp, 2016; Sun et al., 2011). Die
Kultivierung fand in Keratinocyte Growth Medium (KGM) statt (KGM-2 Bullet Kit). Alle
Oberflachen, auf denen BEAS-2B-Zellen kultiviert wurden, mussten zuvor mit einer Coa-
ting-Losung aus 10 ug/mL Fibronectin, 30 ng/mL Kollagen und 10 ug/mL BSA beschichtet
werden. Die Losung wurde 30 bis 60 Minuten bei 37 °C auf der Schale belassen und die
Oberflache nach beendeter Inkubation mit PBS gespiilt. Anschliel3end konnten die Zellen
subkultiviert werden, dies fand ein bis zwei Mal in der Woche statt. Nach Waschen der Zel-
len mit PBS wurde Accutase® auf die Zellen gegeben und 6-8 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Durch Zugabe von frischem Medium wurde der Ablosungsvorgang unterbrochen und die
Zellsuspension in einem Zentrifugenrohrchen zur Entfernung der Accutase® zentrifugiert
(1300 rpm, 3 min). Das entstandene Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert
und nach einer Zellzdhlung eine definierte Zellanzahl in eine neue Zellkulturflasche oder
—schale {ibertragen.

Fiir Experimente wurden Zellen der Passagen 40 bis 70 verwendet.

4.2.2.3 Zellkultur: THP-1

Zur Konstruktion von Co- und Triplekulturen und Erfassung einer méglichen inflammato-
rischen Antwort, wurde die THP-1 Zelllinie hinzugezogen (ATCC® TIB-202). Die Zellen
wurden freundlicherweise von Dr. Richard Gminski (Albert-Ludwig-Universitét Freiburg,
Abteilung fiir Umweltmedizin und Hygiene) zur Verfiigung gestellt. Hierbei handelt es
sich um eine Monozyten-Zelllinie, die einem Patienten mit akuter monozytarer Leukdmie
entnommen wurde (Tsuchiya et al., 1980). Es kann durch Behandlung mit Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) eine Differenzierung zu einem Makrophagen-dhnlichen Phanotyp
herbeigefiihrt werden (Tsuchiya et al., 1982). Undifferenziert liegen die Zellen in Suspen-
sion vor, durch Differenzierung werden sie adharent und fithren keine Zellteilung mehr
durch. Die Kultivierung fand analog zur A549-Zelllinie in RPMI-1640 mit 10 % FKS und
100 U/mL Penicillin sowie 100 png/mL Streptomycin in T75-Zellkulturflaschen statt. Die
Subkultivierung erfolgte einmal in der Woche und umfasste die Bestimmung der Zellzahl
sowie die Ubertragung von 5x 10° Zellen in eine neue Zellkulturflasche. Vor Verwendung
in einem Experiment mussten die Zellen mit 30 ng/mL PMA differenziert werden. Eine ge-

naue Darstellung der verwendeten Zellzahlen und Volumina ist im Anhang (B Ergénzende
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Daten) zu finden. Zur Differenzierung wurde eine definierte Zellzahl der Kulturflasche
entnommen, in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und zentrifugiert (1300 rpm, 3 min,
Raumtemperatur). Das Zellpellet wurde in frischem Medium mit 30 ng/mL PMA resuspen-
diert und in eine Zellkulturschale oder -flasche tiberfiihrt. Die Zelldichte sollte hierbei bei
ca. 0,94x10° Zellen/cm? liegen. Nach vier Tagen Kultivierung mit PMA wurden die Zellen
adhérent und es erfolgte eine dreitdgige Inkubation mit Medium ohne PMA. Nach dieser
konnten die differenzierten THP-1-Zellen (im Folgenden dTHP-1 genannt) fiir Experimente
genutzt werden. Hierzu wurden die Zellen durch Inkubation mit Accutase® bei 37 °C
fiir 10-15 Minuten abgel6st, eine Zellzdhlung durchgefiihrt und eine definierte Zellzahl
ausgestreut.

Fiir Experimente wurden Zellen der Passagen 3 bis 30 verwendet.

4.2.2.4 Zellkultur: CCD-33Lu

Zur Erfassung einer fibrotischen Antwort auf Testmaterialien wurden CCD-33Lu-Zellen
verwendet (ATCC® CRL-1490). Diese Fibroblasten wurden zu Beginn der Arbeiten bei
ATCC erworben. Es handelt sich hierbei um Priméarzelllinien, d.h. um Zellen, die gesun-
den menschlichen Geweben entnommen wurden und nicht immortalisiert sind. Dadurch
zeichnen sie sich durch ein unregelmaiges Wachstumsverhalten und eine kurze Kulti-
vierungsdauer aus. Die Kultivierung fand in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high
glucose (DMEM-HG) mit 10 % FKS und 100 U/mL Penicillin sowie 100 pg/mL Streptomycin
statt. Eine Subkultivierung wurde zwei bis drei Mal in der Woche durchgefiihrt. Hierbei
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 0,05 % Trypsin-EDTA-LOsung zwei Minuten
bei 37 °C inkubiert und eine definierte Zellzahl in eine neue Zellkulturschale oder —flasche
gegeben. Eine Ablosung mithilfe von Accutase® ist ebenfalls moglich und wurde analog
durchgefiihrt.

Fiir Experimente wurden Zellen der Passagen 3 bis 7 verwendet.

4.2.2.5 Kryokonservierung und Inkulturnahme

Zur Konservierung in fliissigem Stickstoff wurden die Zellen nach den bereits beschrie-
benen Methoden abgeldst und gezihlt. Hiernach wurden 3x10° Zellen in 1 mL frisch
hergestelltem FKS mit 10 % DMSO in einem 2 mL Kryogefal3 eingefroren. Fiir eine schonen-
de Prozedur wurden die Zellen zunéchst zwei bis vier Stunden bei -20 °C eingefroren, iiber
Nacht bei -80 °C gelagert und am darauf folgenden Tag in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.
Zur Inkulturnahme wurde das Kryogefafd im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und die Zell-
suspension in ein Zentrifugenréhrchen mit frischem Medium oder PBS iibertragen. Nach
Zentrifugation zur Entfernung des DMSO (1300 rpm, 3 min) wurde das entstehende Zellpel-
let in frischem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturschale oder —flasche {iberfiihrt.
Nach 24 h wurde die Kultur lichtmikroskopisch auf Konfluenz gepriift und gegebenenfalls

subkultiviert oder einem Mediumswechsel unterzogen.
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4.2.2.6 Exposition mit Min-U-Sil5 an der Vitrocell® Cloud

Expositionen an der Vitrocell® Cloud wurden in mehreren Schritten durchgefiihrt. Die
Vorbereitung der benotigten Zellkulturen in Zellkultureinsiatzen (sog. Transwells) wurde
unter einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Die Expositionen selbst fanden unter semi-sterilen
Bedingungen statt. Die Expositionsapparatur befand sich zum Schutz des Experimentators
unter einer Abzugshaube.

Zellkulturvorbereitung
Die Zellen mussten vor Exposition in der Cloud an eine Luft-Fliissigkeits-Grenzschicht (engl.
air-liquid interface, ALI) gesetzt werden. Hierzu kamen Transwell-Platten zum Einsatz.

24 Stunden vor Start der Exposition wurden A549-Zellen in das apikale Kompartiment
des Transwells ausgestreut. Hierzu wurde in das basolaterale Kompartiment 1 mL Medium
gegeben und die Transwells bei 37 °C vorinkubiert. Anschliefend wurden die Zellen nach
den jeweiligen Protokollen abgeldst und einer Zellzdhlung unterzogen. Es wurden 2,2 x 10°
Zellen in das apikale Kompartiment gegeben und das Volumen mit Medium auf 500 uL
aufgefiillt. Am nédchsten Tag wurde die Adhédrenz und Konfluenz der Zellen lichtmikrosko-
pisch gepriift. Voraussetzung fiir weitere Experimente war ein dichter Zell-Monolayer. Eine
Stunde vor Start der Exposition wurde das apikale Medium entfernt und der Zellrasen mit
PBS gewaschen, um das ALI herzustellen.

Cokultur

Zur Erfassung unterschiedlicher toxikologischer Antworten kamen in dieser Arbeit Co- und
Triplekulturen zum Einsatz, in denen verschiedene Zelltypen interagieren konnen. Hierbei
wurden Epithelzellen und Makrophagen jeweils in apikalen Kompartiment der Transwells
cokultiviert, und im Falle der Experimente an der Automated Exposure Station ggfs. um
Fibroblasten im basolateralen Kompartiment auf der Unterseite der Transwell-Membran
erganzt. Die Vorschrift flir die Triplekultur ist in dem entsprechenden Kapitel zu finden.
Die Zellkulturmodelle sind in Abbildung 4.1 dargestellt.

Epithelzellen (A549/BEAS-2B) (@]  Makrophagen (dTHP-1) Fibroblasten (CCD-33Lu) ==/<

Abbildung 4.1: Darstellung der drei verwendeten Zellkultur-Modelle zur Erfassung der Partikel-
und Fasertoxizitit. Es wurden Lungenepithelzellen, Makrophagen-dhnliche Zellen sowie
Fibroblasten fiir die drei air-liquid interface-Kulturen verwendet.
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Zur Herstellung einer A549/dTHP-1-Cokultur wurden, wie bereits beschrieben, zu-
néchst 2,2x 10% A549-Zellen im apikalen Kompartiment ausgestreut. Nach ungefihr 4 bis
6 Stunden war ein Grof3teil der Zellen bereits adhédrent angewachsen. Auf die A549-Zellen
wurden daraufhin 3,3 x10* dTHP-1-Zellen gegeben, um zum Zeitpunkt der Exposition
eine Cokultur mit einem Verhéltnis von 10:1 (Epithelzellen/Makrophagen) zu schaffen.
Dies entspricht einem physiologischen Verhéltnis von Epithelzellen zu Makrophagen im
Alveolarbereich einer gesunden Lunge (Crapo et al., 1982). Am nachsten Tag wurde eine
Stunde vor Exposition das apikale Medium entfernt.

Vorbereitung des Expositionssystems und der Partikelsuspensionen

Am Tag vor der Exposition wurden die Inkubationskammer, die benétigten Aerosolgenera-
toren und der Heizblock mit 80 %-igem Ethanol sterilisiert. Am Tag der Exposition wurde
der Heizblock vorgewarmt, die Software zur Erfassung der Partikelsystem durch die QCM
gestartet und so eingestellt, dass alle 3 Sekunden ein Datenpunkt fiir die deponierte Masse
aufgezeichnet wurde. Die Partikelsuspensionen wurden wie zuvor beschrieben hergestellt
(s. 4.2.1.2 Quarz-Partikelvorbereitung mittels NANOGENOTOX-Protokoll) bzw. aufgetaut,
10 Minuten im Ultraschallbad sonifiziert und mit der Pipette resuspendiert. Bevor die Zell-
kultureinséitze in die Cloud tiberfithrt wurden, wurden die Kavitiaten mit 3,3 mL Medium
oder bei Nichtbenutzung zur einfacheren Reinigung mit destilliertem Wasser gefiillt.

Exposition

Die Zellkultureinsatze wurden mithilfe einer sterilen Transportbox in die Kavitdten der
Cloud tiberfiihrt. Als Negativkontrolle wurde ein Teil der Zellkulturen in der Nebenkam-
mer gegeniiber 66,7 uL 1 %-igem PBS exponiert. Anschliellend wurden die Zellen in der
Hauptkammer mit 200 pL Partikelsuspension der gewiinschten Konzentration bedampft.
Wihrend die Sedimentation der generierten Aerosole in den Kammern stattfand, erfolgte
ein Mediumswechsel in den Zellkulturplatten. Nach 10 Minuten wurden die Kammern
geoffnet und die Zellkultureinsatze in das frische Medium und den Inkubator {iberfiihrt. Die
Erfassung der deponierten Masse wurde nach Entfernung der Einsitze ca. 40 Minuten fort-
gesetzt, sodass mogliche Fliissigkeitsreste verdampfen und eine konstante Masse detektiert
werden konnte. Die Deposition wurde aus dem Mittelwert der letzten 100 Datenpunkte
ermittelt.

Abbruch der Nachinkubation

Die Zellkulturen wurden einer Nachinkubation von 24 Stunden ab Beginn der Exposition
unterzogen. Im Falle der Cokultur wurden jedoch auch Experimente mit kiirzeren Nachin-
kubationszeiten von 1, 3 und 6 Stunden durchgefiihrt. Nach diesen Zeitraumen wurde das
Zellkulturmedium fiir weiterfiihrende Untersuchungen, wie beispielsweise den LDH-Assay,
in Eppendorf-Gefal3e iiberfiihrt und die Zellen apikal und basolateral mit PBS gewaschen.
Die Zellen wurden von den Einsétzen abgelost. Hierzu wurden in der Monokultur apikal
200 pL und basolateral 500 uL 0,25 % Trypsin-EDTA appliziert und fiir jeweils 3 Minuten
bei 37°C inkubiert. Fiir die Cokultur wurden analoge Volumina Accutase® verwendet.
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Nach erfolgreicher Ablosung wurden die Zellen in 1 mL Medium aufgenommen und die
Zellsuspensionen fiir weitere Untersuchungen verwendet.

4.2.2.7 Submerse Exposition mit Min-U-Sil5

Fiir die Durchfithrung submerser Expositionsexperimente wurden die Zellkulturen ana-
log zu den ALI-Expositionen ausgestreut, jedoch in 24- und 12-Well-Platten sowie in
5 cm-Zellkulturschalen im Falle der dTHP-1-Zellen. Bei A549-Monokulturen wurden die
Epithelzellen in einer Zelldichte von 2x10°/cm? in die jeweiligen Well-Platten gege-
ben. Zur Konstruktion einer Cokultur wurden nach 4-6h dTHP-1-Zellen in einer Zell-
dichte von 3x10%/cm? auf die bereits adhirenten A549-Zellen gegeben. Im Falle der
dTHP-1-Monokultur wurden dTHP-1-Zellen in der gleichen Zelldichte direkt in 5cm-
Zellkulturschalen gegeben. Alle Kulturen wurden daraufhin iiber Nacht im Inkubator
belassen.

Fiir die Inkubation mit Quarz wurden die Partikel in sterilem Wasser aufgenommen,
resuspendiert und 15 Sekunden an der Ultraschallspitze sonifiziert. Anschlie3end wur-
den sie in vollstandigem Zellkulturmedium auf die Zielkonzentrationen verdiinnt. Das
iiberstehende Medium wurde von den Zellen entfernt und die Partikelsuspensionen aufge-
geben. Die A549-Mono- und A549/dTHP-1-Cokulturen wurden mit Quarzkonzentrationen
von 15, 30 und 60 pug/cm? inkubiert. Bei dTHP-1-Monokulturen wurden mit 1,5, 3 und
6 ug/cm? auch niedrigere Quarzkonzentrationen eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von
24 h wurde das Zellkulturmedium fiir die weiterfithrenden Untersuchungen gesammelt und
die Zellen mit 0,25 % Trypsin-EDTA (A549-Monokulturen) oder Accutase® (A549/dTHP-1-
Cokulturen und dTHP-1-Monokulturen) abgelost.

4.2.2.8 Exposition an der Vitrocell® Automated Exposure Station

Expositionen an der Vitrocell® Automated Exposure Station wurden &hnlich zur Vitrocell®
Cloud in drei Schritten durchgefiihrt, die im Folgenden geschildert sind.

Zellkulturvorbereitung
Die Vorbereitung der Zellkulturen fand analog zu den Expositionen in der Vitrocell®
Cloud statt (s. 4.2.2.6 Exposition mit Min-U-Sil5 an der Vitrocell® Cloud). Allerdings
wurden fiir diese Expositionsstation Zellkultureinséitze im 6-Well-Format und damit auch
hohere Zellzahlen benétigt. Da fiir die Exposition an der Automated Exposure Station nur
RPMI-1640-Medium verwendet werden kann, wurden die Zellen auch darin ausgestreut
und nachinkubiert. Der Transport zur Expositionsstation sowie die Exposition erfolgten in
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)-gepuffertem Medium, da
keine Pufferung durch COs moglich war. Die Nachinkubation fand in FKS-freiem RPMI-1640
statt, um Interferenzen in den nachfolgenden Assays zu verhindern. Die verwendeten
Medien sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Fiir die BEAS-2B-Monokultur wurden am Tag vor der Exposition die 6-Well-Zellkultur-
einsitze analog zur BEAS-2B-Zellkultur fiir zwei Stunden mit der zuvor genannten Coating-

Mixtur iiberzogen. Nach Abnahme der Coating-Mischung und Waschen mit PBS wurden
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Tabelle 4.1: Verwendete Medien bei Exposition von Lungenzellen an der Vitrocell® Auto-
mated Exposure Station Die jeweiligen Medien wurden mit Fetalem Kalberserum (FKS),
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep), L-Glutamin (L-GIn) und HEPES supplementiert.

Versuchsschritt Medium
Ausstreuen RPMI-1640 + 10 % FKS + 1% Pen/Strep + L-GIn
Exposition RPMI-1640 + HEPES + 1% Pen/Strep + L-Gln
Nachinkubation RPMI-1640 + 1% Pen/Strep + L-Gln

9,2x10° Zellen pro Einsatz in das apikale Kompartiment ausgestreut und 1,5 mL Medium
in das basolaterale Kompartiment gegeben.

Um eine BEAS-2B/dTHP-1-Cokultur zu erhalten, wurden nach drei bis vier Stun-
den 1,84x10° dTHP-1-Zellen pro Einsatz auf die bereits vorhandenen BEAS-2B-Zellen
ausgestreut.

Fiir eine BEAS-2B/dTHP-1/CCD-33Lu-Triplekultur, im Folgenden Triplekultur oder
3D-Kultur genannt, mussten nach dem Coating, jedoch vor Ausstreuen der BEAS-2B-Zellen,
die CCD-33Lu-Zellen ausgestreut werden. Hierzu wurden die mit Coating iiberzogenen
Einsitze invertiert in 10 cm-Petrischalen gestellt und 4,2 x 10° CCD-33Lu-Zellen in 1 mL
Medium vorsichtig auf die Membran pipettiert. Die Zellen wurden fiir eine Stunde unter
der Sterilbank inkubiert und anschlieBend das Medium bei leichtem Kippen der Einsétze
entfernt. Daraufthin wurden die Einsitze in die Ausgangslage zuriickgebracht und in
vorgewarmte 6-Well-Platten mit jeweils 1,5 mL Medium transferiert sowie 500 uL. Medium
in das apikale Kompartiment gegeben. Hiernach konnte mit dem Ausstreuen der BEAS-2B
und dTHP-1-Zellen wie bereits beschrieben fortgefahren werden.

Nach Abschluss des Ausstreuens wurden die Zellen iiber Nacht im Inkubator belassen.
In Abbildung 4.2 ist ein Beispiel fiir die Probenaufteilung fiir ein Experiment an der
Expositionsstation dargestellt.

Vorbereitung, Exposition und Nachbereitung
Am Tag der Exposition wurde das Expositionsmedium in eine sterile Glasflasche tiberfiihrt
und zusammen mit zwei Warmeelementen bei 37 °C aufgewadrmt. Eine Pinzette wurde
desinfiziert und die bendtigten Pipettenspitzen in sterile Aluminiumfolie gewickelt. Das Me-
dium im apikalen Kompartiment der Zellkultureinsitze wurde vorsichtig entfernt und das
Medium im basolateralen Kompartiment durch Expositionsmedium ersetzt. Die Inkubator-
kontrollen wurden in einen CO,-freien Inkubator tiberfiihrt, wihrend die restlichen Proben
mit dem aufgewdrmten Medium und den Warmeelementen in einem Transportbehalter
zur Expositionsstation am ITC transportiert wurden. In jedes Well der Expositionsmodule
wurden 6,3 mL Medium gegeben und die Einsitze in die jeweilige Position transferiert, auf
etwaige Luftblasen iiberpriift und gegebenenfalls Medium nachgefiillt. Die verwendeten
Module wurden geschlossen und die Exposition durch Mitarbeiter des ITC gestartet.

Nach einer Stunde wurde die Exposition beendet und die Einséitze mit den Zellen in die
6-Well-Platten transferiert. Das Medium wurde in 15 mL-Rohrchen gegeben und Zellen so-
wie Medium zurtick ins Zellkultur-Labor transportiert. Das Medium wurde bei 4 °C fiir eine

mogliche Kontrolle der Exposition aufbewahrt. Es erfolgte bei allen Zell-Proben daraufthin
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Abbildung 4.2: Position und Behandlungsarten fiir ein Beispielexperiment an der Vitrocell®
Automated Exposure Station In blau sind die Proben einer BEAS-2B-Monokultur dargestellt,
in griin die Proben einer BEAS-2B/dTHP-1-Cokultur. Die Einsitze des A-Moduls wurden als
Clean Air Control reiner Luft ausgesetzt, die Einsétze des B- und C-Moduls wurden gegeniiber
Carbonfasern exponiert. Die Inkubatorkontrollen (IK) wurden fiir die Dauer der Exposition in
einem COs-freien Inkubator belassen und jeweils mit 0,1 % Triton X-100 (IK2, IK5), 10 ug/mL
LPS (IK3, IK6) oder 100 uM Menadion (IK7, IK8) inkubiert.

ein Mediumswechsel. Dafiir wurde das HEPES-gepufferte Medium auf der basolateralen
Seite entfernt und frisches RPMI-1640 ohne FKS fiir die Nachinkubation zugegeben. Eine
Inkubatorkontrolle wurde vor Start der Nachinkubation mit 10 pg/mL LPS versetzt. Falls
keine Nachinkubation erfolgte, wurde ohne Mediumswechsel mit dem néachsten Schritt
fortgefahren (s. Abbruch der Nachinkubation). Zur Verwendung als Blindwert fiir den
LDH-Assay sowie den Interleukin-8 ELISA und zum Auffiillen der Proben wurde reines
Medium in T25-Flaschen gegeben und in den Inkubator gestellt. Die exponierten Zellen
wurden fir 0, 3 oder 23 Stunden im Inkubator nachinkubiert.

Abbruch der Nachinkubation

Eine Stunde vor Abbruch der Nachinkubation wurde eine Inkubatorkontrolle mit 100 uM
Menadion inkubiert, eine halbe Stunde vor Abbruch eine weitere Inkubatorkontrolle
mit 0,1 % Triton X-100 versetzt. Nach Ende des Nachinkubationszeitraums wurde das
Medium abgenommen und fiir den LDH-Assay sowie den IL-8 ELISA aufbewahrt. Apikal und
basolateral wurde 0,05 % Trypsin-EDTA-Losung zum Ablosen der Zellen hinzugefiigt und
fiinf Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Falle der Triplekultur wurde anstelle von Trypsin-EDTA-
Losung Accutase® verwendet. Der Ablosevorgang wurde durch Zugabe von RPMI-1640
mit FKS terminiert und die Zellen in 15 mL-Rohrchen iibertragen. Hiernach erfolgte eine
Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-Zihlkammer. Ein Aliquot der Zellen (3 x 10° Zellen)
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wurde fiir die Alkalische Entwindung abgenommen, der Rest der Zellen wurde zentrifugiert
und in Form von Pellets fiir Genexpressionsanalysen bei -80 °C eingefroren.

Nach Durchfiihrung der Alkalischen Entwindung wurden die Proben fiir die nachfol-
gende Chromatographie sowie die Pellets fiir die Genexpressionsanalysen gekiihlt zu den
Laboren am IAB transportiert.

4.2.3 Zytotoxizitatsstudien

Um eine mogliche zytotoxische Antwort festzustellen, wurden in dieser Arbeit verschie-
dene Methoden angewandt, welche unterschiedliche Parameter beleuchten. Die Zytotoxi-
zitdtsstudien wurden jeweils in Doppelbestimmung durchgefiihrt.

4.2.3.1 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung bzw. die Bestimmung des relative cell count (RCC) gibt erste
Hinweise auf die mogliche zytotoxische Wirkung einer Substanz. Falls die Anzahl der Zellen
im Vergleich zu einer Negativkontrolle reduziert ist, liegt dies zumeist an einem vermehrten
Absterben der Zellen oder einer verminderten Proliferation. Fiir diese Methode wurde,
wie flir andere Zellzahlbestimmungen, das CASY® TT Zellzéhlgerat verwendet. Je nach
Zelltyp wurden unterschiedliche Gating-Strategien verwendet, die es ermoglichen, neben
der absoluten Zellzahl auch eine relative Viabilitdt in Prozent zu messen, indem bestimmte
Grof3enbereiche fiir abgestorbene Zellen oder Zelltriimmer definiert werden.

Hierzu wurden aus den erstellten Zellsuspensionen 50 uL in ein mit 5mL Casy-Ton
gefiilltes Casy-Cup gegeben. Aus dem Casy-Cup wird anschliefend durch eine Kapillare Zell-
suspension ins Messgerat gezogen und die Zdhlung durch Streulichtmessung durchgefiihrt.

In den Laboren des IBCS am Campus Nord wurden Neubauer-Zahlkammern fiir die
Zellzahlung verwendet. Dazu wurde ein Aliquot der abgelosten Zellen abgenommen, 10 pL
der Zellsuspension in die Kammer pipettiert und die Zellzahl mithilfe eines Lichtmikroskops
bestimmt.

4.2.3.2 Lactatdehydrogenase-Assay (LDH)

Bei dem Lactatdehydrogenase-Assay (LDH-Assay) wird die Freisetzung von LDH aus den
Zellen in das umgebende Medium detektiert. LDH ist ein im Zytosol lokalisiertes Enzym,
welches nur bei Schiadigung der Zellmembran in den extrazelluldren Raum freigesetzt wird.
Die Membranschéden stellen hier das Mal3 fiir die Zytotoxizitit dar.

Bei Arbeiten am IAB wurde fiir die Quarz-Experimente der CytoTox-ONE™-Assay ver-
wendet. Er basiert auf der LDH-abhadngigen Umsetzung des Substrates Resazurin zum
Produkt Resorufin, welches durch Fluoreszenzmessung detektiert werden kann. 100 uL des
frisch abgenommenen Mediums wurden in eine 96-Well-Platte vorgelegt. 100 uL Substrat-
Losung wurden zugegeben und die Platte 10 Minuten bei Dunkelheit und Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zugabe von 50 puL Stopp-Losung wurde die Reaktion angehalten und der
entstandene Farbstoff fiir mehrere Stunden stabilisiert. Die Detektion erfolgte durch Fluo-

reszenzmessung mithilfe eines Plattenlesegerates (Absorption: 560 nm, Emission: 590 nm).
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Als Positivkontrolle wurden Zellen im Transwell fiir fiinf Minuten apikal mit einer
2 %-igen Triton X-100-Losung inkubiert. Der ermittelte Wert fiir die Positivkontrolle wurde
mit 100 % LDH-Freisetzung gleichgestellt. Als Negativkontrolle wurde neben PBS- bzw.
Reinluftkontrollen auch Medium ohne Zellen verwendet und die Zytotoxizitat aus den
Fluoreszenzwerten (F) mit folgender Formel berechnet:
F (Probe) - F (Medium)

Zvtotoxizitit %] — 100 1
ytotoxizitat [%] * F (100 % LDH Freisetzung) - F (Medium) @1

Bei Arbeiten am IBCS wurde fiir die Carbonfaser-Experimente das LDH Test Kit (Roche)
verwendet. Die Durchfithrung fand analog zum CytoTox-ONE-Assay statt. Lediglich die Po-
sitivkontrolle mit Triton X-100 wurde auf andere Weise angesetzt: es wurde 30 Minuten mit
einer 0,1 %-igen Triton-Losung inkubiert. Die Detektion erfolgte durch Absorptionsmessung
bei 490 nm.

4.2.4 Genexpressionsanalysen

Die Genexpressionsanalysen wurden mithilfe einer quantitativen Hochdurchsatz-PCR unter
Verwendung der Reversen Transkriptase (HT RT-qPCR) durchgefiihrt, welche zuvor im
Arbeitskreis etabliert wurde (Fischer et al., 2016). Hierbei wird die mRNA aus Zellproben
isoliert, in DNA transkribiert und einer quantitativen PCR unterzogen. Auf diese Weise
ist es moglich, die Menge an Gentranskripten bestimmter Gene im Vergleich zu einer
Negativkontrolle zu quantifizieren. Dies gibt Aufschluss iiber eine mogliche Aktivierung
oder Repression bestimmter Gene. Da es sich um eine Hochdurchsatz-Methode handelt,
ist es moglich, die Expression von 95 Genen in 96 unterschiedlichen Proben zeitgleich
zu messen. Das urspriinglich etablierte Genset wurde im Rahmen des CFC-Projektes um
16 neue Gene erweitert, die Signalwege der Inflammation und Fibrose abdecken. Eine
Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Gene ist im Anhang zu finden (s. B Ergénzende
Daten).

Die nach der jeweiligen Exposition generierten Zellsuspensionen wurden einer Zentri-
fugation unterzogen (1300 rpm, 4 min, 4 °C), der Riickstand in kaltem PBS resuspendiert
und erneut bei gleichen Einstellungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die
entstandenen Zellpellets bei -80 °C aufbewahrt, bis die Genexpressionsanalyse durchgefiihrt
wurde.

Die Arbeiten fiir die HT RT-qPCR wurden in Werkbanken durchgefiihrt, welche je nach
Arbeitsschritt RNA- bzw. DNA-frei gehalten und mit 80 % Ethanol gesdubert wurden.

RNA-Isolierung und —Quantifizierung
Fiir die Isolierung der RNA aus den Zellpellets wurde das NucleoSpin® RNA Plus Kit
(Macherey-Nagel) verwendet.

Die Zellpellets wurden in 350 uL Lysepuffer aufgenommen, mithilfe eines Vortexmi-
schers gemischt und auf die gDNA Removal-Saule iiberfiihrt. Es erfolgte eine Zentrifugation
(11000 g, 305s), woraufhin mit dem Durchgang weitergearbeitet wurde. Das Lysat wurde
mit 100 uL Binding Solution auf eine zweite, RNA-bindende Saule gegeben, wonach eine

36



4.2. METHODEN

weitere Zentrifugation stattfand (11000 g, 30s). Es folgten drei Waschschritte mit jeweils
200 uL Washing buffer 1 (WB1), 600 uL. Washing buffer 2 (WB2) und 250 uL. WB2. Zwischen
den Waschschritten erfolgten jeweils Zentrifugationen bei 11000 g fiir 20 Sekunden und
zuletzt fiir zwei Minuten. In einem letzten Schritt wurde die Sdule mit der aufgereinigten
RNA auf ein Eppendorf-Gefa® gegeben und die RNA nach Zugabe von 30 ul Nukleinsdure-
freiem Wasser durch Zentrifugation (11000 g, 1 min) eluiert. Die isolierte mRNA konnte
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

Bevor die mRNA in ¢cDNA transkribiert werden konnte, musste die RNA-Konzentration
bestimmt werden. Hierzu wurden die Proben aufgetaut, durchmischt und 2 puL. der RNA-
Losung auf eine NanoQuant-Platte gegeben. Durch Messung der Absorption bei 260 nm
konnte die RNA-Konzentration bestimmt werden. Dariiber hinaus wurde durch Bildung
der Quotienten zwischen der Absorption bei 260 und 280 nm die Reinheit der Proben
gewahrleistet. Hierbei durfte ein Wert von 2,0 nicht unterschritten werden.

Umschreibung in ¢cDNA durch Reverse Transkription
Die Transkription der mRNA in cDNA wurde unter Verwendung des qScript cDNA Synthesis
Kit (QuantaBio) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Hierzu wurde das Volumen der mRNA-Losung, welches 1 ug RNA entspricht, mit 5 uL.
Mastermix (1 pL. Reverse Transkriptase, 4 uL. 5x Reaction Mix) in einer Kavitat eines 8er
PCR-Streifens vermengt und das Volumen mit Nuklease-freiem Wasser auf 20 uL ergéanzt.
Die Proben wurden durch mehrere Zentrifugations- und Mischschritte mithilfe eines Vor-
texmischers gut durchmischt. Die Streifen wurden anschlief3end in einen Thermocycler
iiberfiihrt. Die Transkription fand mithilfe des in Tabelle 4.2 dargestellten Temperaturpro-
gramms statt. Die cDNA konnte mehrere Wochen bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
aufbewahrt werden.

Tabelle 4.2: Temperaturprogramm fiir die cDNA-Synthese.

Zeit[min] Temperatur [°C]

5 25
30 42
5 85
00 4

Praamplifikation
Vor Durchfiithrung der RT-PCR musste eine ausreichende Menge an cDNA fiir eine erfolg-
reiche Detektion gewahrleistet werden. Hierzu wurde eine Pradamplifikation der Zielgene
iiber 12 PCR-Zyklen durchgefiihrt. Zuvor musste ein Pooled Primer Mix (PPM) hergestellt
werden, in dem alle Primer in einer PCR-Kavitidt gesammelt wurden (Endkonzentration:
500 nM). Dieser konnte fiir mehrere Ansitze hergestellt und zwischendurch bei -20°C
gelagert werden.

Pro Ansatz wurden daraufhin 2,5 ul. TagMan PreAmp Master Mix (2x), 0,5 uL. PPM,
0,75 uL Nukleinsaure-freies Wasser und 1,25 pL. der cDNA-Probe vermischt. Die Proben

37



KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

wurden in mehreren Zentrifugations- und Mischschritten sorgfaltig durchmischt und in
einen Thermocycler iiberfiihrt. Es wurden zusitzlich zwei Kontrollproben mitgefiihrt,
jeweils ohne DNA (NTC-STA) und mit nicht transkribierter RNA (noRT). Die Proben
wurden dem in Tabelle 4.3 dargestellten Temperaturprogramm unterzogen.

Tabelle 4.3: Temperaturprogramm fiir die Praamplifikation.

Zeit Temperatur [°C]
10 min 95
15sek (12 Zyklen) 95
4min (12 Zyklen) 60
00 4

Exonuklease-Verdau

Nach Abschluss der Praamplifikation wurde sofort ein Exonukleaseverdau der amplifizierten
DNA-Proben durchgefiihrt. Zu jeder Probe wurden 2 ul. Exonuklease I-Losung gegeben
(0,4 uL Exonuklease I zu 20 Einheiten/uL, 0,2 ul. Exonuklease I Reaction buffer und 1,4 uL
Nukleinsdure-freies Wasser) und vorsichtig vermengt. Im Thermocycler erfolgte der Verdau
nach dem in Tabelle 4.4 dargestellten Temperaturprogramm.

Tabelle 4.4: Temperaturprogramm fiir den Exonukleaseverdau.

Zeit [min] Temperatur [°C]

40 37
15 80
00 4

Nach Beendigung des Verdaus wurden die Proben durch Zugabe von TRIS-EDTA-Puffer
fiinffach verdiinnt, griindlich gemischt und zentrifugiert. Die Proben wurden iiber Nacht
bei -20 °C gelagert.

Primerverdiinnung und Vorbereitung der Proben

Die verwendeten Primer wurden vor Durchfithrung der gPCR auf eine Konzentration von
5 uM gebracht. Hierzu wurden zu 2,5 pul forward und reverse Primer (jeweils 100 uM) 25 uL
Assay Loading Reagent (2x) und 22,5 ul. DNA-Suspensionspuffer gegeben. Dariiber hinaus
wurde eine no reagent control (NRC) mit 2,5 pul. Nukleinsdure-freiem Wasser mitgefiihrt.
Die so verdiinnten Primer konnten bei -20 °C gelagert werden.

Zur Probenvorbereitung wurden je 2,25 ul. der verdauten Proben mit je 2,5 ul. SsoFast
EvaGreen Supermix with Low ROX (2x) und 0,25 ul DNA Binding Dye Sample Loading Reagent
(20x) griindlich vermischt und zentrifugiert. Es wurde zusétzlich zu den Kontrollen aus
der Praamplifikation und dem Exonukleaseverdau eine weitere no template control (NTC)
mitgefiihrt, in der die verdaute Probe mit Nukleinsidure-freiem Wasser ersetzt wurde.
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96 x 96 Dynamic Array IFC qPCR Analyse

Fiir die qPCR wurde ein Dynamic Array integrated fluidic circuit (IFC) verwendet, nachfol-
gend als Chip bezeichnet. Beide Akkumulatoren des Chips wurden mit Control Line Fluid
befiillt und dieser nach Entfernung der Schutzfolie in den IFC Controller HX tiberfiihrt.
Es folgte das sogenannte Priming des Chips, bei welchem das Control Line Fluid in das
Mikrofluidik-System geleitet wird. Nach Beendigung des Priming wurde der Chip innerhalb
von zwei Stunden beladen.

Dazu wurden luftblasenfrei auf der Assay-Seite jeweils 5 ul eines Primers und auf der
Sample-Seite jeweils 5 ul einer Probe in eine Kavitdt gegeben. Die Proben und Primer
wurden durch ein weiteres Programm im IFC Controller HX in die Reaktionskammern
des Chip geleitet und dort durchmischt. AnschlieBend wurden mogliche Staubpartikel
vom Chip entfernt. Zum Schluss konnte der Chip in das BioMark™-System tiiberfiihrt
werden, in welchem die qPCR nach dem in Tabelle 4.5 dargestellten Temperaturprogramm

durchgefiihrt wurde.

Tabelle 4.5: Temperaturprogramm fiir die qPCR.

Zeit Temperatur [°C]
40 min 70
30s 60
60s 95
55 (30 Zyklen) 96
20 (30 Zyklen) 60
3s 60

1°C/3s bis 95

Datenauswertung

Die in der qPCR generierten Schmelzkurven der Proben wurden zunéchst mithilfe der
Software Fluidigm Real-Time PCR Analysis analysiert. Die Cq-Werte wurden mithilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes EvaGreen® bestimmt, welcher in die DNA interkaliert und so
eine Anderung des Fluoreszenzsignals herbeifithrt. Mithilfe der Software wurde eine
Basislinienkorrektur zur Prézisierung der Cq-Werte durchgefiihrt. Eine erste Uberpriifung
der Messwerte konnte durch eine Darstellung als Heatmap oder durch genauere Betrachtung
der einzelnen Schmelzkurven erfolgen.

Nach abgeschlossener Datenverarbeitung wurden die prozessierten Daten exportiert
und weiter mit der GenEx-Software ausgewertet. Es wurden mehrere Prozessierungsschritte
durchgefiihrt (Fischer et al., 2016). Unter anderem wurde ein Cutoff der Cq-Werte von 28
festgelegt, da bei einer hoheren Anzahl an Zyklen die Genauigkeit der PCR nicht mehr
gewahrleistet ist. Mithilfe der Funktionen geNorm und Normfinder wurde eine optimale
Auswahl an Referenzgenen vorgenommen. Zur Ermittlung der effektiven Cy-Werte wurde
die AACy-Methode verwendet. Zunéchst fand eine Normierung mithilfe der ausgewéahlten
Referenzgene statt:

ACq = Cq (Zielgen) — Cq (Referenzgen) “4.2)
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Anschlief3end wurden die Negativkontrollen subtrahiert:
AACy = ACq (Probe) — ACq (Negativkontrolle) (4.3)

Die Expression der Negativkontrollen wurde im Verlauf der Auswertung auf einen relativen
Wert von 1 festgelegt, sodass bei den Proben eine relative Verdnderung berechnet werden
konnte. Da in der Software mit den log,-Werten der berechneten Cq-Werte umgegangen
wird, wurde gegebenenfalls eine Umrechnung in den Numerus durchgefiihrt:

Verinderung = 2 24C (4.4)

Als relevant fiir diese Arbeit wurden Verdnderungen der Genexpression in der Gré3enordnung
von Verdopplungen/Halbierungen betrachtet.

4.2.5 Zytokinfreisetzung durch Enzyme-linked Inmunosorbent Assay

Zur Ermittlung einer moglichen inflammatorischen Antwort nach Quarz- bzw. Carbonfa-
serexposition wurde ein Engyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur quantitativen
Bestimmung des Chemokins Interleukin-8 (IL-8) durchgefiihrt.

Der ELISA basiert auf einer Detektion von Proteinen durch spezifische Antikorper. Es
handelt sich hierbei um eine weit verbreitete Standardmethode. Hierbei wird der Sandwich-
ELISA haufig verwendet, bei welchem das Zielprotein zunéchst an einen immobilisierten
Antikorper im Well bindet und ein zweiter Antikorper an das gebundene Antigen bindet.
An diesen Priméarantikorper bindet ein spezifischer Sekundarantikorper, welcher mit einem
Enzym markiert ist. Das Enzym setzt daraufhin ein abschlief3end zugegebenes Substrat
um, was zu einem Fluoreszenz- oder Chemilumineszenz-Signal fiihrt, welches mit einem
Plattenlesegerét detektiert werden kann. Die Fluoreszenz ist hierbei proportional zur Menge
an gebundenem Protein. (Uotila et al., 1981)

In dieser Arbeit wurde das IL-8 Human Uncoated ELISA Kit (ThermoFisher Scientific)
nach Herstellerangaben verwendet. Hierzu wurde eine 96-well-Platte {iber Nacht bei 4 °C
mit einem capture-Antikorper beschichtet. Nach Blockieren der Platte mit ELISASPOT-
Puffer fiir 1 h bei RT wurden die Standards sowie die ggfs. verdiinnten Proben aufgetragen.
Die Platte wurde 2 h bei RT oder tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschlief3end wurde der
detection-Antikorper sowie ein Konjugat aus Avidin und der Meerrettichperoxidase (HRP:
engl. horse radish peroxidase) zugesetzt und eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Zum
Schluss wurde die Substratlosung (3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin) in die Platte gegeben und
fiir ca. 15 Minuten bei RT inkubiert. Die Farbintensitat des Produktes konnte bei 650 nm
verfolgt werden. Bei einer ausreichenden Farbstoffkonzentration wurde die Reaktion mit
2N H,S04 gestoppt. Die Detektion erfolgte durch Messung der Absorption bei 450 nm.

4.2.6 Ermittlung von DNA-Strangbriichen durch Alkalische Entwindung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte auch der Einfluss von partikuldren und faserformigen

Substanzen auf die genomische Stabilitdt untersucht werden. Hier wurde die Alkalische
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Entwindung (AU) zur Detektion von DNA-Strangbriichen verwendet (Hartwig et al., 1996).
Die Methode basiert auf der Entwindung der genomischen DNA an DNA-Strangbriichen
durch eine alkalische Losung. Durch eine anschlief3ende Sdulenchromatographie kann
einzelstrangige von doppelstrangiger DNA getrennt und mithilfe einer interkalierenden
Substanz photometrisch detektiert werden.

Fiir die Durchfiihrung der Alkalischen Entwindung (AU) wurden den Zellsuspensionen,
die durch Ablésung der Zellen vom Transwell generiert wurden, jeweils 3x10° Zellen fiir
zwei technische Replikate entnommen.

Als Positivkontrolle wurde eine 30 mm-Schale mit unbehandelten, submers kultivierten
Zellen fiir eine Stunde mit 100 uM Menadion in Medium inkubiert. Fiir Arbeiten am IBCS
wurde die Positivkontrolle analog zu den anderen Proben im Zellkultureinsatz angesetzt
und apikal mit 1 mL sowie basolateral mit 1,5 mL 100 u Menadion fiir eine Stunde inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen abgelost und analog zu den exponierten Proben behandelt.

Alle Schritte wurden unter Lichtausschluss durchgefiihrt. Die Zellsuspensionen wurden
einer Zentrifugation unterzogen (1300 rpm, 4 min, 4 °C) und die entstandenen Pellets in
30 uL kaltem PBS resuspendiert, sodass eine Zellkonzentration von 1,5x 10* Zellen/uL
erreicht wurde. Die Suspensionen wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt.

Die benotigte alkalische Losung musste frisch am Tag vor Durchfithrung des Experi-
mentes hergestellt und auf einen fiir jede Zelllinie spezifischen pH-Wert gebracht werden
(A549/BEAS-2B: 12,1; CCD-33Lu: 11,8). Auf 15 uL der Zellsuspension wurden 1500 pL
alkalische Losung gegeben und zur Entwindung der DNA eine halbe Stunde bei Raum-
temperatur inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Neutralisation auf pH=6,8 mit 0,1 N
HCI und eine Sonifizierung mithilfe einer Ultraschallspitze fiir 15 Sekunden (10 % Am-
plitude, konstante Sonifizierung). Die entwundene und fragmentierte DNA wurde durch
Zugabe von 15 puL 10 % Natriumdodecylsulfat-Losung (SDS) stabilisiert und konnte bis zur
chromatographischen Trennung bei -20 °C gelagert werden.

Sdulenchromatographische Trennung und Fluoreszenz-Messung
Die chromatographische Trennung erfolgte unter Lichtausschluss und bei einer Temperatur
von 60°C. Die genaue Zusammensetzung der Puffer ist im Anhang in Tabelle A.2 zu
finden. Zur Trennung der DNA wurden Hydroxylapatit-Sdulen verwendet. Hydroxylapatit
wurde hierfiir in einer Konzentration von 0,1 g/mL in 0,01 M NaP-Puffer suspendiert
und 30 Minuten bei 60 °C inkubiert. Es wurden 1 mL Hydroxylapatit-Suspension fiir jede
Saule zwischen zwei Glasfaserfilter gegeben und im Anschluss zur Entfernung von DNA-
Verunreinigungen mit 0,5 M KP-Puffer gewaschen. Eine Aquilibieriung der Siulen erfolgte
mit 0,01 M NaP-Puffer, wonach die auf 60 °C vorgewarmten DNA-Proben auf die Saulen
gegeben wurden. Nach weiterer Zugabe von 0,01 M NaP-Puffer wurde einzelstrangige
DNA zunéichst durch Zugabe von 0,15 M KP-Puffer, und anschliefRend doppelstrangige DNA
durch Zugabe von 0,35 M KP-Puffer in eine 24-Well-Platte eluiert.

Die DNA wurde durch Zugabe des Hochst-Farbstoffes H33258 angefirbt (7,5x 10~ M).
Nach 20 Minuten wurde die Fluoreszenzintensitdt am Plattenlesegerdt bestimmt (Absorpti-

on: 360 nm, Emission: 455 nm).
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Berechnung des Anteils doppelstriangiger DNA

Die Anzahl der DNA-Strangbriiche sollte in Vergleich zu einer unbehandelten PBS- oder
Reinluftkontrolle sowie der Positivkontrolle Menadion gesetzt werden. Mal? hierfiir ist der
Anteil an doppelstrangiger DNA nach Entwindung mit der alkalischen Losung. Von der
Fluoreszenz (F) der Proben wurde die Fluoreszenz der Blindwerte (KP-Puffer) subtrahiert:

F (bereinigt) = F (Probe) — F (Blindwert) (4.5)

Der Hochst-Farbstoff interkaliert aufgrund der unterschiedlichen Strukturen starker in dop-
pelstrangige als in einzelstrdngige DNA, was mithilfe eines Korrekturfaktors berticksichtigt
wird (Korrekturfaktor = 2,1) (Hartwig et al., 1996):

F (dsDNA)

Anteil dsDNA %] = F(dsDNA) 1 2, 1 » F (ssDNA) (4.6)

Der prozentuale Anteil an doppelstrdngiger DNA gibt Aufschluss iiber die Integritét der
DNA in den Zellen. Mit Menadion behandelte Zellen sollten einen Anteil von 10 bis 20 %

aufweisen, unbehandelte Zellen sollten zwischen 60 und 80 % intakte DNA besitzen.

4.2.7 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden jeweils als Mittelwerte mit ermittelter Standardabweichung darge-
stellt.

Um signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Ergebnissen zu ermitteln, wurden
statistische Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurde bei Bezug einer Probe auf eine Kontrolle
und zur Bestimmung von Unterschieden zwischen verschiedenen Modellen der Student’s
T-Test angewandt. Bei Bezug mehrerer Proben auf eine Kontrolle wurde ein einfaktorieller
ANOVA mit anschliefendem Dunnett’s Post-Hoc Test durchgefiihrt. Hierzu wurde die Real
Statistics Resource Pack Software verwendet (Version 7.6). p-Werte unter 0,05 (*), 0,01
(**) und 0,005 (***) wurden als signifikant betrachtet.

42



KAPITEL 5

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Verwendung innovativer Materialien wie Nanopartikel, CNTs, Metallnanodrahte (engl.
Nanowire) und auch Carbonfasern wird stetig vorangetrieben und die Verwendung eben-
dieser Materialien in der Industrie nimmt aufgrund ihrer zahlreichen vielversprechenden
Eigenschaften zu. Es ist von grof3ter Bedeutung, neuartige Materialien toxikologisch zu
untersuchen, um so mogliche Gefahren fiir Arbeitskrafte und konsumierende Bevolkerung
zu erkennen und diese zu minimieren. In diesem Kontext sollen in dieser Arbeit zwei Mate-
rialien, der a-Quarz Min-U-Sil5 und Carbonfasern als innovatives Material, toxikologisch
untersucht werden. Im Fokus steht hier die Inhalation, da es sich dabei um den priméaren Ex-
positionsweg bei industrieller Verarbeitung der beiden Materialien handelt. Die Materialien
werden mithilfe von in-vitro-Expositionsmethoden auf verschiedene Lungenzellen-basierte
Modellsysteme aufgebracht und die Zellen daraufhin hinsichtlich relevanter toxikologischer
Endpunkte begutachtet. Als physiologisch realistischere Modelle werden neben klassischen
submersen Monokultur-Szenarien auch Cokultur-Modelle, in denen mehrere Zelltypen
zusammen kultiviert werden und miteinander wechselwirken kénnen, und ALI-Modelle ein-
gesetzt. Im ersten Teil dieser Arbeit werden diese verschiedenen Modelle gegeniibergestellt
und deren Eignung zur Untersuchung dieser Fragestellung mithilfe des gut untersuch-
ten Min-U-Sil5-Quarzes liberpriift. Ziel ist es, geeignete Modelle zu identifizieren und
detaillierte toxikologische Mechanismen beim Zusammenspiel verschiedener Zellarten
aufzuschliisseln. Im zweiten Teil der Arbeit werden vergleichbare Modelle hinsichtlich
ihrer toxikologischen Antwort auf unterschiedlich vorbehandelte Carbonfasern untersucht.
Hierbei soll ein spezielles Augenmerk auf die verschiedenen Arten der physikalischen
Vorbehandlung und dadurch verdnderte toxikologische Profile gelegt werden.
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5.1 Vergleich unterschiedlicher Lungenzellmodelle
in Hinblick auf die Toxizitat von «-Quarz

Um die Empfindlichkeit unterschiedlicher Zellkulturmodelle zu untersuchen, wurden die-
se gegeniiber dem «-Quarz Min-U-Sil5 exponiert. Min-U-Sil5 ist ein toxikologisch gut
charakterisiertes Material und dient in diversen Studien als Positivkontrolle, insbesonde-
re fiir inflammatorische Prozesse (Fenoglio et al., 2006; Lin et al., 2006; Warheit et al.,
2007). Fiir die Untersuchungen wurde die Alveolarepithelzelllinie A549 submers und an
einem ALI kultiviert. Dariiber hinaus wurden Cokulturen mit differenzierten THP-1-Zellen
(dTHP-1) etabliert und ebenfalls gegeniiber Quarzpartikeln exponiert. Die Cokulturen
wurden so konstruiert, dass zum Zeitpunkt der Exposition das Verhéltnis von Epithelzellen
zu Makrophagen-dhnlichen Zellen 10:1 betrug, was den Zellverhiltnissen in einer gesunden
menschlichen Lunge entspricht (Crapo et al., 1982). Eine aquivalente submerse Cokultur
wurde im Arbeitskreis bereits zur Untersuchung der Toxizitdt von Kupfer-Nanopartikeln
verwendet (Hufnagel et al., 2021a). Zur besseren mechanistischen Eingrenzung der be-
obachteten Effekte auf bestimmte Zellarten wurden auch dTHP-1-Zellen in Monokultur
submers untersucht.

Die Quarzpartikel wurden fiir alle Kulturen in drei Dosen eingesetzt: ca. 15, 30 und
60 ug/cm?, mit Ausnahme der dTHP-1-Monokultur, die aufgrund einer erhéhten Zytotoxi-
zitdt mit niedrigeren Konzentrationen von 1,5, 3 und 6 ug/cm? behandelt wurde. Fiir die
submersen Expositionen wird davon ausgegangen, dass die applizierte Dosis der deponier-
ten Dosis entspricht, da sich Quarzpartikel aufgrund ihrer Grof3e in biologischen Medien
innerhalb kiirzester Zeit komplett absetzen (Hinderliter et al., 2010). Bei ALI-Expositionen
fand die Ermittlung der deponierten Dosis liber eine Quarzkristallmikrowaage statt. Auf-
grund leichter Variationen zwischen einzelnen Versuchen wird die deponierte Dosis als
Mittelwert dreier Experimente mit Standardabweichung dargestellt. Nach Exposition und
Nachinkubation der Zellen wurden die Zytotoxizitit, Anderungen der Genexpression, die
Genotoxizitdt und die Inflammation untersucht.

Die Toxizitatsuntersuchungen des «-Quarzes Min-U-Sil5 wurden in Zusammenarbeit
mit dem Institut fiir Biologische und Chemische Systeme (IBCS) am KIT durchgefiihrt,
insbesondere mit Dr. Susanne Fritsch-Decker aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. Carsten
Weiss. In diesem Zuge wurden die submersen Expositionen sowie die Bestimmung des
Inflammationsmediators IL-8 vom IBCS durchgefiihrt. ALI-Expositionen und alle weiteren
Endpunkte wurden durch die Autorin dieser Arbeit am IAB durchgefiihrt.

Ein Grof3teil der in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse wurde bereits im Internatio-
nal Journal of Molecular Sciences publiziert. Die Publikationen "Comparing «-quartz induced
cytotoxicity and interleukin-8 release in pulmonary mono- and co-cultures exposed under
submerged and air-liquid interface conditions” (Friesen et al., 2022a) und ”Gene expression
profiling of mono- and co-culture models of the respiratory tract exposed to crystalline quartz
under submerged and air-liquid interface conditions” (Friesen et al., 2022b) sind im Volltext

auf der Journal-Homepage verfiigbar.
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5.1. VERGLEICH UNTERSCHIEDLICHER LUNGENZELLMODELLE IN HINBLICK AUF DIE
TOXIZITAT VON «-QUARZ

5.1.1 Physikochemische Charakterisierung der Testsubstanz Min-U-Sil5

Zunéchst wurden die physikochemischen Eigenschaften der Quarzpartikel bestimmt. Hierzu
wurden die Partikel, wie bereits beschrieben, vorbereitet und einer Messung durch Dynamic
light scattering (DLS) unterzogen sowie Aufnahmen an einem Transmissionselektronenmi-
kroskop (TEM) angefertigt. Die Ergebnisse der Grol3enbestimmung sind in Abbildung 5.1,
TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.2 und weitere Charakteristika des Quarzes in Tabelle 5.1
zusammengefasst.

Tabelle 5.1: Physikochemische Eigenschaften von Min-U-Sil5. !Untersuchung mithilfe von DLS
nach Vorbereitung der Partikel in 0,05 % BSA mithilfe des NANOGENOTOX-Protokolls (Jensen
et al., 2017), *Herstellerinformation, PDI: Polydispersititsindex.

Durchmesser (um) PDI  Median-Durchmesser (um) Reinheit (%)
0,96! 0,462! 1,62 99,42
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Abbildung 5.1: Groflenverteilung des Quarzes Min-U-Sil5 nach Partikelvorbereitung nach dem
NANOGENOTOX-Protokoll (Jensen et al., 2017). Die Quarzpartikel wurden in 0,05 % BSA
aufgenommen und fiir 13:25 Minuten an der Ultraschallspitze sonifiziert. Die Bestimmung
der PartikelgroRen fand durch DLS statt. Dargestellt sind die Mittelwerte zweier unabhéngiger
Versuche in Dreifachbestimmung + SD.

Bei Min-U-Sil5 handelt es sich um einen Quarz hoher Reinheit (99,4 %), mit nur einem
geringen Anteil an Verunreinigungen, und einem nominalen Durchmesser von 1,6 um. Bei
der GroRenbestimmung mittels DLS wurde ein Hauptpeak mit einem Maximum bei ca.
0,96 um ermittelt, was leicht unter dem nominalen Massenmedian lag. Durch die grof3e
Breite des Peaks und den hohen PDI von 0,462 wurde ersichtlich, dass die Partikel eine
hohe Polydispersitat aufweisen und damit einen breiten Grof3enbereich abdecken, der
die in den Herstellerangaben genannte GrofRe einschlieldt. Zuséatzlich war bei ca. 5,6 um
ein sekundarer Peak zu erkennen, bei dem es sich vermutlich um Partikelagglomerate
handelte. Die TEM-Aufnahmen nach Verneblung in der Vitrocell® Cloud (Abbildung 5.2B)
unterstiitzen diese Beobachtung: die Grol3e der Partikel zeigte starke Variationen und eine
Tendenz zur Agglomeration. Vor allem im Vergleich zu den in den submersen Studien

verwendeten Suspensionen (s. Abbildung 5.2A), die mit einer anderen Methode hergestellt
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Abbildung 5.2: Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahmen (TEM) von Min-U-Sil5 nach
Vorbereitung fiir submerse Inkubation (A) und nach ALI-Exposition in der Vitrocell®
Cloud (B). (A) Quarzpartikel wurden in sterilem bidestilliertem Wasser suspendiert, sonifi-
ziert und als Suspension auf ein TEM-Grid gegeben. (B) Quarzpartikel wurden in 0,05 % BSA
aufgenommen und fiir 13:25 Minuten an der Ultraschallspitze sonifiziert. Die Partikelsuspen-
sion wurde anschliefend in den Vernebler der Vitrocell® Cloud gegeben und als Aerosol in
die Kammer und auf das TEM-Grid iibertragen. Maf3stab: 2000 nm.

wurden, zeigte sich die grol3e Heterogenitit der Partikel. Es ist unklar, ob die Unterschiede in
den TEM-Aufnahmen erst durch die Verneblung oder durch das abweichende Vorgehen bei
der Partikelvorbereitung zustande kamen. Es kann geschlossen werden, dass die Methode
der Partikelvorbereitung einen grof3en Einfluss auf die Grol3enverteilung der Partikel hat.

5.1.2 Betrachtung der Zytotoxizitat nach Exposition gegeniiber Quarz

Als erste toxikologische Untersuchung wurde die Zytotoxizitdat nach Quarzexposition in den
Zellkulturmodellen mithilfe des LDH-Assays betrachtet (Abbildung 5.3).

Die dTHP-1-Zellen zeigten mit einer konzentrationsabhidngigen Zunahme der LDH-
Freisetzung die hochste Empfindlichkeit gegeniiber Min-U-Sil5. Eine signifikante zyto-
toxische Wirkung war bereits ab einer Dosis von 6 ug/cm? zu erkennen. Die maximale
LDH-Freisetzung war bei 60 pg/cm? mit ca. 58 % erreicht. Die vergleichsweise niedrige
Freisetzung von LDH durch die dTHP-1-Monokulturen im Vergleich zu den anderen Zellkul-
turmodellen ist durch die geringe Zelldichte und dadurch geringere relative Konzentration
der LDH im umgebenden Medium zuriickzufithren. Eine hohe Zytotoxizitdt der Quarze
Min-U-Sil5 und DQ12 wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben und wurde
im Allgemeinen auf die erhohte Internalisierung der Quarzpartikel durch Phagozytose in
Makrophagen zurtickgefiihrt (Albrecht et al., 2007; Grytting et al., 2021; Iyer et al., 1996).
Ein weiterer mehrfach postulierter Effekt ist die darauf folgende Destabilisierung und der
Bruch von Lysosomen durch die aufgenommenen Quarzpartikel, deren reaktive Oberfldche
durch den sauren pH-Wert von einer moglichen Proteincorona befreit wird. Dies hat eine
Freisetzung der Partikel und des Lysosomeninhalts ins Zytoplasma und die Bildung von
ROS zur Folge (Leinardi et al., 2020; @vrevik et al., 2015).

Nach ALI-Exposition konnte keine signifikante Induktion einer Zytotoxizitdt beobachtet

werden. Alle Proben wiesen eine konstante LDH-Freisetzung von 16-20 % auf. Gleichzeitig
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Abbildung 5.3: LDH-Freisetzung nach ALI- (A) und submerser Exposition (B) von A549-
Mono- und A549/dTHP-Cokulturen und submerser Exposition von dTHP-1-Zellen (C)
gegeniiber Min-U-Sil5. A549-Zellen in Monokultur und Cokultur mit dTHP-1-Zellen wurden
am ALI fiir 10 min gegeniiber Quarzpartikeln exponiert und 24 h nachinkubiert. Die submerse
Inkubation der A549- und dTHP-1-Mono- sowie A549/dTHP-1-Cokulturen fand iiber 24 h
statt. Die Zellkulturiiberstinde wurden hinsichtlich ihres LDH-Gehaltes analysiert und auf
die Positivkontrolle Triton X-100 (100 %) bezogen. Die Mittelwerte dreier unabhéngiger
Experimente + SD sind dargestellt. Signifikanz zur Negativkontrolle (ANOVA-Dunett’s):
* ok /xkx (p < 0,05/0,01/0,005).

zeigten sowohl Mono- als auch Cokultur nach submerser Inkubation eine konzentrations-
abhingige und signifikante LDH-Freisetzung von jeweils ca. 50 bzw. 40 % bei der hochsten
Quarzdosis. Dieses Ergebnis impliziert, dass die submersen Zellkulturen empfindlicher

gegeniiber Quarzpartikeln sind als die ALI-Kulturen.

Eine geringe bzw. nicht vorhandene Zytotoxizitat von submers auf A549 applizierten
Quarzstduben wurde bereits in einer Vielzahl von Publikationen festgestellt, sowohl fiir
Min-U-Sil5 (Vuong et al., 2017; R. Wu et al., 2020) als auch fiir andere Quarzarten wie
Norquartz-45 und DQ12 (Clouter et al., 2001; Hetland et al., 2001). Gleichzeitig wurde
in einigen Studien eine erhéhte Toxizitit ab 15 oder 20 ug/cm? beschrieben (Freyria et
al., 2012; Williams & Zosky, 2019). Demnach sind in der Literatur berichtete Ergebnisse
nicht einheitlich und stark abhangig von der verwendeten Methode und Zelllinie. Die
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Vorbehandlung der Partikel und das verwendete Suspensionsmedium spielen ebenfalls eine
tragende Rolle.

In nur wenigen Studien werden Vergleiche zwischen submerser und ALI-Exposition mit
Partikeln angestellt. Allerdings wurden vergleichbare Ergebnisse in Arbeiten nach Expositi-
on mit Silica-NP (Panas et al., 2014) und Quarzpartikeln (Ohlinger et al., 2019) erzielt:
beide zeigten eine hohere Empfindlichkeit von submersen Modellen gegeniiber Silica. In
der vorliegenden Arbeit kann dieser Effekt damit erklart werden, dass die Partikel fiir die
ALI-Exposition mit BSA aufgearbeitet wurden und dadurch eine Proteincorona aufwiesen,
die die Reaktivitat der Quarzoberflache abschwécht (Leibe et al., 2019). Andererseits kann
sich durch die submerse Exposition im Beisein von FKS ebenfalls eine Proteincorona aus-
bilden, deren Proteinzusammensetzung zwar variiert, die dennoch eine abschwéchende
Wirkung aufweist (Hu et al., 2011). Dartiiber hinaus ist durch Kultivierung von A549-Zellen
an einem ALI die Produktion von Surfactant moglich, welches eine protektive Wirkung
gegeniiber Partikeln besitzen kann (Blank et al., 2006).

5.1.3 Genexpressionsprofile nach Exposition gegentiber Quarz

Zur Untersuchung des Einflusses von Quarzpartikeln auf die Genexpression in verschiede-
nen Zellkulturmodellen wurden Genexpressionsprofile mit Hilfe einer HT RT-qPCR erstellt.
Diese Methode ermoglicht die quantitative Untersuchung von 95 Genen in 96 Proben zu-
gleich (Fischer et al., 2016). Die entsprechenden Gene konnen unterschiedlichen Gruppen
zugeordnet werden: Fremdstoffmetabolismus, Inflammation, Fibrose, Metallhomoostase,
oxidative Stressantwort, apoptotische Faktoren und Zellzyklusregulatoren sowie DNA-
Schadensantwort und -Reparatur. In diesem Kapitel wird nur auf die Gene eingegangen,
bei denen eine Anderung von log, = +1 oder -1 zu beobachten war, was einer Verdopplung
bzw. Halbierung der detektierten Transkriptmenge entspricht und damit eine biologisch
relevante Wirkung indiziert. Ein solches Vorgehen wurde bereits in anderen Studien be-
schrieben, in denen Untersuchungen der Genexpression durchgefiihrt wurden (Izzotti et al.,
2002; J. Ye & Shi, 2001) und ist im Arbeitskreis auf diese Weise etabliert (Gajewski & Hart-
wig, 2020; Hufnagel et al., 2021a; Schumacher et al., 2022). Detaillierte Ergebnisse finden
sich im Anhang (s. Anhang B Ergdnzende Daten: Abbildung B.1 fiir die A549-Monokultur,
Abbildung B.2 fiir die dTHP-1-Monokultur, Abbildung B.3 fiir die A549/dTHP-1-Cokultur
und Abbildung B.4 fiir die zeitabhidngigen Genexpressionsstudien).

5.1.3.1 Konzentrationsabhéngige Genexpressionsprofile

Zunichst wurde eine mogliche konzentrationsabhéngige Toxizitidt untersucht. Hierzu wur-
den die Zellkulturmodelle gegentiber drei verschiedenen Dosen Min-U-Sil5 exponiert
und fiir 24 h nachinkubiert. A549-Mono- und A549/dTHP-1-Cokulturen wurden gegeniiber
héheren Dosen (ca. 15, 30 und 60 ug/cm?) exponiert als die dTHP-1-Monokultur (1,5, 3 und
6 ug/cm?). Grund hierfiir ist die zuvor demonstrierte erhohte Zytotoxizitit der Quarzparti-
kel in den Makrophagen-ahnlichen Zellen, was stark verringerte mRNA-Konzentrationen
zur Folge hatte und eine Durchfiihrung der qPCR-Methode bei hoheren Quarzkonzen-

trationen nicht moglich machte. Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen sind fiir die
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verschiedenen Kultursysteme zunachst als Heatmaps und fiir ausgewéhlte Gene im Detail

dargestellt.
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Abbildung 5.4: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von A549-Monokulturen
nach ALI- und submerser Exposition gegeniiber Min-U-Sil5 und 24 h Nachinkubation als
Heatmap. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung eine Repression.
Fiir die Dosisbestimmung bei ALI-Deposition ist der Mittelwert + SD aus drei unabhéngigen
Versuchen dargestellt. n.q.: nicht quantifizierbar.
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Abbildung 5.5: Einfluss von Min-U-Sil5 auf die Expression der Gene IL-6, IL-8 und SOD2 durch
A549-Monokulturen. A549-Zellen wurden an einem ALI fiir 10 Minuten gegeniiber drei
Dosen Quarzpartikel exponiert (durchgingige Farbung) bzw. submers inkubiert (schraffierte
Farbung). AnschlieSend erfolgte eine Nachinkubation fiir 24 h. Es ist der Mittelwert + SD
dreier unabhangiger Experimente dargestellt. Signifikanz (Student’s T-Test): * (p<0,05), **
(p<0,01).

Bei der A549-Monokultur wurden grundséatzlich nur wenige Gene beeinflusst, wie aus
der Heatmap ersichtlich wird (Abbildung 5.4). Biologisch relevante Effekte wurden dariiber

hinaus nur nach submerser Inkubation mit Quarzpartikeln festgestellt, insbesondere im
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Bereich der Inflammation und oxidativen Stressantwort. Die Daten fiir drei der auffélligsten
Gene, IL-8, IL-6 und SOD2, sind in Abbildung 5.5 im Detail dargestellt. Hierbei zeigte IL-8,
welches fiir das gleichnamige Chemokin kodiert, eine konzentrationsabhingig ansteigende
Expression mit signifikanten Verdnderungen bei der mittleren (ca. 2-fach) und hohen Dosis
(ca. 6-fach) nach submerser Exposition.

IL-6 konnte bei ALI-Exposition lediglich bei der hochsten Konzentration detektiert
werden. Im Gegensatz dazu zeigte dieses Gen nach submerser Exposition eine signifikante
Halbierung der Expression bei der niedrigen Dosis und eine signifikante Induktion um das
dreifache bei der hohen Dosis. Dies spricht fiir eine anfingliche Induktion antiinflammato-
rischer Mediatoren, wie z.B. IL-4, bei niedrigen Quarzkonzentrationen, welche bei hoheren
Konzentrationen durch proinflammatorische Signalwege abgel6st wurden (te Velde et al.,
1990).

Analog zu den Zytotoxizitatsstudien fiel die hohere Empfindlichkeit der submersen
Kultur gegentiber Partikeln auf, moglicherweise durch eine verstirkte Internalisierung der
Partikel durch Endozytose unter submersen Bedingungen. Eine hohere Partikelaufnahme in
A549-Zellen unter submersen Bedingungen im Vergleich zu einer ALI-Exposition wurde
bereits fiir TiO2-NP beschrieben (Medina-Reyes et al., 2020).

Dariiber hinaus wurden die Gene NFKB2 und SOD2 jeweils um das 2,5- und 3-fache
aktiviert, was fiir eine Beteiligung des NF-kB-Signalwegs spricht. NFKB2 kodiert hierbei
fiir das p52-Monomer des NF-«B-Transkriptionsfaktors, welches nach Translokation in den
Zellkern die Transkription diverser Gene der Inflammation und oxidativen Stressantwort
moduliert, etwa IL-8, IL-6 und auch SOD2. Die gesteigerte Expression von NFKB2 kann
auf die verstarkte Aktivierung des nicht-kanonischen NF-«kB-Wegs hindeuten. Allerdings
spiegelt die Induktion des Gens nicht notwendigerweise auch eine starke Beteiligung an
der Signalweiterleitung wieder, da die NF-kB-Dimere in vielen Zellen konstitutiv exprimiert
werden und nicht erst auf Ebene der Genexpression induziert werden miissen, um eine
moglichst schnelle Antwort auf exogene Reize zu gewéhrleisten (Tripathi & Aggarwal,
2006). Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs durch Quarz wurde bereits fiir Rattenepi-
thelzellen nachgewiesen (van Berlo et al., 2010), auch die Induktion von IL-6 und IL-8 in
A549-Zellen auf Proteinebene (Hetland et al., 2001; Williams & Zosky, 2019). Die Freiset-
zung von Zytokinen als Reaktion auf Quarzpartikel wird in einem spateren Kapitel néher
beleuchtet (s. 5.1.4 Zytokinfreisetzung nach Exposition gegeniiber Quarz).

Neben den Analysen von A549-Monokulturen wurden Genexpressionsprofile von
dTHP-1-Zellen erstellt. Eine Ubersicht der relevanten Verinderungen ist in Abbildung
5.6 dargestellt, Details fiir die Gene IL-8 und SODZ2 in Abbildung 5.7.

Es wird ersichtlich, dass Min-U-Sil5 in dTHP-1-Zellen eine gro3ere Bandbreite inflam-
matorischer Gene induziert. Wahrend erneut IL-8 mit einem konzentrationsabhingigen
Verlauf und einer maximalen Induktion um das 24-fache die gro3te Effektstérke aufwies,
wurden in geringerem Mal3e auch andere inflammatorische Gene induziert, beispielswei-
se COX2, IL-1A und IL-1B. Dies, sowie die Hochregulation der NF-kB-assoziierten Gene
NFKB1, NFKB2, NFKBIA und SOD2, suggeriert die Bedeutung dieses Signalwegs bei der
Quarz-vermittelten Inflammation auch fiir die Makrophagen-ahnlichen Zellen (Witkamp

50



5.1. VERGLEICH UNTERSCHIEDLICHER LUNGENZELLMODELLE IN HINBLICK AUF DIE
TOXIZITAT VON «-QUARZ

dTHP-1
submers
pg/em® 15 3 6
CCL22
cox?
1L-14
Inflammation  J7-/B 5
1L-6 4
IL-8 . T -
TNF-A 5 R =
NFKBI | =2
Oxidative ~ NFKB2 0 =9
Stressantwort ~ NFKBIA -1 g’ §
SOD2 2 g’r%
Apoptose und  EGFR 38 %
Zellzyklus- JUN 4 P
regulation VEGFA -5
DNA- DDIT3 '
Schadensantwort GADD45A4 % nq.

Abbildung 5.6: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von dTHP-1-
Monokulturen nach submerser Exposition gegeniiber Min-U-Sil5 und 24 h Nachin-
kubation als Heatmap. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung
eine Repression. n.q.: nicht quantifizierbar.
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Abbildung 5.7: Einfluss von Min-U-Sil5 auf die Expression der Gene IL-8 und SOD2 durch
dTHP-1-Monokulturen. dTHP-1-Zellen wurden submers mit 1,5, 3 und 6 ug/cm? Quarz ex-
poniert und 24 h nachinkubiert. Es ist der Mittelwert + SD dreier unabhéngiger Experimente
dargestellt. Signifikanz zur Negativkontrolle (ANOVA-Dunett’s): * (p<0,05), ** (p<0,01).

& Monshouwer, 2000). Der Zusammenhang zwischen dem NF-kB-Transkriptionsfaktor
und reaktiven Sauerstoffspezies als Folge der Quarzexposition von Makrophagen wurde
mechanistisch im Detail von Castranova et al. (2004) zusammengefasst. Dariiber hinaus

konnen der Beteiligung inflammatorischer Gene auch andere Signalwege zugrunde liegen:

51



KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Induktion von IL-1B impliziert ebenfalls eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
(Sayan & Mossman, 2015). COX2 und IL-1A werden daneben durch den Transkriptions-
faktor AP-1 verstarkt exprimiert. Hierfiir ist insbesondere die leichte Erhohung des Gens
JUN ein Indiz, welches fiir c-Jun, ein Monomer des Heterodimers AP-1, kodiert (Hess &
Schorpp-Kistner, 2004). Demzufolge kann fiir die inflammatorische Antwort in dTHP-1-
Zellen eine Beteiligung mehrerer verschiedener Signalwege und deren Zusammenspiel
postuliert werden. Die Bedeutung der NF-kB- und Inflammasom-vermittelten Antwort nach
Quarzexposition wurde bereits fiir THP-1-Zellen untersucht (Cui et al., 2020). Das volle
Ausmal} der inflammatorischen Antwort ist fiir die dTHP-1-Zellen in der vorliegenden
Arbeit nicht bekannt, da gerade diese einer starken Zeitabhéngigkeit unterliegt. Beispiels-
weise ist die Abwesenheit einer Antwort bei dem Gen TNF-A, welche sehr charakteristisch
fiir Makrophagen ist, auffallend (J. Sethi & Hotamisligil, 2021). Bei TNF-« und IL-1, die
ebenso nur ein geringes Mal3 an Induktion aufweisen, handelt es sich um sogenannte
early response-Zytokine, welche fiir ihre schnelle Freisetzung und Wirkungsweise bekannt
sind (Toews, 2001). Aus diesem Grund konnte durch die Wahl einer Nachinkubationszeit
von 24 h die initiale Antwort bestimmter Zytokine bereits voriiber sein. Zeitabhingige
Veranderungen der Genexpression durch die Wahl kiirzerer Nachinkubationszeitraume
wurden in dieser Arbeit lediglich in der A549/dTHP-1-Cokultur an einem ALI betrachtet (s.
5.1.3.2 Zeitabhangige Genexpressionsprofile).

Um ein realistischeres Modell der Lunge im Rahmen einer A549/dTHP-1-Cokultur zu
untersuchen, wurden Genexpressionsanalysen bei Exposition mit vergleichbaren Dosen
Min-U-Sil5 wie in der Monokultur erstellt. Eine Ubersicht relevanter Gene ist in Abbil-
dung 5.8 dargestellt. Eine detaillierte Betrachtung einzelner Gene der Inflammation und
oxidativen Stressantwort findet sich in Abbildung 5.9 und Abbildung 5.10.

In der Cokultur war die Aktivierung einer groReren Anzahl von Genen als in den
Monokulturen zu beobachten. Insbesondere im Bereich der Inflammation war diese im
Vergleich zur Monokultur verstérkt. Hier zeigte, dhnlich zur Monokultur, IL-8 die hochste
Induktion, wobei der Effekt erneut nach submerser Inkubation (16-fach) stirker war
als in der ALI-Kultur (7-fach). Ahnliche Effekte wurden fiir die Gene COX2 (submers 3-
fach, ALI 2,5-fach) und IL-1B (submers 6,5-fach, ALI 2-fach) festgestellt. IL-6, TNF-A und
CCL22 wurden hingegen nach ALI-Exposition starker induziert, was fiir eine verstarkte
Aktivitat der dTHP-1-Zellen am ALI spricht. Vor allem bei CCL22 und TNF-« handelt es
sich hauptsachlich um Marker fiir Makrophagen-Aktivitat (Godiska et al., 1997; J. Sethi &
Hotamisligil, 2021). Eine mogliche Hypothese beziiglich des beobachteten Effekts besteht
darin, dass die dTHP-1-Zellen durch die ALI-Kultivierung einem hoheren Stress ausgesetzt
und dadurch empfindlicher gegeniiber exogenen Reizen sind.

Auch die Induktion von SOD2 war im Vergleich zur Monokultur verstarkt, und auf
dhnliche Weise bei submerser Exposition héher (10-fach) als bei ALI-Exposition (5-fach).
Zusétzlich zur Induktion von NFKBIA, NFKB2 sowie der fiir Zytokine kodierenden Gene IL-6,
IL-8, IL-1A/B und COX2 ist dies erneut ein Hinweis auf Beteiligung des NF-kB-Signalweges
bei der toxikologischen Antwort auf Quarz. NFKBIA kodiert hierbei fiir den Inhibitor IkBa,
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Abbildung 5.8: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von A549/dTHP-1-
Cokulturen nach ALI- und submerser Exposition gegeniiber Min-U-Sil5 als Heatmap.
Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung eine Repression. Fiir die
Dosisbestimmung bei ALI-Deposition ist der Mittelwert + SD aus drei unabhéngigen Versu-
chen dargestellt. n.q.: nicht quantifizierbar.

der in einem negative feedback-Prozess durch das aktivierte NF-kB-Dimer induziert wird
(Prescott et al., 2021).

Eine verstarkte Inflammationsantwort von Cokultur-Modellen nach Quarzexposition
wurde bereits in verschiedenen Studien erfasst. In einem 3D-Modell aus A549-, dTHP-1-
und Ea.hy926-Zellen wurden nach Exposition mit Min-U-Sil5 IL-6, IL-8, IL-1 und TNF-« auf
Ebene der Genexpression und Proteinebene in hohem Maf3e (100 bis 400-fach) induziert. Al-
lerdings wurde in dieser Studie ein geringeres Verhéltnis von Epithelzellen zu Makrophagen
gewdhlt (ca. 2,5:1), was die inflammatorische Antwort verstéarkt, sowie hohere Quarzdosen
von bis zu 192 ug/cm? eingesetzt (Skuland et al., 2020). In einem vergleichbaren Modell
wurden IL-6, IL-1p und COX2 ab einer Quarzkonzentration von 80 ug/cm? sowohl in einem
Kontaktszenario als auch in einer kontaktlosen Cokultur freigesetzt (Herseth et al., 2009).
Im Kontrast dazu steht eine Studie mit A549-Mono- und A549/dTHP-1-Cokulturen an
einem Pseudo-ALl, die gegeniiber dem Quarz DQ12 exponiert wurden. Hier zeigten die
Monokulturen durchgehend eine hohere Freisetzung von IL-6 und IL-8 (Meldrum et al.,
2022). Ein Zusammenhang zwischen Quarz und dem NF-kB-Signalweg wurde ebenso in
Cokulturen aus Rattenepithelzellen und -makrophagen beschrieben (van Berlo et al., 2010).
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Abbildung 5.9: Einfluss von Min-U-Sil5 auf die Expression inflammatorischer Gene durch

A549/dTHP-1-Cokulturen. Cokulturen wurden an einem ALI fiir 10 Minuten gegeniiber drei
Dosen Quarzpartikel exponiert (durchgéngige Farbung) bzw. submers inkubiert (schraffierte
Farbung). Anschlief3end erfolgte eine Nachinkubation fiir 24 h. Es ist der Mittelwert + SD
dreier unabhingiger Experimente dargestellt. Signifikanz zur Negativkontrolle (ANOVA-
Dunett’s): * (p<0,05), ** (p<0,01).
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Abbildung 5.10: Einfluss von Min-U-Sil5 auf die Expression von Genen der oxidativen Stressant-
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wort durch A549/dTHP-1-Cokulturen. Cokulturen wurden an einem ALI fiir 10 Minuten
gegeniiber drei Dosen Quarzpartikel exponiert (durchgéngige Farbung) bzw. submers inku-
biert (schraffierte Farbung). Anschlief3end erfolgte eine Nachinkubation fiir 24 h. Es ist der
Mittelwert + SD dreier unabhéngiger Experimente dargestellt. Signifikanz zur Negativkon-
trolle (ANOVA-Dunett’s): * (p<0,05), ** (p<0,01).
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Dariiber hinaus spricht die verstarkte Expression von IL-1B in diesem Modell auch
fiir die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, was die Inflammationsantwort weiterhin
verstarkt. Das sekretierte IL-13 kann an den IL-1-Rezeptor benachbarter Zellen binden und
dadurch weitere inflammatorische Signalwege aktivieren (Broz & Dixit, 2016). Hierfiir
spricht ebenfalls die verstiarkte Expression von COX2, welche ebenfalls durch IL-1f induziert
wird (Simmons et al., 2004). Das Zusammenspiel von Quarzexposition und Inflammasom-
Aktivitat wurde bereits in diversen Studien postuliert, darunter in A549- und 16HBE14o0-
(R. Wu et al., 2020), BEAS-2B- und THP-1- (Peeters et al., 2014) und NHBE-Zellen (Peeters
etal., 2013).

Neben Genen der Inflammation und oxidativen Stressantwort wurden auch Gene der
Metallhomdostase mit steigender Quarzdosis induziert, insbesondere nach submerser Expo-
sition. Da es sich bei Min-U-Sil5 um einen Quarz hoher Reinheit handelt, kann eine Einwir-
kung metallischer Verunreinigungen weitgehend ausgeschlossen werden. Wahrscheinlicher
ist eine Induktion durch oxidativen Stress. MT1X und MT2A kodieren fiir Metallothioneine,
die neben ihrer Funktion als Metall-bindende Proteine durch ihre Thiol-Gruppen auch
ROS binden konnen und auf Ebene der Genexpression durch oxidativen Stress und diverse
Zytokine induziert werden konnen (Kumari et al., 1998; Ruttkay-Nedecky et al., 2013).

Es kann fiir die konzentrationsabhingigen Genexpressionsanalysen zusammengefasst
werden, dass die Art und das Ausmal} der beobachteten Antworten deutlich von Zellkultur-
modell und Expositionsart abhdngen. Die beobachteten Effekte konnen zum Grof3teil den
beiden Clustern ”"Inflammation” und "Oxidative Stressantwort” zugeordnet werden. Die
ROS- und Rezeptor-vermittelte NF-kB-Antwort stellt vermutlich den Hauptsignalweg fiir
alle Zellkulturmodelle dar. In der dTHP-1-Monokultur traten Hinweise auf eine zusétzliche
Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms auf. In den Cokulturen konnte eine Amplifikation
der inflammatorischen Effekte beobachtet werden, die die Summe der in den Monokultur
beobachteten Antworten um ein Vielfaches tibersteigt, was eine Kommunikation zwischen
den beiden Zelltypen bestéatigt. Mit wenigen Ausnahmen wurde fiir die A549-Mono- und
A549/dTHP-1-Cokulturmodelle dariiber hinaus eine héhere Empfindlichkeit der submersen
Modelle mit einer einhergehenden verstarkten inflammatorischen Antwort festgestellt.

5.1.3.2 Zeitabhangige Genexpressionsprofile

Die Zeitabhingigkeit der intrazelluldren Signalwege als Reaktion auf toxische Reize wurde
bereits mehrfach in der Literatur beschrieben, auch nach Quarzexposition (Skuland et al.,
2020). Aus diesem Grund wurden nach ALI-Exposition der Cokultur mit der hochsten Dosis
Quarz (56,9 + 2,94 ug/cm?) mehrere Nachinkubationszeitrdume gewihlt und Anderungen
der Genexpression nach 1, 3, 6 und 24 h untersucht. Eine Auswahl relevanter Gene ist in
Abbildung 5.11 dargestellt.

Fiir die Inflammationsgene war ein deutlicher zeitabhéngiger Verlauf zu beobachten.
Bei den Genen COX2, IL-1A, IL-1B, IL-6 und IL-8 war nach 6 h ein Maximum der Expression
erreicht. Die deutlichsten Verdnderungen zeigten hierbei IL-1A und IL-1B, welche nach
6 h jeweils 125- und 38-fach induziert waren, nach 24 h jedoch nur noch 6- bzw. 2-fach.

Die starke Aktivierung dieser beiden Gene spricht fiir die wichtige Rolle IL-1-basierter
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Abbildung 5.11: Schematische Darstellung der zeitabhingigen Genexpressionsprofile von
A549/dTHP-1-Cokulturen nach ALI-Exposition gegeniiber 56,9 + 2,94 ug/cm? Min-U-
Sil5 als Heatmap. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung eine
Repression. n.q.: nicht quantifizierbar.

Signalwege bei der Quarz-vermittelten Toxizitdt und betont eine mogliche Beteiligung
des Inflammasoms. Parallel dazu wurden die NF-«kB-assoziierten Gene NFKBI1, NFKB2 und
NFKBIA nach jeweils 6 bzw. 3 h ebenfalls maximal aktiviert.

CCL22 und TNF-A zeigten erneut abweichende Ergebnisse mit Expressionsmaxima nach
respektive 24 und 3 h. Die frithe Aktivierung von TNF-A signalisiert die frithe Beteiligung
des Zytokins an inflammatorischen Vorgangen und betont erneut seine Rolle als early
response-Protein (Toews, 2001). Vermutlich gehort TNF-« zur initialen Antwort der Zelle
und verstarkt die Expression anderer Zytokine, die dann zu einem spateren Zeitpunkt
aktiv werden. Ein Grof3teil dieser Reaktion kann mutmaflich auf die Makrophagen im
Cokultur-Modell zuriickgefiihrt werden (G. Sethi et al., 2008).

Durch die groRe Uberzahl der A549-Zellen gegeniiber den dTHP-1-Zellen muss ein
GroRteil der detektierten Gentranskripte aus den Epithelzellen stammen. Demzufolge lasst
sich fiir die Quarztoxizitat im Cokultur-Modell ein Mechanismus ableiten, der vermutlich
bei den dTHP-1-Zellen beginnt und in einer umfassenden Wirkung auf die Genexpression
der Epithelzellen resultiert. Die dTHP-1-Zellen treten, auf dem Monolayer der Epithelzellen
befindlich, als erste in Kontakt mit den Quarzpartikeln und internalisieren sie verstarkt
durch Phagozytose, ein Effekt der bereits in mehreren Studien beschrieben wurde (Albrecht
et al., 2007; Leinardi et al., 2020). Die Quarzpartikel werden aus den Phagosomen und
nachfolgend gebildeten Lysosomen durch Bruch der umgebenden Membranen gemeinsam
mit dem lysosomalen Inhalt freigesetzt, was eine Induktion proinflammatorischer Signal-
wege mit einer einhergehenden Bildung von ROS zur Folge hat (@vrevik et al., 2015). Des
Weiteren wurde bereits eine Bindung des Quarzes an sogenannte Scavenger-Rezeptoren
in der Makrophagen-Membran beschrieben, die ebenfalls an der inflammatorischen Si-
gnalweiterleitung beteiligt sind (Iyer et al., 1996). Diese Reize fiihren gemeinsam zu einer
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs und des Inflammasoms, was die Expression und Freiset-
zung inflammatorischer Mediatoren (IL-8, IL-6, IL-1, COX2) zur Folge hat. Die Zytokine und
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Chemokine binden an Membranrezeptoren benachbarter Zellen (Epithelzellen und anderer
Makrophagen) und 16sen weitere Inflammationskaskaden aus. Die Aufnahme von Quarz-
partikeln in Epithelzellen durch Endozytose wurde ebenfalls bereits beschrieben (Hohr
et al., 2002), spielt jedoch bei der Ausbildung der inflammatorischen Antwort vermutlich
eine eher untergeordnete Rolle. Dies wird aus der geringen beobachteten Antwort in der
Monokultur deutlich. Demnach ist die kombinierte Wirkung der Quarzpartikel und von
Makrophagen sezernierten Zytokine auf die Epithelzellen fiir die héhere inflammatorische
Wirkung in der Cokultur ausschlaggebend.

Dadurch, dass sich die Genexpressionsprofile nach Exposition gegentiber unterschiedli-
chen Konzentrationen von Quarzpartikeln fiir submers und am ALI kultivierte Zellen nicht
stark in der Art der induzierten Gene unterscheiden, wird davon ausgegangen, dass die
zugrundeliegenden Mechanismen fiir beide Kulturarten die gleichen sind. Sie unterscheiden
sich lediglich im Ausmal} der beobachteten Antwort. In der submersen Kultur, als physio-
logisch weniger realistisches Modell, kann es demnach zum Teil zu einer Uberschitzung
der toxikologischen Antwort kommen, was insbesondere im Vergleich mit in-vivo Effek-
ten berticksichtigt werden muss. In der Literatur wurden bereits einige Vergleichsstudien
zwischen in-vivo- und in-vitro-Expositionen gegeniiber Quarzpartikeln beschrieben. Ei-
ne Vergleichbarkeit der Dosis, Kulturbedingungen der Zellen und des zeitlichen Verlaufs
ist jedoch zumeist nicht gewahrleistet. Qualitativ wurde allerdings in-vivo ebenfalls eine
starke inflammatorische Antwort festgestellt, beispielsweise in Form eines Einstroms von
Neutrophilen in Rattenlungen (Sayes et al., 2007) oder durch die Induktion iiber 300
inflammationsrelevanter Gene, unter anderem assoziiert mit NF-kB (Sellamuthu et al.,
2011).

Die Erstellung zeitabhingiger Genexpressionsprofile bestatigt die zuvor vermutete
Beteiligung des NF-kB-Signalwegs an der Quarz-vermittelten Inflammation und legt durch
die starke Induktion von IL-1 eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms nahe. Dariiber
hinaus wird die Zeitabhéngigkeit zelluldrer und insbesondere inflammatorischer Prozesse
deutlich demonstriert.

5.1.4 Zytokinfreisetzung nach Exposition gegeniiber Quarz

Um die inflammatorische Antwort von Lungenzellen zusatzlich zur Ebene der Genexpressi-
on auch auf Proteinebene zu untersuchen, wurde die Freisetzung von IL-8 in das umgebende
Medium bestimmt. Hierbei wurden erneut A549-Mono- und A549/dTHP-1-Cokulturen
submers und an einem ALI und dTHP-1-Zellen submers gegeniiber drei Dosen Min-U-Sil5
exponiert und 24 h nachinkubiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.12 dargestellt.
Nach submerser Exposition zeigte die IL-8-Freisetzung sowohl in der A549-Mono- als
auch in der A549/dTHP-1-Cokultur einen konzentrationsabhingigen Verlauf mit einem
Maximum der Freisetzung bei der hochsten Quarzdosis. Dabei wurde in der Cokultur mit
23 ng/mL ca. 7 mal so viel IL-8 freigesetzt wie in der Monokultur (3,4 ng/mL), was mit der
hoéheren Immunaktivitiat der dTHP-1-Zellen erklart werden kann (Suzuki et al., 2008). Ein
dhnliches Ergebnis wurde bei ALI-Exposition erzielt: bei der Monokultur wurde keine signifi-

kante Freisetzung von IL-8 detektiert, wihrend die Cokultur eine konzentrationsabhéngige
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Abbildung 5.12: Freisetzung von IL-8 nach ALI-Exposition (links oben) und submerser Expositi-
on (rechts oben und unten) von Lungenzellmodellen gegeniiber Min-U-Sil5. A549-Zellen
in Monokultur und Cokultur mit dTHP-1-Zellen sowie dTHP-1-Monokulturen wurden ge-
geniiber Quarzpartikeln exponiert und die IL-8-Freisetzung mithilfe eines ELISA bestimmt.
Mit folgenden Dosen wurde am ALI exponiert: Monokulturen (ug/cm?): !: 15,8 + 0,8, 2:
29,1 + 2,4, 3: 59,4 + 2,0; Cokulturen (ug/cm?): ': 159 + 0,6, 2: 32,2 + 2,9, 3: 56,9 +
2,9. Die Mittelwerte dreier unabhéngiger Experimente + SD sind dargestellt. Signifikanz zur
Negativkontrolle (ANOVA-Dunett’s): */** (p < 0,05/0,01).

Freisetzung aufwies. Allerdings demonstrierten die ALI-exponierten Cokulturen mit einem
Maximum von 10 ng/mL IL-8 bei der hochsten Quarzdosis auch in der Zytokinfreisetzung
eine geringere Empfindlichkeit als submers exponierte Zellen, was die Beobachtungen aus
den Zytotoxizitatsstudien und Genexpressionsprofilen bekréftigt. Die dTHP-1-Monokulturen
wiesen ebenfalls einen konzentrationsabhingigen Verlauf der IL-8-Freisetzung auf, der
bereits bei der niedrigsten Konzentration signifikant war. Die totale Freisetzung war jedoch
mit einem Maximum von ca. 2,6 ng/mL bei der hochsten Konzentration insbesondere im
Vergleich zu den zuvor behandelten Cokulturen gering, obwohl Makrophagen ein hoheres
inflammatorisches Potenzial aufweisen (Suzuki et al., 2008). Dies steht ebenfalls in einem
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Widerspruch zu den ermittelten Genexpressionsergebnissen, die gerade fiir IL-8 eine be-
sonders starke Induktion auch bei zehnfach niedrigeren Quarzdosen aufzeigten. Es muss
hierbei beachtet werden, dass die dTHP-1-Zellen in einer deutlich geringeren Zelldichte
eingesetzt wurden als die A549-Zellen, weswegen hier vermutlich ein Verdiinnungseffekt
durch das Medium die Freisetzung vermeintlich verringert. Eine Ermittlung der totalen
IL-8-Freisetzung ohne Bezug auf das Mediumvolumen wiirde die inflammatorische Antwort
womoglich realistischer widerspiegeln. Dartiber hinaus wurde gerade bei hoheren Konzen-
trationen bereits eine signifikante zytotoxische Antwort detektiert, was moglicherweise die
IL-8-Freisetzung ebenfalls beeintrdchtigt.

Die Freisetzung von IL-8 nach submerser Exposition mit Min-U-Sil5 wurde bereits um-
fassend in der Literatur untersucht, sowohl fiir A549-Zellen (Herseth et al., 2008; @vrevik
et al., 2006) als auch fiir THP-1-Zellen (Grytting et al., 2021; Xu et al., 2003). Ebenso
wurde die hohere Sensitivitdt von Cokulturen gegeniiber Quarzpartikeln im Vergleich zu
A549-Monokulturen beschrieben, sowohl in einem Kontaktszenario (Wottrich et al., 2004)
als auch in einem kontaktlosen Cokultur-Szenario (Herseth et al., 2008). In nur wenigen
Studien wird die IL-8-Sekretion von ALI- und submers exponierten Zellen verglichen. Die
meisten Vergleichsstudien zeigen eine hohere Sensitivitdt der Zellen nach ALI-Exposition,
beispielsweise nach Behandlung mit engineered nanoparticles (Bessa et al., 2021), PMj s
(G. Wang et al., 2020), TiO-Nanopartikeln (Loret et al., 2016) oder CeOy-Nanopartikeln
(Cappellini et al., 2020; Diabaté et al., 2021). Zwei zuvor aufgefiihrte Studien beschreiben
eine hohere Sensitivitdt von A549-Zellen nach submerser Exposition, nach Exposition mit
Silica-Nanopartikeln (Panas et al., 2014) und mit Min-U-Sil5 (Ohlinger et al., 2019). Da fiir
die Studien mit anderen Nanomaterialien ebenfalls A549-Zellen eingesetzt wurden, konnte
es sich bei dem in dieser und den Arbeiten von Ohlinger et al. und Panas et al. beobachteten
Effekt um eine Besonderheit der Silica-Exposition handeln.

Die IL-8-Freisetzung der verschiedenen Zellkulturmodelle bekraftigt die bereits disku-
tierte hohere Sensitivitdt submerser Modelle gegeniiber Quarzpartikeln. Insgesamt kann
dem Chemokin IL-8 anhand seiner signifikanten Freisetzung und der deutlichen Induktion
auf Genexpressionsebene eine bedeutende Rolle in der Signalweiterleitung nach Quarz-
exposition zugeschrieben werden. Insbesondere in Cokulturen, sowohl submers als auch
an einem ALIL hat IL-8 eine gro3e Bedeutung fiir die Zell-Zell-Kommunikation zwischen
Epithelzellen und Makrophagen-ahnlichen Zellen. Diese Zusammenhédnge wurden bereits
in Cokulturen aus A549-Zellen und Alveolarmakorphagen beschrieben und zeigen neben
seiner Rolle als Chemokin fiir die Rekrutierung von Neutrophilen ebenso die Relevanz
IL-8-vermittelter Kommunikation zwischen anderen Zellen der Lunge (Standiford et al.,
1990).

5.1.5 Bildung von DNA-Schaden nach ALI-Exposition gegeniiber Quarz

Abschliefend wurde nach Quarzexposition der ALI-Zellkulturmodelle die genomische
Integritat der Zellen mithilfe der Alkalischen Entwindung untersucht. Der Anteil doppel-
strangiger DNA in den verschiedenen Proben ist in Abbildung 5.13 dargestellt. Dieser
korreliert in direkter Weise mit der Anzahl induzierter DNA-Strangbriiche, da die DNA
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wéhrend der Durchfiihrung entwunden wird und an Bruchstellen nach Entwindung einzel-
strangig vorliegt. Demnach ist eine Induktion von Strangbriichen durch eine Verringerung
des Anteils doppelstrangiger DNA zu erkennen.
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Abbildung 5.13: Anteil doppelstringiger DNA nach ALI-Exposition von Lungenzellmodellen
gegeniiber Min-U-Sil5. A549-Zellen in Monokultur und Cokultur mit dTHP-1-Zellen wurden
gegeniiber Quarzpartikeln exponiert und der Gehalt an doppelstrangiger DNA mithilfe
der Alkalischen Entwindung bestimmt. ALI-Exposition fand innerhalb von 10 Minuten in
der Vitrocell® Cloud statt, mit 24 h Nachinkubation. Mit folgenden Dosen wurde am ALI
exponiert: Monokulturen (ug/cm?): : 15,8 + 0,8, 2: 29,1 + 2,4, 3: 59,4 4+ 2,0; Cokulturen
(ug/cm?): 1: 15,9 +£ 0,6, 2: 32,2 + 2,9, 3: 56,9 + 2.9. Die Mittelwerte dreier unabhingiger
Experimente + SD sind dargestellt. Signifikanz zur Negativkontrolle (ANOVA-Dunett’s):
* /%% /555 (p < 0,05/0,01/0,005).

Es konnte sowohl in der Mono- als auch Cokultur keine signifikante Verringerung
der doppelstrangigen DNA beobachtet werden. Alle Proben, mit Ausnahme der Positiv-
kontrolle Menadion, wiesen einen Anteil doppelstrangiger DNA von 60-75 % auf. Dieses
Ergebnis stimmt mit den Genexpressionsanalysen und der weitestgehend ausbleibenden
Beeinflussung des Clusters "DNA-Schadensantwort und -Reparatur” {iberein.

In der Literatur finden sich zur Genotoxizitdt von Quarzpartikeln eindeutige Ergebnisse.
Viele Studien beschreiben eine Induktion oxidativer DNA-Schiden in Epithelzellen nach
Quarzinkubation (Fanizza et al., 2007; H. Li et al., 2008; Schins et al., 2002a; R. Wu et al.,
2020). Dartiber hinaus ist Quarz bereits seit 1997 als humanes Karzinogen klassifiziert
(TIARC, 1997) und verursachte ebenso DNA-Schiden in diversen in-vivo-Studien (Daniel et
al., 1993; Nemmar et al., 2016; Yamano et al., 1995). Eine moderate Bildung von Mikroker-
nen wurde durch Quarzexposition in einem A549/dTHP-1-Cokultur-Modell am Pseudo-ALI
demonstriert, nicht jedoch in der korrespondierenden A549-Monokultur (Meldrum et al.,
2022). Demnach ist die Evidenz fiir die DNA-schiddigende Wirkung von Quarzstduben hoch
und fiir diverse Modellsysteme nachgewiesen. Dennoch zeigt diese Arbeit keine Induktion
von Strangbriichen durch Quarzexposition der beiden ALI-Modelle. Ein zu beachtender
Faktor ist die Zeitabhangigkeit des Auftretens und der Reparatur von DNA-Strangbriichen.
R.Wu et al. beleuchteten eine Bildung von DNA-Schéden 30 Minuten nach Start der Inku-

60



5.1. VERGLEICH UNTERSCHIEDLICHER LUNGENZELLMODELLE IN HINBLICK AUF DIE
TOXIZITAT VON «-QUARZ

bation mit Quarz, Fanizza et al., Schins et al. und Li et al. nach 4 Stunden. Demnach war
die in dieser Arbeit gewéhlte Nachinkubationszeit von 24 Stunden moéglicherweise zu lang,
DNA-Schiden sind zu einem friiheren Zeitpunkt entstanden und wurden bereits repariert.
Die Ergebnisse der zeitabhidngigen Genexpressionsanalysen weisen jedoch zumindest in der
Cokultur ebenfalls nicht auf eine frithere Induktion von DNA-Schéden oder deren Reparatur
hin.

Es ist dariiber hinaus moglich, dass hier erneut die Ummantelung der Partikel mit
einer Proteincorona durch den Einsatz von BSA und FKS bei der Partikelvorbereitung und
Exposition eine Rolle spielen und die reaktive Partikeloberflache maskieren (Leibe et al.,
2019). Ein weiterer Aspekt ist der Prozess der Quarzalterung. Durch langeren Kontakt
mit der Umgebungsluft und unsachgemaéfe Lagerung kann die Oberfldche des Quarzes
in ihrer Reaktivitit abnehmen und somit auch ihre biologische Wirksamkeit verlieren
(Guthrie, 1997). In der zuvor genannten Studie mit DQ12-Partikeln an einem Pseudo-ALI
wurde ebenfalls demonstriert, dass die Alterung von Quarzpartikeln Auswirkungen auf
die Quarztoxizitat haben kann: durch das neuerliche Mahlen der Partikel wurde gerade
die inflammatorische Antwort grundlegend verdandert (Meldrum et al., 2022). Das genaue
Alter der in dieser Arbeit verwendeten Quarzpartikel ist nicht bekannt, jedoch wurden
die Partikel bereits vor vielen Jahren im Rahmen anderer Forschungsprojekte erworben.
Eine aus der Quarzalterung resultierende weniger reaktive Quarzoberflache kann ebenfalls
Grund fiir eine abgeschwéchte genotoxische Antwort sein.

Insgesamt konnte die in der Literatur beschriebene umfassende Genotoxizitit von
Quarzpartikeln in dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Dies hebt die Bedeutsamkeit einer
zeitaufgelosten Betrachtung unterschiedlicher toxikologischer Endpunkte zuséatzlich hervor.
Uberdies miissen andere Faktoren im experimentellen Vorgehen, etwa die Partikelvorberei-
tung sowie Herkunft und Alter der Partikel beriicksichtigt werden.
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5.2 Untersuchung der Toxizitat von aufgearbeiteten
Carbonfasern an einem air-liquid interface

Nach Validierung der zu verwendenden Methoden und Kulturen mit Min-U-Sil5 wurden ALI-
Expositionen von Lungenzellmodellen gegeniiber mechanisch und thermisch-mechanisch
behandelten Carbonfasern (CF) durchgefiihrt. A549-Zellen erwiesen sich trotz ihrer erfolg-
reichen Verwendung in der Vitrocell® Cloud aufgrund einer erhohten LDH-Freisetzung
als nicht geeignet fiir die Exposition in der Vitrocell® Automated exposure station (im
Folgenden Expositionsstation genannt), weswegen auf die Bronchialepithelzellen BEAS-2B
zuriickgegriffen wurde. Diese konnten stabil {iber einen Zeitraum von 24 h am ALI kultiviert
und in der Expositionsstation verwendet werden (Daten nicht dargestellt). Dariiber hinaus
zeigte eine Studie zur Verteilung von Carbonfasern in zwei verschiedenen anatomischen
Lungenmodellen fiir Fasern mit einem Durchmesser von 3,66 um und variablen Langen
eine primére Deposition im extrathorakalen und tracheobronchialen Raum, und in gerin-
gerem Mal3e im Alveolarraum (Zhou et al., 2007). Aus diesem Grund ist die Wahl der
Bronchialepithelzellen BEAS-2B auch aus physiologischen Griinden angemessener als die
Wahl der Alveolarepithelzellen A549. Die Verwendung von BEAS-2B-Zellen, bei denen es
sich nicht um Zellen malignen Ursprungs handelt, umgeht zusétzlich die Problematik der
Uberexpression des Transkriptionsfaktors Nrf2 in A549-Zellen, die zu einer verinderten
oxidativen Stressantwort fiihren kann (Kweon et al., 2006; X. Wang et al., 2008).

Auf Basis der BEAS-2B-Zellen wurden drei verschiedene ALI-Modelle verwendet: ein
Monokultur-Modell, das nur aus BEAS-2B-Zellen besteht, eine Cokultur mit dTHP-1-Zellen,
die dquivalent zu den zuvor verwendeten Cokulturen aufgebaut war, sowie eine Triplekultur
mit zusatzlichen CCD-33Lu-Zellen an der basalen Seite der Transwell-Membran.

Da die zuvor durchgefiihrten Experimente mit Min-U-Sil5 eine hohe Zeitabhédngigkeit
gezeigt hatten, wurde fiir die Expositionen mit CF ein Schema gewahlt, in dem eine konstan-
te Dosis auf die Zellkulturen gegeben, dagegen jedoch variable Nachinkubationszeitraume
untersucht wurden (0, 3 und 23 h). Durch Unterschiede zwischen den Experimenten wies
die deponierte Dosis Schwankungen auf und betrug 2-7 ug/cm?. Zeitgleich zu den Ex-
positionen mit vorbehandelten Carbonfasern wurden identische Zellkulturen gegeniiber
gefilterter Reinluft exponiert und konnten so als Negativkontrollen behandelten werden.
Diese Proben werden im Folgenden als CAC (engl. Clean air control) bezeichnet.

Da die Datenlage zur toxikologischen Untersuchung von CF derzeit noch gering ist,
werden die generierten Daten mit Literatur verglichen, in der andere, vergleichbare Sub-
stanzen untersucht werden. Vor allem MWCNTSs, Asbestfasern und CB stehen durch ihre
Ahnlichkeiten im Bezug auf Struktur, Grofze und chemische Zusammensetzung im Fokus
dieser Arbeit.

Die Experimente zur Untersuchung der CF-Toxizitat wurden in enger Zusammenar-
beit mit dem IBCS und dem Institut fiir Technische Chemie (ITC) durchgefiihrt. Die
Zellkulturvor- und -nachbereitung fand in den Laboren des IBCS statt, die Faservorberei-
tung und Exposition in den Laboren des ITC. Die Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahmen

(REM) der behandelten Carbonfasern und wurden freundlicherweise von Sonja Miilhopt
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erstellt und fiir die Arbeit zur Verfiigung gestellt. Ein Teil der Arbeiten im Bereich Zellkultur,
LDH-Assay und IL-8 ELISA wurde durch Dr. Susanne Fritsch-Decker aus der Arbeitsgruppe
von PD Dr. Carsten Weiss durchgefiihrt. Dariiber hinaus umfasst dieser Teil der Arbeit auch
Ergebnisse aus der Abschlussarbeit von Caroline Quarz.

5.2.1 Physikochemische Charakterisierung der Carbonfasern

Die Eigenschaften der verwendeten Faser sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst. Bei der
betrachteten Carbonfaser handelt es sich um eine PAN-basierte HM-Faser (engl. high
modulus) mit einer hohen Steifigkeit. Die Faser wurde bei der Herstellung mit Polyurethan
und einer Schlichte aus Bisphenol-A-Epichlorhydrin ummantelt, die die Matrixanhaftung
der Faser verbessern soll (Park, 2015). Der Durchmesser der nativen Faser betragt 4,9 um,
was die Faser unter unbehandelten Umstdnden als nicht respirabel klassifiziert. Allerdings
kann die mechanische oder thermische Bearbeitung der Fasern zu Faserbriichen und
dadurch zur Freisetzung inhalierbarer, toxikologisch relevanter Fragmente fiihren (J. Wang
et al., 2017). Tatsachlich wurde diese Faser aufgrund ihres hohen Bruchverhaltens und
starken Masseverlustes bei thermischer Behandlung fiir die weitergehenden Studien im
Rahmen des CFC-Projektes ausgewahlt (Daten nicht dargestellt).

Tabelle 5.2: Zusammenfassung der Eigenschaften der verwendeten Carbonfasern. Alle Daten
wurden den Herstellerangaben entnommen. PAN: Polyacrylnitril, HM: high modulus, PU:
Polyurethan, BPA: Bisphenol-A.

Material Typ Durchmesser (um) Praparation Schlichte
PAN HM 4,9 PU(1 %) BPA-Epichlorhydrin

Die Vorbehandlung der CF erfolgte auf zwei verschiedene Weisen: die mechanisch be-
handelten CF wurden durch Mahlen in einer Planetenkugelmdihle fiir 8 Minuten generiert.
Die thermisch-mechanisch behandelten CF wurden in einem Rohrreaktor fiir 30 Minuten
auf 800 °C erhitzt und anschlieBend fiir 2 Minuten in der Planetenkugelmiihle gemahlen.
Vor der Deposition erfolgte eine Abscheidung der Fragmente, die fiir eine Inhalation zu
grol3 waren, durch einen PM-Filter. Mikroskopische Bilder der Faserstdube, aufgenommen
durch REM nach Deposition im Expositionssystem, sind in Abbildung 5.14 dargestellt.
Diese Aufnahmen stellen die Fasern genau so dar, wie sie auch auf den Zellen deponiert
wurden. Es sind diverse unterschiedlich geformte Bruchstiicke bei beiden Proben zu erken-
nen. Briiche der Fasern sind sowohl entlang als auch quer zur Faserachse entstanden und
resultierten in partikulédren, faser- und keilformigen Fragmenten verschiedener, respirabler
GroRBen. Insbesondere nach thermisch-mechanischer Behandlung ist die zusétzliche Bildung
kleinerer Partikel im Submikrometerbereich sehr ausgepragt, was fiir die folgenden toxi-
kologischen Untersuchungen berticksichtigt werden muss. Es kam dariiber hinaus durch
die thermische Behandlung zu einer Entschlichtung der Fasern, was gegebenenfalls die

Oberflacheneigenschaften der CF-Stdube verdndern kann.
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Abbildung 5.14: Mikroskopische Aufnahmen der CF-Stiaube nach mechanischer (links) und
thermisch-mechanischer Behandlung (rechts) und Deposition in der Expositionsstation
Die Aufnahmen wurden am Rasterelektronenmikroskop generiert und von Sonja Miilhopt
vom ITC zur Verfiigung gestellt. Mal3stab: 10 pum.

5.2.2 Betrachtung der Zytotoxizitat nach Exposition gegeniiber aufgearbei-
teten Carbonfasern

Zunachst wurde eine mogliche zytotoxische Wirkung der Faserstdube in BEAS-2B-Mono-
und BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen untersucht (Abbildung 5.15). Hierzu wurden die Zell-
zahlen und LDH-Freisetzung der Kulturen nach den jeweiligen Nachinkubationszeitriumen
betrachtet.

Bei den mechanisch behandelten CF-Stduben konnte keine signifikante Veranderung
der LDH-Freisetzung oder der Zellzahl festgestellt werden. Sowohl Mono- als auch Cokul-
turen wiesen nach Exposition gegeniiber Reinluft und CF eine LDH-Freisetzung zwischen 2
und 10 % auf. Die absolute Zellzahl stieg ebenfalls bei allen Proben vergleichbar von ca.
8,5x10° nach 1h auf 12-14x 10> nach 24 h an. Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung
mit thermisch-mechanisch behandelten CF zwar ebenso keine signifikanten Anderungen
im LDH-Assay, jedoch war die Zellzahl sowohl in der Mono- als auch in der Cokultur an
allen Zeitpunkten signifikant verringert. Hierbei fiel die absolute Zellzahl auf 4,5-6x 10°
in der CF-exponierten Monokultur und auf 6-7 x 10° in der Cokultur, wihrend die CACs
vergleichbare Ergebnisse zur mechanischen Behandlung aufwiesen. Diese Beobachtung
erscheint zunachst widerspriichlich, da ein Verlust der Zellen auf eine Zytotoxizitat hin-
deutet, diese hingegen nicht durch eine simultane LDH-Freisetzung bekraftigt werden
konnte. Eine Einschrankung der Proliferation kann nicht der Grund fiir diesen Effekt sein,
da bei Beendigung der Experimente weniger Zellen vorhanden waren als zu Beginn ausge-
streut wurden. Ein zusatzlicher Effekt, der bei Experimenten mit thermisch-mechanisch
behandelten CF aufgetreten ist, war die starke Agglomeration der Fasern bei Ablosung der
Zellen und Uberfiihren der Zell-Faser-Mischung in Suspension. Eine mogliche Erklirung
konnte sein, dass ein Teil der Zellen in den CF-Agglomeraten eingeschlossen, allerdings
nicht zerstort wurde, was den Zellverlust bei mangelnder LDH-Freisetzung erklaren konnte.
Grund fiir die starke Agglomeration der Fasern konnte die Entschlichtung sein, die fiir

thermisch behandelte Fasern zuvor beschrieben wurde, und eine konsequente Verdnderung
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Abbildung 5.15: LDH-Freisetzung (A, B) und Zellzahlen (C, D) nach ALI-Exposition von
Lungenzellmodellen gegeniiber mechanisch (A, C) und thermisch-mechanisch (B, D)
behandelten Carbonfasern (CF) und der zugehorigen Clean Air Controls (CAC). BEAS-
2B-Monokulturen und BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen wurden fiir 1 h gegeniiber CF-Stauben
exponiert und fiir 0, 3 oder 23 h nachinkubiert. Die Mittelwerte dreier Experimente + SD
sind dargestellt. Signifikanz (Student’s T-Test): */**/*** (p < 0,05/0,01/0,005).

der Oberflacheneigenschaften der Fasern, die anschliel3end als reiner Kohlenstoff vorlie-
gen. Eine starke Fahigkeit zur Agglomeration wurde fiir CB-Partikel, bei denen es sich
ebenfalls um reinen Kohlenstoff handelt, bereits in der Literatur beschrieben. Diese ging,
dhnlich zu den hier ermittelten Ergebnissen, ebenfalls nicht mit einer erhohten Zytoto-
xizitit oder zellularen Schdden einher, sowohl in ALI-exponierten A549-Zellen (Dilger
et al., 2016), als auch in einem in-vivo-Experiment mit Ratten (Kang et al., 2013). Eine
Affinitat von CB-Partikeln zu Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC), das einen Hauptbe-
standteil biologischer Membranen reprasentiert, die Inkorporation von CB-Partikeln in
DPPC-Vesikel und konsekutive Anderung der Membraneigenschaften wurde auch in einem
subzelluldren System nachgewiesen (Guzman et al., 2015). Demzufolge konnten auch die
thermisch-mechanisch behandelten CF, die in ihrer chemischen Zusammensetzung und
Oberflachenstruktur CB-Partikeln dhneln konnten, eine Affinitit zu zelluldiren Membranen

aufweisen und den beobachteten Effekt auslosen.
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In einer Studie mit Kaninchenmakrophagen wurde die Zytotoxizitét von fiinf verschiede-
nen CF-Kompositen in Epoxidharz mit der Toxizitat von Quarz verglichen. In dieser Arbeit
zeigte Quarz die hochste Zytotoxizitit. Zwei der Komposite, von denen eines aus PAN-
und eines aus Pech-Fasern aufgebaut war, zeigten dagegen eine moderate Zytotoxizitat,
wéhrend die restlichen Proben keine Zytotoxizitdt aufwiesen. Zusatzlich wurde ein hohes
MaR an Phagozytose beobachtet (Martin et al., 1989). Dieses Ergebnis stimmt mit den in
dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen tiberein, da in der vorliegenden Arbeit Quarzpartikel
lediglich eine moderate Zytotoxizitdt nach submerser Inkubation aufwiesen, CF wieder-
um als weniger akut toxische Substanzen keine Zytotoxizitat im herkommlichen Sinne
auslosten. Es muss beachtet werden, dass es sich bei den verwendeten CE-Stauben nicht
um native, sondern um vorbehandelte Stdube handelt. In einer subchronischen Studie,
in der Ratten gegeniiber nativen PAN-Fasern mit einem Durchmesser von 7 um exponiert
wurden, konnten keine adversen Effekte festgestellt werden (Owen et al., 1986). In einer
weiteren Studie wurden RAW264.7-Zellen gegeniiber thermisch behandelten Kompositen
aus Graphenoxid und CF exponiert. Dabei wurde lediglich bei einer hohen Konzentration
von 120 ng/mlL eine moderate Zytotoxizitit festgestellt (Chapple et al., 2022). Demnach
handelt es sich bei CF, sowohl nativ als auch mechanisch oder thermisch-mechanisch
vorbehandelt, nicht um ein in-vitro zytotoxisches Material.

Im Kontrast dazu stehen andere faserformige Materialien, wie z.B. MWCNTs und Asbest.
Diverse Studien beschreiben die zytotoxische Wirkung der beiden Materialien, auch bei
geringen Dosen zwischen 3 und 10 pg/cm?, beispielsweise in Rattenmakrophagen (West-
phal et al., 2019) und BEAS-2B oder THP-1-Zellen (M. Li et al., 2012). Hierbei spielt die
Vorbehandlung der Materialien eine untergeordnete Rolle: bei thermischer Vorbehandlung
von Mitsui-7 MWCNTs wiesen diese in BEAS-2B- und SAEC-Zellen eine unverdnderte
bzw. leicht verringerte Zytotoxizitat auf (Siegrist et al., 2019). Gleichzeitig nimmt die Art
der Kultivierung einen starken Einfluss auf die beobachtete Antwort. Bei vergleichender
Exposition von submersen A549/dTHP-1-Cokulturen und Triplekulturen aus A549-Zellen,
dTHP-1-Zellen und Fibroblasten an einem ALI zeigte das submerse Modell eine hohere
Empfindlichkeit gegeniiber diversen MWCNTs mit einer starkeren Zytotoxizitat (Di Ianni
et al., 2021). In einer weiteren Studie wurden gegeniiber Mitsui-7 und Asbest exponierte
A549-Monokulturen und kontaktlose A549/dTHP-1-Cokulturen hinsichtlich ihrer Zytoto-
xizitat gegeniiber gestellt. Hierbei zeigte die Cokultur eine verringerte Zytotoxizitat, was
auf protektive Wechselwirkungen zwischen den Zellen hindeutet (Ventura et al., 2020a).
Eine solche Beobachtung konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. In
Hinblick auf die Zytotoxizitdt wurden keine Unterschiede zwischen Mono- und Cokulturen
festgestellt.

Im Vergleich zu anderen Materialien lasst sich schlieen, dass die mechanisch behan-
delten CF in ihrer fehlenden Zytotoxizitdt eher CB-Partikeln &hneln als faserférmigen
Materialien. Dies kann mit dem hohen partikuldren und geringen faserformigen Anteil
am CF-Staub erklart werden. Wahrenddessen zeigten thermisch-mechanisch behandelte
CF einen noch in der Literatur unbeschriebenen Mechanismus, der zwar keine Zytoto-
xizitat im herkommlichen Sinne umschliel3t, jedoch eine starke Adhédrenz der Zellen an
die entschlichteten CF. Bei der Einschdtzung weiterer behandelter CF-Materialien muss
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somit immer die Form und Grof3e der resultierenden Fragmente beriicksichtigt werden: ein
hoherer Anteil an partikuldren Fragmenten resultiert in vergleichbar geringen zytotoxischen
Auswirkungen wie CB, wéahrend ein hoherer Anteil an faserférmigen Fragmenten auch
ein den MWCNTs und Asbestfasern dhnlicheres Verhalten auslosen konnte. Der Zustand
der Faseroberflache in Hinblick auf eine vorhandene bzw. fehlende Schlichte hat hierbei
ebenfalls einen wesentlichen Einfluss.

5.2.3 Genexpressionsprofile nach Exposition gegeniiber Carbonfasern

Um die toxikologische Antwort auf die unterschiedlich vorbehandelten Fasern auf tran-
skriptioneller Ebene zu bewerten und mogliche Toxizitdtsmechanismen abzuleiten, wurden
Genexpressionsanalysen mithilfe einer Hochdurchsatz-RT-qPCR durchgefiihrt. Im Folgen-
den wird auf eine Auswahl relevanter Gene eingegangen. Eine Ubersicht der verindert
exprimierten Gene ist in Abbildung 5.16 als Heatmap dargestellt. Die Ergebnisse der vollen
Gensets finden sich im Anhang (s. Anhang B Ergdnzende Daten: Abbildung B.5 (mechanisch
behandelte CF) und Abbildung B.6 (thermisch-mechanisch behandelte CF)).

Insgesamt wurden nach Exposition mit thermisch-mechanisch behandelten CF deutlich
starkere Effekte beobachtet als nach Exposition mit mechanisch behandelten CF, insbe-
sondere im Bereich der Inflammation, der oxidativen Stressantwort und der Apoptose.
Es konnten Kultur-spezifische Wirkungsweisen ermittelt werden. Beispielsweise hielt die
Induktion inflammatorischer Gene bei der Cokultur nach Exposition mit mechanisch be-
handelten CF {iber einen ldngeren Zeitraum an, vermutlich durch die {iber einen ldngeren
Zeitraum aktivierten dTHP-1-Zellen. Gleichzeitig zeigte die Monokultur nach Exposition
gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten CF eine stédrkere transkriptionelle Antwort
als die Cokultur, beispielsweise fiir die Gene IL-8, IL-6 und DDIT3. Im Cluster der Inflam-
mation wurde dariiber hinaus deutlich, dass sich die induzierten Veranderungen nicht nur
in ihrer Stirke unterscheiden, sondern dass auch der zeitliche Aspekt unterschiedlich ist.
Wahrend bei mechanisch behandelten CF die hochste Induktion der inflammatorischen
Gene unmittelbar nach Exposition stattfand, zeigten die gleichen Gene nach Exposition
gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten Fasern ein Maximum nach 3 h Nachinkuba-
tion. Demnach war hier entweder die Aufnahme der Fasern in die Zellen oder die zellulére
Antwort deutlich verzogert.

Dennoch macht die Genexpressionsanalyse deutlich, dass bei den verschiedenen Be-
handlungsarten von CF dhnliche Gene verstarkt exprimiert werden, wenn auch in unter-
schiedlichem Mal3e und zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Dies kann ein Hinweis darauf
sein, dass die zugrunde liegenden toxikologischen Mechanismen fiir beide Behandlungsar-
ten vergleichbar sind und sich nur in der Stirke der induzierten Antwort und dem Zeitpunkt
unterscheiden, beispielsweise durch ein unterschiedliches Mal$ bei der Internalisierung
der CF-Staube. Da sich auch die verschiedenen Kultursysteme nur in einzelnen Genen
unterscheiden, wird in der nachfolgenden Diskussion weniger auf Unterschiede zwischen
den Kulturen und Behandlungsarten als auf einen allgemeinen Mechanismus der Toxizitét

von CF eingegangen.
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Abbildung 5.16: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von BEAS-2B-Mono- und
BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen nach ALI-Exposition gegeniiber mechanisch und thermisch-
mechanisch behandelten CF als Heatmap. Die Zellen wurden 1 h mit CF exponiert und 0,
3 oder 23 h nachinkubiert. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung
eine Repression. n.q.: nicht quantifizierbar.

Beeinflussung der inflammatorischen Antwort

Eine detaillierte Betrachtung der drei Inflammationsgene IL-6, IL-8 und TNF-A ist in
Abbildung 5.17 dargestellt.

Hier werden die oben genannten Punkte besonders deutlich: IL-6 zeigte in der Monokul-

tur eine maximale Induktion von ca. 3,5-fach nach 1 h bei Exposition gegeniiber mechanisch

behandelten CF. Ein vergleichbarer Effekt wurde zu diesem Zeitpunkt auch nach Exposition

mit thermisch-mechanisch behandelten CF erzielt, dieser stieg anschliel3end jedoch auf

eine Induktion von ca. 18-fach nach 4 Stunden an. Die in der Cokultur beobachteten

Veridnderungen waren dagegen zumeist nicht signifikant. Ahnliche Effekte wurden fiir IL-8

beobachtet. Das Gen TNF-A zeigt dagegen einen abweichenden Verlauf. Wahrend das Gen
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Abbildung 5.17: Einfluss von mechanisch und thermisch-mechanisch behandelten CF auf die
inflammatorische Genexpression von BEAS-2B-Mono- und BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen
nach ALI-Exposition. Die Zellen wurden 1 h mit CF exponiert und 0, 3 oder 23 h nachinku-
biert. Es ist der Mittelwert + SD dreier unabhingiger Experimente dargestellt. Signifikanz
zur Negativkontrolle (Student’s T-Test): * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,005).

nach Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF nicht detektierbar war bzw. nur
schwach induziert wurde, wurde TNF-A in der Monokultur nach 1h Exposition gegeniiber
thermisch-mechanisch behandelten CF ca. 6-fach induziert, in der Cokultur allerdings mit
steigender Nachinkubationszeit signifikant bis zu 3,5-fach reprimiert. Ein vergleichbarer
Effekt wurde auch fiir CCL22 in abgeschwachtem Mal3e festgestellt.

Die einzige Studie, in der ein Einfluss von CF auf die Inflammation untersucht wurde,
behandelt die Freisetzung von TNF-« in RAW264.7-Mausmakrophagen nach Exposition
gegeniiber thermisch behandelten Kompositen aus Graphenoxid (GO) und CF. Hierbei
wurde durch CF-Riickstande konzentrationsabhangig TNF-« freigesetzt. Es kam zu einem
zusétzlich verstarkenden Effekt durch Kombinationswirkung von GO und CF (Chapple
et al., 2022).

Die Induktion inflammatorischer Signalwege durch andere faserférmige Materialien
wurde bereits vertieft behandelt. Eine Studie, in der verschiedene Carbon-basierte Materia-
lien in Hinblick auf die inflammatorische Antwort nach Instillation in Méusen verglichen
wurden, darunter CB-Partikel, MWCNTs und GO-Platten, zeigte die Induktion von IL-6 und
TNF als Reaktion auf alle drei Materialien. Im Falle der MWCNTs und GO wurde eine Rolle
zweier TLR als Sensoren fiir die beiden Materialien und die nachfolgende inflammatorische
Signalweiterleitung postuliert. Bei der Exposition gegeniiber CB wiesen TLR keine so grofe
Bedeutung auf (Danielsen et al., 2021). Auch induzierten MWCNTs in Rattenmakropha-
gen TNF-« und TGF-f3 sowohl auf Ebene der Genexpression als auch die Freisetzung der
beiden Zytokine in das umliegende Medium (Westphal et al., 2019). Zudem wurde in
Makrophagen sowie dendritischen Zellen die Sekretion von TNF-« und IL-8 sowohl durch
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Crocidolit-Asbest als auch durch MWCNTs verstarkt (Clift et al., 2014). Gleichzeitig zeigte
eine Genexpressionsanalyse mit der gleichen Auswahl an Genen, wie es in dieser Arbeit
verwendet wurde, bei Mitsui-7-exponierten A549-Zellen keine relevanten Effekte. Dieses
Ergebnis kann mit der geringen deponierten Dosis von ca. 23ng/cm? und der starken
thermischen Behandlung der CNTs vor Applikation auf die Zellen zusammenhé&ngen, so-
dass diese nicht mehr in Faserform vorlagen (Hufnagel et al., 2021b). In einer anderen
Genexpressionsanalyse mit Asbest-exponierten primdren humanen Alveolarepithelzellen
wurde eine signifikante Induktion diverser fiir Zytokine kodierende Gene, darunter IL-8,
IL-6, COX2 und TNF-A, nach 24 h Exposition beschrieben. Dieses Ergebnis deckt sich mit
den in dieser Arbeit detektierten inflammatorischen Genen, zeigt jedoch einen anderen
zeitlichen Verlauf der Inflammation. Duncan et al. fiihrten zudem einen Teil der Effekte auf
Verunreinigungen der Asbestfasern mit Eisen zuriick (Duncan et al., 2014). Eine Studie,
in der die Toxizitdt von CNTs und CB in RAW264.7-Zellen verglichen wird, demonstrierte
eine konzentrationsabhéngige Freisetzung von ROS fiir beide Materialien, fiir die CNTs
jedoch in hoherem Maf3e. Gleichzeitig wurde auch TNF-« durch CNTs freigesetzt, durch CB
jedoch nicht, was das hohere Potenzial einer inflammatorischen Wirkung durch CNTs zeigt
(Figarol et al., 2015).

Die dargestellten Studien suggerieren einen starken Einfluss von TNF-« bei der Faser-
vermittelten Signalweiterleitung. Dieser Effekt kann in der vorliegenden Arbeit lediglich
fiir mit thermisch-mechanisch behandelten CF exponierte Monokulturen bestatigt werden.
Dabei nehmen diese moglicherweise eine Rolle ein, die toxikologisch zwischen CB und
CNTs liegt. In den Cokulturen stellte sich, kontrdar dazu, eine Repression des kodierenden
Gens dar, obwohl es sich dabei und auch bei CCL22 um fiir Makrophagen charakteris-
tische Gene und Proteine handelt (Godiska et al., 1997; J. Sethi & Hotamisligil, 2021).
Dies und die allgemein geringere Aktivitat der Cokultur kann eventuell mit dem zuvor
beschriebenen Phédnomen des Zellverlusts erklart werden. Die stark agglomerierenden
thermisch-mechanisch behandelten Fasern verursachten mutmafllich eine verstarkte Ad-
sorption der Zellen an die Fasern. Da die dTHP-1-Zellen auf dem Epithel-Monolayer liegend
vor den Epithelzellen mit den Fasern in Kontakt traten, liegt die Vermutung nahe, dass
sie auch zuerst an den Fasern hafteten und dadurch verloren gingen. Somit wurde die
vermeintliche Repression der Gene dadurch vermittelt, dass die dTHP-1-Zellen in den
CF-exponierten Proben vermindert und in den CACs in voller Zahl vorhanden waren. Ein
solcher Effekt wurde in der Literatur bislang noch nicht beschrieben. Eine Abschatzung
davon, wie sich solche Effekte in einem in-vivo-System auswirken wiirden, ist schwierig.
Allerdings kann eine solch starke Agglomeration und Adharenz an Zellen in Hinblick auf
die mogliche Internalisierung der Testsubstanz und Schéaden der Zellmembran und extrazel-
luldren Matrix kritisch sein, wie bereits fiir Graphen-basierte NM zusammengefasst wurde
(Ouetal., 2016).

Die Induktion der Inflammationsgene und des Gens NFKBIA kann mechanistisch auf
den NF-kB-Signalweg zuriickgefiihrt werden, der, dhnlich zu den in Quarz-Experimenten
erzielten Effekten, auch bei CF eine wichtige Rolle zu spielen scheint (Tripathi & Aggarwal,
2006). Auch in Asbest-exponierten transgenen Médusen wurde die Bedeutung dieses Signal-
wegs bei der Faser-vermittelten Inflammationsantwort festgestellt, beispielsweise durch
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die Freisetzung der Zytokine IL-6, IL-13 und Macrophage chemotactic protein-1. Zuséatzlich
wurde durch die Mutation von IkBx eine dauerhafte Unterdriickung des Signalwegs herbei-
gefiihrt, was in einer verringerten inflammatorischen Antwort auf Asbest-Fasern resultierte
(Haegens et al., 2007). Die Induktion von IL-13 wurde ebenfalls in einer kontaktlosen
Cokultur aus A549 und dTHP-1-Zellen nach Exposition mit Mitsui-7 MWCNTs und Asbest-
fasern beschrieben (Ventura et al., 2020a). In einer weiterer Studie, in der THP-1-Zellen
mit CB-Nano- und Mikropartikeln behandelt wurden, wurde ebenfalls eine Freisetzung von
IL-1p festgestellt, wobei der Effekt durch Nanopartikel ausgepréigter war. Ebenso wurden
COX2 und CCL2 auf Ebene der Genexpression induziert (Sahu et al., 2014).

Neben dem NF-«kB-Signalweg kann eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms als
moglicher Mechanismus betrachtet werden, was durch die Induktion von IL-1B, IL-1A
und COX2 auch fiir die mechanisch und thermisch-mechanisch behandelten Fasern in
Frage kommt (Broz & Dixit, 2016; Simmons et al., 2004). In einer Studie mit gegeniiber
Chrysotyl-Asbest exponierten BEAS-2B- und dTHP-1-Zellen in einem conditioned media-
Szenario wurde die Inflammasom-Aktivierung aufgrund der starken Induktion von IL-1£
und Caspase-1 ebenfalls als grundlegender Mechanismus vorgeschlagen. Gleichzeitig wurde
in dieser Studie auch die Induktion des NF-kB-Dimers p65 sowie die verstirkte DNA-
Bindung des Transkriptionsfaktors AP-1 vorgeschlagen. Diese Ergebnisse suggerieren eine
enge Verbindung der drei Signalwege (M. Li et al., 2012).

Beeinflussung der oxidativen Stressantwort und Fibrose

Da der NF-kB-Signalweg sowie das Inflammasom neben der Aktivierung durch Zytokine
auch durch oxidativen Stress induziert werden, liegt ein ROS-vermittelter Mechanismus
auch bei den behandelten CF nahe (Schreck et al., 1992). Allerdings wurden nur wenige
Gene dieses Clusters durch Exposition mit den CF-Stauben beeinflusst. In Abbildung 5.18
sind die Transkriptionsdnderungen des Gens HMOX1 dargestellt.

HMOX1 kodiert fiir die Hamoxygenase 1 und damit fiir einen der empfindlichsten
ROS-Marker. Durch Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF kam es zu keiner
biologisch relevanten Beeinflussung dieses Gens. Im Gegensatz dazu wurde nach Exposition
gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten CF eine durchgehende Repression des Gens
vermerkt. Besonders auffallend war die signifikante Repression um das 4,5-fache durch
BEAS-2B-Monokulturen nach 4 h. Dies zeigt, dass der Transkriptionsfaktor Nrf2 vermutlich
nicht an der toxikologischen Antwort beteiligt ist bzw. sogar herunterreguliert wird, wobei
der Mechanismus hierfiir unklar ist (Loboda et al., 2016). Fiir CB wurde ebenfalls eine
fehlende Induktion der HMOX1 auf Proteinebene in BEAS-2B-Zellen beschrieben (Diabaté
et al., 2011). Die Induktion der Metallothionein-kodierenden Gene MT1X und MT2A konnte
hierbei auch ein zuséatzliches Zeichen fiir oxidativen Stress sein, wie es auch zuvor fiir Quarz
beschrieben wurde. Es ist jedoch auch eine Induktion durch die verstarkt exprimierten
Zytokine moglich (Ruttkay-Nedecky et al., 2013).

Eine fibrotische Antwort konnte fiir die CF-exponierten Zellen in dieser Arbeit nicht
festgestellt werden, obwohl diese fiir faserformige Substanzen bereits in diversen Studien
postuliert wurde. Im Falle des Gens COL1A1 kam es sogar zu einer leichten Repression. In

einer Studie wurden nach Exposition von Mausen gegeniiber MWCNTSs durch Aspiration Un-
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Abbildung 5.18: Einfluss von mechanisch und thermisch-mechanisch behandelten CF auf die
Expression des Gens HMOX1 von BEAS-2B-Mono- und BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen nach
ALI-Exposition. Die Zellen wurden 1 h mit CF exponiert und 0, 3 oder 23 h nachinkubiert.
Es ist der Mittelwert + SD dreier unabhéngiger Experimente dargestellt. Signifikanz zur
Negativkontrolle (Student’s T-Test): * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,005).

tersuchungen des Peptidoms durchgefiihrt. Neben einer signifikanten Induktion mehrerer
Zytokine, darunter erneut TNF-« und TGF-$, wurden auch Mediatoren wie Matrixme-
talloproteinasen (MMPs) und deren Inhibitor TIMP1 sowie Adhésionsproteine verstarkt
exprimiert, was fibrotische Verdnderungen der extrazellularen Matrix indiziert (Mostovenko
et al., 2019). Eine fibrotische Antwort mit einer nachfolgenden Akkumulation von Collagen
wurde in einer weiteren Studie mit Mausen demonstriert, in der die Toxizitdt von SWCNTSs,
Asbestfasern und CB mit einer Proteomics-Methode untersucht wurde. Diese war bei Expo-
sition gegeniiber SWCNTs deutlich starker als nach Exposition gegentiber Asbestfasern und
CB. Auf dhnliche Weise wurde durch die SWCNTs eine deutlich stiarkere inflammatorische
und auch apoptotische Antwort induziert (Teeguarden et al., 2011). Grund fiir die in dieser
Arbeit ausbleibende fibrotische Antwort sind womoglich zu kurze Inkubationszeiten, da
die Expression profibrotischer Marker und das Einsetzen der epithelial-mesenchymalen
Transition in verschiedenen Lungenzellen (A549, SAEC, BEAS-2B) erst nach drei Tagen
Inkubation mit Asbest beschrieben wurde (Tamminen et al., 2012).

Beeinflussung der Apoptose und Zellzyklusregulation
Aus der Heatmap wird deutlich, dass mehrere Gene der apoptotischen Antwort durch
vorbehandelte CF verandert exprimiert wurden. Insbesondere fiir thermisch-mechanisch
behandelte CF konnte eine deutliche Induktion der Gene JUN, MYC, PLK3, PMAIP1 UND
VEGFA beobachtet werden, welche nach Exposition gegentiber mechanisch behandelten CF
weniger ausgepragt war.

Eine Beteiligung der Apoptose an der zellularen Antwort wurde sowohl fiir faserférmige
als auch fiir Carbon-basierte Materialien in der Literatur beschrieben. Bei Untersuchung von
A549-Mono- und A549/dTHP-1-Cokulturen nach Exposition mit Mitsui-7 und Crocidolit-
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Asbestfasern wurde eine leichte Induktion der Apoptose indirekt iiber eine gesteigerte
Aktivitat der Caspasen 3 und 7 nachgewiesen, allerdings nur nach Asbest-Inkubation (Ven-
tura et al., 2020a). Diese beiden Caspasen werden sowohl als Teil der extrinsischen als
auch der intrinsischer Apoptose-Antwort aktiviert (Salvesen, 2002). In einer dhnlichen
Studie wurde die Anderung von microRNAs durch die gleichen Materialien in A549-Zellen
untersucht und diese Verdnderungen verschiedenen zelluliren Antworten zugeordnet. Fiir
beide Materialien wurden als Hauptantworten eine Verdnderungen der Expression p53-
regulierter Gene, verschiedene im Krebs relevante Signalwege sowie TGF-f identifiziert.
Bei Mitsui-7 waren zusitzlich Anderungen des Zytoskeletts und der extrazelluliren Ma-
trix prasent, bei Asbest auch Zellzyklus-regulierende Antworten (Ventura et al., 2020b).
Dartiber hinaus losten auch CB-Partikel in Bronchialepithelzellen eine Apoptose aus, die
mutmalllich auf einem intrinsischen Mechanismus beruhte und durch die ROS-vermittelte
Freisetzung von Cytochrom c ausgeldst wurde (Hussain et al., 2010). Eine weitere Studie
postulierte eine Induktion der Pyroptose, einer Art des Inflammasom-vermittelten Zelltodes,
in RAW264.7-Zellen durch CB-Partikel, was eine zuséatzliche Verbindungsstelle zwischen
der inflammatorischen Antwort und einem programmierten Zelltod darstellt. Der Prozess
der Pyroptose geht jedoch ebenfalls mit einer erhéhten LDH-Freisetzung einher, weswegen

er fiir die CF-Staube weitgehend ausgeschlossen werden kann (Reisetter et al., 2011).

Im Folgenden wird die Beteiligung bestimmter Signalwege an der apoptotischen Ant-
wort mechanistisch diskutiert. Hierzu sind in Abbildung 5.19 exemplarisch Transkripti-
onsanderungen der apoptotischen Gene JUN, MYC und VEGFA dargestellt.
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Abbildung 5.19: Einfluss von mechanisch und thermisch-mechanisch behandelten CF auf
Gene der Apoptose und Zellzyklusregulation von BEAS-2B-Mono- und BEAS-2B/dTHP-
1-Cokulturen nach ALI-Exposition. Die Zellen wurden 1 h mit CF exponiert und 0, 3 oder
23 h nachinkubiert. Es ist der Mittelwert &+ SD dreier unabhingiger Experimente dargestellt.
Signifikanz zur Negativkontrolle (Student’s T-Test): * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,005).

73



KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

JUN, welches fiir ein Monomer des AP-1-Heterodimers kodiert, wurde nach Exposition
gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten Fasern sowohl in der Mono- (ca. 5-fach)
als auch in der Cokultur (ca. 3-fach) induziert (Hess & Schorpp-Kistner, 2004). AP-1 ist
tiber seine Verbindung mit dem JNK/MAPK-Signalweg direkt an der Zellzyklusregulati-
on, Apoptose und Differenzierung beteiligt (Ameyar et al., 2003). Auch andere in dieser
Arbeit ermittelte Antworten konnen grol3tenteils verschiedenen Bestandteilen der MAP-
Kinase-Signalkaskade zugeordnet werden. Vor allem das Gen VEGFA, das fiir den vascular
endothelial growth factor « kodiert, fallt durch seine signifikante und biologisch relevante
Induktion nach Exposition gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten CF auf. VEGF-A
reguliert den MAPK/ERK-Signalweg, indem es an den VEGF-Rezeptor bindet und eine
intrazelluldre Signalkaskade auslost (L. Wu et al., 2000). Dariiber hinaus kann das Protein
iiber den p38/MAPK-Signalweg die Zellmigration beeinflussen (Kobayashi et al., 2006).
Zusatzlich ist fiir TNF-« ebenfalls eine induzierende Wirkung auf die MAPK-Signalwege
bekannt (J. Shi & Sun, 2018). Bei MYC, welches verstarkt nach Exposition gegeniiber
thermisch-mechanisch behandelten CF exprimiert wird, handelt es sich um ein Gen, das
durch die MAPK/ERK-Kaskade induziert wird (Zhu et al., 2008). Der gleichnamige Tran-
skriptionsfaktor c-Myc ist direkt an der Regulation diverser Gene der Zellzyklusregulation,
Apoptose und Proliferation beteiligt und als Proto-Onkogen bekannt (Dang et al., 1999). Es
kann fiir die Exposition gegeniiber CF keine verstiarkte Tendenz zu pro- oder antiapopto-
tischen Mechanismen abgeleitet werden: wahrend der MAPK/ERK-Signalweg eher die
Proliferation moduliert, hat der p38/MAPK-Signalweg zumeist proapoptotische Wirkungs-
weisen (Cargnello & Roux, 2011). Zusatzlich wurde auch eine Induktion der Gene PMAIP1
und PLK3 beobachtet. Diese kodieren jeweils fiir die proapoptotischen Proteine Noxa und
Polo-like kinase 3 (P1k3), welche in engem Kontext mit dem Tumorsuppressor p53 stehen
und dadurch Zellzyklusarrest und Apoptose induzieren konnen. Insbesondere P1k3 stellt
hierbei eine funktionelle Verbindung zwischen DNA-Schdden und Apoptose dar (Oda et al.,
2000; Xie et al., 2001). Fiir das Gen MDM2, welches fiir das gleichnamige Protein kodiert,
konnte andererseits keine Anderung in der Genexpression festgestellt werden. MDM2
reprimiert in einem Mechanismus der negativen Riickkopplung p53 durch Ubiquitinierung
und stellt dadurch einen empfindlichen Sensor fiir p53-Aktivitdt dar (D. Shi & Gu, 2012).
Dieser Effekt widerspricht der Hypothese einer Beteiligung von p53 an der CF-vermittelten
Signalweiterleitung und Apoptose.

Sowohl fiir CNTs als auch fiir Asbestfasern wurde die Beteiligung der MAPK-Signalwege
und auch p53 in Lungenzellen bereits ausfiihrlich diskutiert (Donaldson et al., 2013; Dong
& Ma, 2015; Kamp & Weitzman, 1999; Tamminen et al., 2012). Eine Induktion diverser
Zielgene des JNK/AP-1-Signalwegs konnte bei Untersuchung des Peptidoms MWCNT-
exponierter Mause ebenfalls festgestellt werden (Mostovenko et al., 2019). Gerade bei
der Einleitung der Apoptose und bei malignen Entwicklungen nach Faserexposition von
Lungen- und Mesothelzellen spielen diese Signalwege eine entscheidende Rolle. Fiir CB
wurde ebenfalls eine Beteiligung der MAPK-Signalwege, sowohl MAPK/ERK, p38 als auch
JNK, in priméren Rattenepithelzellen beschrieben (Totlandsdal et al., 2010). Eine Rolle

von p53 bei der CB-vermittelten Toxizitdt konnte jedoch nicht festgestellt werden (Belade
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et al., 2015). Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass die CF-Staube toxikologisch eine
Zwischenrolle zwischen faserformigen CNTs und partikuldaren CB-Partikeln annehmen.

Beeinflussung der DNA-Schadensantwort und -reparatur

Im Cluster "DNA-Schadensantwort und Reparatur” wurden lediglich die beiden Gene
GADDA45A und DDIT3 in einem biologisch relevanten Mal induziert. Eine detaillierte
Betrachtung dieser beiden Gene ist in Abbildung 5.20 dargestellt.
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Abbildung 5.20: Einfluss von mechanisch und thermisch-mechanisch behandelten CF auf die
Expression des DNA-Schadensmarkers DDIT3 von BEAS-2B-Mono- und BEAS-2B/dTHP-
1-Cokulturen nach ALI-Exposition. Die Zellen wurden 1 h mit CF exponiert und 0, 3 oder
23 h nachinkubiert. Es ist der Mittelwert + SD dreier unabhingiger Experimente dargestellt.
Signifikanz zur Negativkontrolle (Student’s T-Test): * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,005).

Bei Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF wurden nur wenige signifikan-
te und biologisch relevante Veranderungen bei beiden Genen festgestellt. Die maximale
Aktivierung iiberschritt hierbei nur selten den Grenzwert einer Verdopplung oder Hal-
bierung der Transkriptmenge. Neben IL-6 zeigte das Gen DDIT3 allerdings die starksten
Veranderungen im ganzen Genset, beispielsweise eine Induktion um den Faktor 23 nach
Exposition der Monokultur gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten CF und einer
Nachinkubationszeit von 4 h. Hierbei waren die Effekte in der Monokultur ausgepréagter als
in der Cokultur. GADD45A zeigte insgesamt eine geringere Effektstdrke mit einer maximalen
Induktion um den Faktor 4,5 in der Monokultur nach 4 h. Allerdings konnten keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen Mono- und Cokultur beobachtet werden. Bei GADD45A
bzw. dem gleichnamigen Growth arrest and DNA-damage-inducible protein handelt es sich
um ein Molekiil, das neben der Induktion durch DNA-Schiden auch durch diverse andere
Faktoren verstarkt exprimiert wird, beispielsweise durch Wachstumsarrest, UV-Strahlung
oder Hypoxie. Die Aktivierung von GADD45A wird auch durch p53 vermittelt (Zhan, 2005).
Unter den vielen von GADD45A verstiarkend regulierten Signalwegen finden sich erneut
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die JNK- sowie p38/MAPK-Signalwege (Takekawa & Saito, 1998). Das Gen DDIT3 (DNA da-
mage induced transcript 3) kodiert ebenfalls fiir ein Protein, welches durch unterschiedliche
zelluldre Reize induziert werden kann, etwa DNA-Schiden, Stress des Endoplasmatischen
Retikulums oder Hypoxie. Es ist an der Regulation diverser Gene beteiligt, die Zellzyklus-
Arrest und Apoptose induzieren. Bei einem der durch DDIT3 regulierten Proteine handelt
es sich auch um das Heat shock protein 72, welches auf Ebene der Genexpression auch
nach CF-Behandlung leicht induziert wurde (HSPA1A) (Jauhiainen et al., 2012). Auch der
JNK-Signalweg wirkt induzierend auf DDIT3, was eine verstarkte Expression des Death
receptor 5 (DRS5) zur Folge hat und die Rezeptor-vermittelte extrinsische Apoptose einleitet
(Guo et al., 2017). Dieser Effekt ist auch in den hier dargestellten Ergebnissen durch die
Hochregulation von TNFRSF10B zu erkennen, dem Gen, das fiir den DR5 kodiert.

Die Induktion von DDIT3 und GADD45A suggeriert deutlich die Beteiligung von DNA-
Schéden an der toxikologischen Antwort nach CF-Exposition. Die gleichzeitige Aktivierung
von PLK3 untermauert diese Vermutung, da es sich bei dem korrespondierenden Protein um
eine funktionelle Verbindung zwischen DNA-Schdden und der nachfolgenden Einleitung
der Apoptose durch p53 handelt (Xie et al., 2001). Diese Vermutung wird durch eine
Studie gestiitzt, in der nach Exposition von Mausen gegeniiber nativen und thermisch
behandelten Carbonfasern eine Hochregulation diverser Marker fiir die DNA-Reparatur und
DNA-Remodellierung beobachtet wurde (Moriyama et al., 2019). Es muss jedoch beachtet
werden, dass gerade die Induktion von DDIT3 und GADD45A als universelle Stressmarker
auch durch andere Signalwege und Zellschdaden getrieben sein kann (Jauhiainen et al.,
2012; Zhan, 2005). In der vorliegenden Arbeit wird die Bildung von DNA-Strangbriichen
auf funktioneller Ebene in einem spéteren Kapitel betrachtet (s. 5.2.5 Induktion von DNA-
Strangbriichen nach Exposition gegeniiber Carbonfasern).

Fiir die Genexpressionsanalysen kann zusammengefasst werden, dass vermutlich eine
grolde Spanne unterschiedlicher Signalwege durch thermisch-mechanisch behandelte CF
ausgelost wird. Es kann angenommen werden, dass die zelluliren Antworten auf mecha-
nisch behandelte CF vergleichbar sind, jedoch in einem geringeren MalR3e stattfinden. Dies
konnte auf Unterschiede in der Oberflachenbeschaffenheit der CF-Staube zuriickgefiihrt
werden, die bereits durch eine verdnderte Zytotoxizitat aufgefallen sind. Nach Exposition
gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten CF wurden dariiber hinaus starkere Antwor-
ten in Hinblick auf eine Induktion der Genexpression in der Monokultur beobachtet, was mit
einem zeitlich friitheren Verlust der Makrophagen in der Cokultur begriindet werden kann.
Insgesamt konnten als relevante Signalwege im Bereich der Inflammation die Aktivierung
von NF-kB und NLRP3-Inflammasom und im Bereich der Apoptose diverse Mitglieder der
MAPK-Signalkaskade identifiziert werden. Eine Beteiligung von ROS kann zwar aufgrund
der hohen Inflammationsantwort und der NF-kB-Aktivierung ebenfalls vermutet werden,
wird jedoch nicht durch eine starke Antwort im Cluster "Oxidative Stressantwort” gestiitzt.
Es konnten ebenfalls keine relevanten Anderungen im Cluster "Fibrose” verzeichnet werden.
Eine Bildung von DNA-Schiden muss ebenfalls kritisch betrachtet werden, da lediglich
zwei Gene dieses Clusters in besonderem Malf3e induziert wurden, diese jedoch auch durch
andere zelluldre Stressreize aktiviert werden konnen.
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5.2.4 Zytokinfreisetzung nach Exposition gegeniiber Carbonfasern

Um die inflammatorische Antwort nach Exposition von Mono- und Cokulturen auf Pro-
teinebene zu untersuchen, wurde die Freisetzung von IL-8 in das umgebende Medium
untersucht. Dies sowie die IL-8-Freisetzung von mit Lipopolysaccharid (LPS) behandelten
Zellen ist in Abbildung 5.21 dargestellt.
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Abbildung 5.21: Zytokinfreisetzung nach ALI-Exposition von Lungenzellmodellen gegeniiber
mechanisch und thermisch-mechanisch behandelten Carbonfasern (CF) und der zu-
gehorigen Clean Air Controls (CAC) (links) BEAS-2B-Monokulturen und BEAS-2B/dTHP-1-
Cokulturen wurden fiir 1 h gegeniiber CF-Stduben exponiert und fiir 0, 3 oder 23 h nachinku-
biert. Als Positivkontrolle wurde mit 10 ug/mL LPS inkubiert (rechts). Die Mittelwerte dreier
Experimente + SD sind dargestellt. Signifikanz zur CAC (Student’s T-Test): */**/*** (p <
0,05/0,01/0,005).

Die Positivkontrolle LPS 10ste durchweg eine hohe IL-8-Freisetzung aus, insbesondere
in der Cokultur. Vergleichbare Effekte in Hinblick auf Unterschiede zwischen Mono- und
Cokultur wurden bereits in der Literatur beschrieben (J. Li et al., 2020). Die maximale
IL-8-Freisetzung durch LPS in der Cokultur lag mit 6,96 ng/mL ca. einen Faktor 10 hoher
als die maximale Freisetzung nach CF-Exposition.

Die IL-8-Freisetzung nach CF-Exposition spiegelt in direkter Weise die Ergebnisse der
Genexpression in Bezug auf das Gen IL-8 wieder. Bei Exposition gegeniiber mechanisch
behandelten CF wurden signifikante Mengen von IL-8 lediglich durch die Cokultur freige-
setzt. Dabei wurde nach einer Inkubationszeit von 4 h ein Maximum mit einer Freisetzung
von 354 pg/mL erreicht. Die stirkere Antwort der Cokultur ist auf die Verstarkung der
inflammatorischen Antwort durch die dTHP-1-Zellen zuriickzufiihren, welche auch auf
Genexpressionsebene {iber einen ldngeren Zeitraum anhielt als in der Monokultur. Die
Freisetzung des Zytokins verhielt sich hierbei zeitversetzt zur Induktion des Gens. Wahrend
das korrespondierende Gen ein Maximum nach 1h aufwies, war ein Maximum der Frei-
setzung erst nach 4 h erreicht. Nach Exposition mit thermisch-mechanisch behandelten

Fasern wurde ein anderes Verhalten beobachtet. Sowohl in der Mono- als auch in der
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Cokultur wurden zu allen Zeitpunkten signifikante Konzentrationen an IL-8 freigesetzt,
die insgesamt hoher waren als nach Inkubation mit mechanisch behandelten CF. Hierbei
zeigten sowohl die Mono- als auch die Cokultur einen vergleichbaren zeitlichen Verlauf
mit einem stetigen Anstieg der IL-8 Freisetzung bis zu einem Maximum bei 773 pg/mL in
der Monokultur und 562 pg/mL in der Cokultur nach 24 h. Es konnten keine Unterschiede
zwischen den beiden Modellen festgestellt werden. Dies suggeriert, dass die dTHP-1-Zellen
keine verstarkende Rolle bei der IL-8-Freisetzung spielen, moglicherweise durch das bereits
diskutierte Phanomen des Zellverlusts. Eine Freisetzung von IL-8 durch an Faserfragmen-
te adhérierende Zellen wére dennoch moglich. Lediglich ein zytotoxischer Effekt in den
dTHP-1-Zellen wiirde erkldren, aus welchem Grund keine zusétzliche IL-8-Freisetzung in
der Cokultur stattfindet. Diese konnte durch eine erhohte Internalisierung der CE-Stdube
durch die dTHP-1-Zellen oder durch Unterschiede in Grof3e oder Form der Partikel und
Fasern zu erklaren sein. Womoglich war die korrespondierende LDH-Freisetzung durch die
hohe Uberzahl an Epithelzellen im Vergleich zu den Makrophagen-ahnlichen Zellen nicht
detektierbar.

In einer Studie mit CNTs verschiedener Grofden wiesen MWCNTSs mit einer grolderen
Lange eine hohere Toxizitat in A549-Zellen auf als kiirzere MWCNTs. In derselben Studie
wurde fiir langere MWCNTs auch ein erhohtes inflammatorisches Potenzial in-vivo durch
einen verstarkten Influx von Zellen in die Lunge festgestellt (Yamashita et al., 2010). Die
Freisetzung von IL-8 als eines der Hauptzytokine wurde bereits fiir diverse faserformige
Materialien in in-vitro-Lungenmodellen am ALI beschrieben, beispielsweise fiir Asbestfa-
sern in einem Triplekulturmodell aus A549-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen
(Endes et al., 2014), fiir thermisch beanspruchte Mitsui-7-MWCNTSs in A549-Zellen (Hufna-
gel et al., 2021b) und fiir diverse MWCNTSs in A549/dTHP-1-Cokulturmodellen (Di Ianni
et al., 2021). Im submersen Modell wurden deutlich mehr Studien mit einer signifikanten
IL-8-Freisetzung in Lungenzellen publiziert, sowohl fiir Asbest (Duncan et al., 2014; Rosen-
thal et al., 1994; Simeonova & Luster, 1996), als auch fiir MWCNTSs (Ursini et al., 2016;
Vales et al., 2016; S. Ye et al., 2009). In vielen dieser Studien wird die Induktion von IL-8
mit der Aktivierung von NF-«B und anderen ROS-abhingigen Signalwegen sowie mit der
Entwicklung fibrotischer oder maligner Effekte verbunden.

Im Vergleich zur IL-8-Freisetzung nach Exposition gegeniiber Quarzpartikeln im ersten
Teil der vorliegenden Arbeit war die Freisetzung nach Exposition gegeniiber CF gering.
Wihrend durch die niedrigste Quarzkonzentration (15 nug/cm?) IL-8-Konzentrationen im
Nanogrammbereich freigesetzt wurden, kam es durch Exposition mit CF zu einer maximalen
Freisetzung von 773 pg/mL. Dies kann teilweise mit der Verwendung héherer Quarzkonzen-
trationen und einer anderen Zelllinie begriindet werden. Zuséatzlich kann vermutet werden,
dass fiir CF-Stdube andere Zytokine eine tragende Rolle spielen. Beispielsweise wurde in der
Genexpressionsanalyse eine starkere Induktion des Gens IL-6 festgestellt. Die Induktion von
MAPK-Signalwegen und seine Rolle als early response-Zytokin suggerieren zusitzlich eine
Bedeutung von TNF-«, zumindest fiir die thermisch-mechanisch behandelten CF (Toews,
2001). Die Hypothese einer verstidrkten Antwort anderer Zytokine als IL-8 kann fiir weitere
Carbon-basierte Materialien, wie CB und MWCNTs, jedoch nicht bestétigt werden (Han
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et al., 2010; Ursini et al., 2014). Aus diesem Grund wére eine Untersuchung der Sekretion
anderer Zytokine auf Proteinebene fiir CF-Stdube in der Zukunft sinnvoll.

5.2.5 Induktion von DNA-Strangbriichen nach Exposition gegeniiber Car-
bonfasern

Im Zuge der Genexpressionsanalysen wurde vermutet, dass die Exposition gegeniiber CF
eine DNA-schiddigende Wirkung auslost. Um eine mogliche genotoxische Wirkung der
CE-Stédube zu ermitteln und diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde mithilfe der Alkalischen
Entwindung die Induktion von DNA-Strangbriichen untersucht. Der Anteil doppelstréangiger
DNA in den Zellen ist in Abbildung 5.22 dargestellt. Eine Verringerung des doppelstrangigen
Anteils korreliert direkt mit der Anzahl induzierter DNA-Schéaden.
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Abbildung 5.22: Anteil doppelstringiger DNA nach ALI-Exposition von Lungenzellmodellen
gegeniiber mechanisch (A) und thermisch-mechanisch behandelten CF (B) und nach
Exposition gegeniiber Reinluft (CAC). Die Bestimmung des Gehaltes an ds-DNA erfolgte
nach Exposition von BEAS-2B-Mono- und BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen fiir 1h und 0, 3 oder
23 h Nachinkubation mithilfe der Alkalischen Entwindung. Als Positivkontrolle wurde 1h
mit 100 uM Menadion inkubiert Die Mittelwerte dreier Experimente + SD sind dargestellt.
Signifikanz zur CAC (Student’s T-Test): */**/*** (p < 0,05/0,01/0,005).
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Bei der Induktion von DNA-Strangbriichen zeigte sich ein Bild, das den bisher beob-
achteten Effekten widerspricht: es ist eine starkere Induktion von Strangbriichen nach
Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF zu sehen als nach Exposition gegentiber
thermisch-mechanisch behandelten CF. Allerdings waren die beobachteten Effekte zumeist
nicht signifikant und spiegelten sich auf dhnliche Weise in der CAC wider. Bei beiden
Behandlungsarten konnten keine Unterschiede zwischen Mono- und Cokultur festgestellt
werden. Die Induktion von Strangbriichen nach Exposition gegentiber mechanisch und
thermisch-mechanisch behandelten CF war lediglich nach 4 h signifikant, bei thermisch-
mechanischer Behandlung in der Cokultur auch nach 24 h. Die CACs und CF-exponierten
Proben unterschieden sich beziiglich ihres Gehaltes an doppelstrangiger DNA jedoch selten
um mehr als 10 %. Demnach handelt es sich hier nur um einen schwach genotoxischen
Effekt. Eine weitere Moglichkeit ist, dass es sich um einen anderen genotoxischen Mechanis-
mus handelt, der nicht mithilfe der AU detektiert werden kann, beispielsweise eine Bildung
von Mikrokernen. So wurde fiir MWCNTs ein solcher genotoxischer Mechanismus beob-
achtet, beispielsweise in A549-Zellen (Ventura et al., 2020a) oder V79-Zellen (Kisin et al.,
2011). Andere Studien beschrieben daneben auch die Bildung von DNA-Strangbriichen
durch MWCNTs, insbesondere fiir CNTs grof3erer Lange (Yamashita et al., 2010). Fiir Asbest-
fasern wurden ebenfalls diverse genotoxische Effekte beschrieben, etwa die Bildung von
DNA-Schéden und chromosomalen Abberationen in exponierten Arbeitskriften (Dusinska
et al., 2004) und V79-Zellen (Kisin et al., 2011) sowie die Induktion von Strangbriichen
und Mikrokernen in A549-Zellen (Puhakka et al., 2002; Ventura et al., 2020a). Der Einfluss
einer thermischen Behandlung auf die genotoxische Wirkung von Mitsui-7 MWCNTSs in
BEAS-2B und SAEC-Zellen wurde ebenfalls untersucht: die thermische Behandlung loste
hierbei eine geringere Genotoxizitit aus, jedoch ebenfalls, wie auch die nativen CNTs, eine
Fragmentierung und Translokation von Chromosomen (Siegrist et al., 2019).

In Hinblick auf die Genotoxizitdt und Mutagenitidt von CNTs wird davon ausgegangen,
dass die Mechanismen mit denen fiir Asbest zu gro3en Teilen {ibereinstimmen, zumindest
im Fall der CNTs groRerer Lange. Die genotoxischen Mechanismen sind durch ein hohes
Malf an frustrierter Phagozytose und eine konsekutive Induktion reaktiver Sauerstoffspezies
charakterisiert, welche direkt mit der Grofde und Form der Fasern korrelieren (Toyoku-
ni, 2013). Wie aus den REM-Bilder ersichtlich wurde (Abbildung 5.14), entsteht bei der
Behandlung der hier untersuchten Fasern zudem ein grol3er Anteil an eher partikuldren
Bruchstiicken. Diese konnen ebenfalls genotoxische Wirkungen haben. So wird fiir CB als
partikuldre Substanz ebenfalls eine Genotoxizitit postuliert, die jedoch nicht auf frustrierter
Phagozytose, sondern rein auf der Entstehung sekundérer DNA-Schédden durch ROS und
inflammatorische Mediatoren beruht (Schins & Knaapen, 2007). Grundsétzlich handelt es
sich bei der Ermittlung der Genotoxizitdt von CB um ein umstrittenes Thema, da viele Stu-
dien widerspriichliche Ergebnisse liefern, auch im Hinsicht auf die Bildung von Micronuclei
und DNA-Schaden, wie es von Chaudhuri et al. (2018) bereits zusammengefasst wurde.
Bei der Einschitzung der toxikologischen Mechanismen, insbesondere der Genotoxizitat
von CF-Stauben, ist es aus diesem Grund maf3geblich, den Anteil faserférmiger und parti-
kularer Bestandteile zu beurteilen und darauf basierend mogliche Vergleiche mit anderen

Materialien ableiten zu konnen.
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Es lasst sich schlussfolgern, dass die Genotoxizitat von faserférmigen Materialien je
nach Form, GroRe und Zusammensetzung mechanistisch variieren kann. Demnach muss
die hier detektierte schwache Genotoxizitdt nicht zwingend ein Indiz fiir eine ausblei-
bende genotoxische Wirkung der CF-Staube sein. Die Beobachtungen einer Induktion der
DNA-Schadensmarker DDIT3 und GADD45A auf Transkriptionsebene und die daraus re-
sultierende Vermutung einer Genotoxizitidt kann nur bedingt bestitigt werden. Da gerade
fiir die Kohlenstoff-basierten MWCNTs ein grol3er Teil der genotoxischen Wirkung in der
Bildung chromosomaler Abberationen und Mikronuclei zu liegen scheint, wére fiir die
CF-Stdube ein dhnlicher Mechanismus plausibel. Aus diesem Grund wére eine umfassende
Untersuchung der Genotoxizitdt auch durch Verwendung anderer Methoden, insbesondere
auf chromosomaler Ebene, sinnvoll.
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5.2.6 Exposition einer Triplekultur gegentiber mechanisch vorbehandelten
Carbonfasern

Um ein noch realistischeres in-vitro-Modell der Lunge zu generieren, wurde die zuvor
verwendete BEAS-2B/dTHP-1-Cokultur um die Fibroblastenzellen CCD-33Lu erweitert.
Diese wurden an der Unterseite der Transwell-Membran kultiviert und waren dadurch
von den anderen beiden Zelltypen rdumlich getrennt. Aus diesem Grund findet fiir die
Experimente, die auf der direkten Untersuchung von Zellen beruhen (Zellzahlbestimmung,
Genexpressionsanalyse und Alkalische Entwindung) eine Unterscheidung des apikalen
und basolateralen Kompartiments statt. Fiir Experimente, die auf Untersuchungen des
umgebenden Mediums beruhen (LDH-Assay und IL-8-Freisetzung), wird keine solche
Unterscheidung durchgefiihrt, da bei ALI-Exposition lediglich basolateral Medium vorliegt.
Dariiber hinaus bestand kein direkter Kontakt zwischen Fibroblasten und CF-Stauben, da
diese nur auf die apikale Seite des Transwells appliziert wurden.

Aufgrund der Komplexitat des Modells musste die Anzahl der Versuche mit der Tri-
plekultur eingeschrankt werden und es wurden lediglich Expositionen mit mechanisch
behandelten CF-Stiauben und einem angeschlossenen Nachinkubationszeitraum von 23 h
umgesetzt.

5.2.6.1 Betrachtung der Zytotoxizitat

Zunachst wurde die Zytotoxizitit nach der Exposition mit CF-Stduben durch Messung
der Zellzahl und der LDH-Freisetzung ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.23
dargestellt.
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Abbildung 5.23: LDH-Freisetzung (links) und Zellzahlen (rechts) nach ALI-Exposition von
Triplekulturmodellen gegeniiber mechanisch behandelten Carbonfasern (CF) und der
zugehorigen Clean Air Controls (CAC). Triplekulturen mit BEAS-2B/dTHP-1-Zellen auf
apikaler Seite und CCD-33Lu-Zellen auf basolateraler Seite wurden fiir 1 h gegeniiber CF-
Stauben exponiert und fiir 23 h nachinkubiert. Die Mittelwerte dreier Experimente + SD sind
dargestellt. Signifikanz (Student’s T-Test): */**/*** (p < 0,05/0,01/0,005).

Bei der Zellzahlbestimmung wurde im apikalen Kompartiment kein signifikanter Unter-
schied zwischen CAC und CF-exponierten Proben festgestellt. Eine signifikante Abnahme

der Zellzahl wurde bei den Fibroblasten detektiert, allerdings war der Unterschied mit einer
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Zellzahl von 2,27 x 10° bei der CAC und 1,95x 10° bei den CF-exponierten Proben minimal.
Die LDH-Freisetzung zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede, war jedoch mit
Werten zwischen 20 und 30 % insgesamt hoher als in der Mono- und Cokultur.

Da nur eine begrenzte Anzahl von Studien mit vergleichbaren Modellen verfiigbar
ist, wird im Literaturvergleich auch auf Modelle zuriickgegriffen, die anstelle von Fibro-
blasten Endothelzellen und dendritische Zellen verwenden. In einem 3D-Mikrogewebe,
bestehend aus in einem Hydrogel eingebetteten dTHP-1- und BEAS-2B-Zellen sowie IMR-90-
Fibroblasten, wurde nach Exposition gegeniiber CB, MWCNTSs und Asbest erst nach 7-tigiger
Nachinkubation eine Zytotoxizitét festgestellt, die fiir MWCNTSs deutlicher ausgepréagt war
(Viabilitdt von 50 %) als fiir Asbest und CB (Viabilitit von 75 %). Die Zellen lagen in diesem
Gewebe nicht geordnet vor, wodurch alle Zelltypen gegeniiber den Testsubstanzen expo-
niert wurden. Zudem wurden die dTHP-1-Zellen in einem starken Uberschuss von 4:1:1
eingesetzt, was die Vergleichbarkeit erschwert (Kabadi et al., 2019). In der vorliegenden
Arbeit wurde nur eine Konzentration der Fasern eingesetzt, die eventuell zu gering fiir das
Einsetzen einer Zytotoxizitit war, sowie einzeln nicht fiir die Feststellung einer Konzentrati-
onsabhéngigkeit geeignet. In einem Triplekulturmodell, das aus der Bronchialepithelzellinie
16HBE140- und Makrophagen im apikalen Kompartiment und dendritischen Zellen im
basolateralen Kompartiment bestand, wurde ebenfalls keine Zytotoxizitdt bei Behandlung
mit SWCNTs und MWCNTs beobachtet, genauso wie in den Monokulturen der einzelnen
Zellen (Clift et al., 2014). Das gleiche Modell wies dariiber hinaus in Experimenten mit
Asbestfasern eine konzentrationsabhéngige Zytotoxizitat auf (Clift et al., 2011). Demnach
stimmen die hier generierten Ergebnisse eher mit den Daten aus Studien mit CNTs iiberein,
auch wenn die Modelle nicht optimal miteinander vergleichbar sind.

5.2.6.2 Genexpressionsprofile

Um die Wirkung der mechanisch behandelten Fasern auf die transkriptionelle Ebene der
Triplekultur zu untersuchen, wurden nach CF-Exposition Genexpressionsprofile erstellt.
Im Folgenden ist eine Auswahl relevanter Gene als Heatmap dargestellt (Abbildung 5.24).
Eine umfassende Genexpressionsanalyse findet sich im Anhang (s. Anhang B Ergdnzende
Daten: Abbildung B.7). Bei Betrachtung der Zellen im basolateralen Kompartiment wurde
festgestellt, dass von den vier erfolgreichen Experimenten jeweils zwei vergleichbare
Antworten aufwiesen, wahrend sich die anderen beiden gegensatzlich verhielten. Aus
diesem Grund findet in der Heatmap eine Trennung zwischen den beiden detektierten
Antworten statt. Die Versuche A und C sowie B und D sind dabei zu jeweils einer Gruppe

zusammengefasst.

Die Genexpressionsprofile unterschieden sich bei der Triplekultur deutlich von denen
der Mono- und Cokulturen. Der auffilligste Effekt war die durchgehende Repression der
Inflammationsgene im apikalen Kompartiment. Hierbei waren die Gene CCL22 2-fach,
COX2 2,5-fach und TNF-A 3-fach reprimiert. Das Gen OPN, das fiir das Protein Osteopontin
kodiert, ebenfalls an diversen inflammatorischen Prozesse beteiligt und charakteristisch

fiir die Ausbildung von Lungenfibrosen ist, wurde ebenfalls ca. 3-fach herunterreguliert
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Abbildung 5.24: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von BEAS-2B/dTHP-1/
CCD-33Lu-Triplekulturen nach ALI-Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF
als Heatmap. Die Zellen wurden 1 h mit CF exponiert und 23 h nachinkubiert. Das apikale
und basolaterale Kompartiment sind getrennt dargestellt, zusétzlich werden die Versuche
A/C und B/D im basolateralen Kompartiment getrennt dargestellt, da sich die beobachteten
Antworten gegensétzlich verhielten. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue
Farbung eine Repression. n.q.: nicht quantifizierbar.

(Miyazaki et al., 1995; Pardo et al., 2005). Daneben wurden im apikalen Kompartiment
keine Gene in biologisch relevantem Mal3e beeinflusst.

Im basolateralen Kompartiment wurde ein anderes Muster festgestellt. Hierbei zeigten
jeweils die Experimente A und C sowie B und D vergleichbare Effekte, verhielten sich
jedoch zueinander spiegelbildlich. Die meisten der dargestellten Gene, mit Ausnahme von
OPN und CCL22, wurden in den Versuchen A und C induziert, in den Versuchen B und
D jedoch reprimiert. Dieser Effekt trat besonders deutlich bei den Genen IL-1B (bei A/C
2,5-fach induziert, bei B/D 3-fach reprimiert), FTHI (bei A/C 4,5-fach induziert, bei B/D
2-fach reprimiert), NFKBIA (bei A/C 3-fach induziert, bei B/D 2-fach reprimiert) und VEGFA
(bei A/C 4,5-fach induziert, bei B/D 2-fach reprimiert) auf.

Eine Interpretation dieser Ergebnisse ist dadurch erschwert, dass in der Triplekultur
lediglich ein Nachinkubationszeitpunkt von 24 h gewahlt wurde. Wie aus den Mono- und

Cokulturen ersichtlich wurde, fand eine starke inflammatorische Antwort bereits unmittel-
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bar bzw. wenige Stunden nach Exposition gegeniiber behandelten CF statt und klang nach
24 h bereits ab. Es liegt demnach die Vermutung nahe, dass auch in der Triplekultur zu
fritheren Zeitpunkten eine proinflammatorische Antwort auf Transkriptionsebene erkennbar
ware. Da das Ausmal} dieser frithen Antwort nicht bekannt ist, kann nicht eingeschatzt
werden, ob es sich bei den grof3en Unterschieden zwischen den Einzelversuchen nach 24 h
um vergleichsweise geringe Schwankungen der transkriptorischen Antwort handelt. Eine
weitere Erklirung kann der Ubergang der Zellen in die spite akute Phase der Inflammation
sein, die sich durch eine Typ 2-Immunantwort und eine Freisetzung antiinflammatorischer
Zytokine wie IL-4 und IL-13 auszeichnet. Dies wiirde eine Repression proinflammatorischer
Gene in Zellen beider Kompartimente erkldren und einen ersten Schritt in Richtung einer
chronischen Inflammation und Fibroseantwort darstellen. Diese Hypothese kann durch die
fehlende Antwort bei den profibrotischen Genen TGF-B, PDGF-A, TIMP1 und OPN jedoch
entkraftet werden, da diese ebenfalls den Beginn einer Typ 2-Immunantwort signalisiert
(Dong & Ma, 2019).

Der Einsatz von Fibroblasten als Teil von komplexen Zellkulturmodellen wurde bereits
mehrfach beschrieben und hatte in vielen Fallen eine Verstarkung bereits beobachteter
Effekte zur Folge. So wurde in einem conditioned media-Ansatz mit Makrophagen und
Fibroblasten bereits 24 h nach Behandlung der Fibroblasten mit dem vorkonditionierten
Medium aus der Inkubation von Makrophagen mit MWCNTs eine Entwicklung zu Myo-
fibroblasten unter Freisetzung fibrotischer Mediatoren festgestellt. Dies ging mit einer
Induktion von IL-1$ durch Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms einher (Hindman &
Ma, 2018). In einer Monokultur mit MRC-5-Fibroblastenzellen wurden TGF-3 und OPN
bereits 24 h nach Start der Inkubation mit Mitsui-7 MWCNTSs freigesetzt (Chortarea et al.,
2019). Auch komplexere Modelle wie das bereits erwahnte 3D-Mikrogewebe aus THP-1-,
BEAS-2B-Zellen und IMR-90-Fibroblasten demonstrierten sowohl nach Behandlung mit
CNTs als auch mit Asbest eine Induktion fibrotischer Mediatoren wie Matrixmetallopro-
teinasen, deren Inhibitoren, PDGF-A und die Produktion von Collagen. Eine Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1{3, IL-6 und TNF-« wurde ebenfalls beobachtet. Al-
lerdings erfolgten diese fiir fibrotische Effekte charakteristischen Entwicklungen erst 4 bzw.
7 Tage nach Inkubation mit den Testsubstanzen. Dariiber hinaus wurde nach Exposition
des gleichen Modells mit CB-Partikeln lediglich eine leichte proinflammatorische Antwort
generiert, wahrend die verstiarkte Expression fibrotischer Mediatoren ausblieb (Kabadi
et al., 2019). Barosova et al. beschrieben eine Triplekultur aus A549-Zellen, dTHP-1-Zellen
und der Fibroblastenzellinie MRC-5, die iiber mehrere Tage gegeniiber steigenden Dosen
Mitsui-7 MWCNTSs exponiert wurde. In dieser Studie wurde keine signifikante Freisetzung
proinflammatorischer und profibrotischer Mediatoren festgestellt, moglicherweise aufgrund
der geringen Dosierung von maximal 2,5 ug/cm? (Barosova et al., 2020b). Von der gleichen
Arbeitsgruppe wurde das EpiAlveolar-Modell vorgestellt, das aus primiren Lungenepithel-,
Endothel- und Fibroblastenzellen besteht, mit einer optionalen Ergdnzung um Makropha-
gen. Nach wiederholter Exposition mit Mitsui-7 {iber einen Zeitraum von 21 Tagen konnten
signifikante Anderungen in der Freisetzung inflammatorischer Mediatoren (TNF-«, IL-1§)
und fibrotischer Mediatoren (TGF-f3 und Collagen-1) beobachtet werden. Erneut traten

diese jedoch erst nach mehreren Tagen auf (Barosova et al., 2020a).
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5.2.6.3 Zytokinfreisetzung

Zur Ermittlung der sekretorischen Inflammationsantwort in der Triplekultur nach Exposition
gegeniiber mechanisch behandelten CF wurde die Freisetzung von IL-8 gemessen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 5.25 dargestellt.
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Abbildung 5.25: Freisetzung von Interleukin-8 nach ALI-Exposition von Triplekulturmodellen
gegeniiber mechanisch behandelten Carbonfasern (CF) und der zugehoérigen Clean Air
Controls (CAC). BEAS-2B/dTHP-1/CCD-33Lu-Triplekulturen wurden fiir 1 h gegeniiber CF-
Stauben exponiert und fiir 23 h nachinkubiert. Als Positivkontrolle wurde mit 10 pg/mL LPS
inkubiert. Die Mittelwerte dreier Experimente + SD sind dargestellt. Signifikanz (Student’s
T-Test): */**/*** (p < 0,05/0,01/0,005).

Nach Exposition gegeniiber CF-Stduben wurde im Vergleich zur CAC mit 4,92 ng/mL
eine signifikante Menge IL-8 freigesetzt. Diese war im Vergleich zur Freisetzung in der
Cokultur (vgl. Abbildung 5.21), bei der lediglich 354 pg/mL IL-8 sekretiert wurde, ca. um
das 14-fache erhoht. Auch in Bezug auf die Positivkontrolle LPS wurden dhnliche Effekte
erzielt: in der Cokultur wurden 6,96 ng/mL freigesetzt, wihrend in der Triplekultur eine
starkere inflammatorische Wirkung mit einer Konzentration von 19,9 ng/mL induziert
wurde. Demnach zeigte sich in der Triplekultur im Vergleich zu den zuvor betrachteten
Zellkultur-Systemen ein hoheres inflammatorisches Potenzial. Dies steht im Widerspruch
zu den generierten Genexpressionsprofilen, die im apikalen Kompartiment eine Repression
nahezu aller Gene der Inflammation und auch im basolateralen Kompartiment keine
starken induzierenden Effekte zeigte. Hier spielt vermutlich erneut der Zeitfaktor eine
entscheidende Rolle. Bei der Mono- und Cokultur wurde deutlich, dass die meisten Effekte
in der Genexpression, vor allem im Bereich der Inflammation, bereits nach 1 oder 4h
auftraten und nach der ldngeren Inkubationszeit von 24 h bereits abgeklungen waren (vgl.
Abbildung 5.16). Die konsequente Freisetzung von IL-8 folgte daraufhin zeitversetzt (vgl.
Abbildung 5.21). Eine zusatzliche Betrachtung fritherer Zeitpunkte in der Genexpression
ware aus diesem Grund auch bei der Triplekultur von Bedeutung.

In der Literatur wurde in Bezug auf andere faserférmige Materialien ebenfalls von einer
Induktion der IL-8-Freisetzung in einigen Triplekulturen berichtet. So zeigte die bereits
dargestellte Triplekultur aus Bronchialepithel-, Makrophagen- und dendritischen Zellen
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sowohl fiir Asbest als auch fiir MWCNTSs eine signifikante Sekretion von IL-8 ab einer
Konzentration von 5 ug/mlL, was vermutlich einer Flichenkonzentration von 5,56 pg/cm?
entspricht (Clift et al., 2011). In einer dhnlichen Triplekultur aus A549-, Makrophagen-
und dendritischen Zellen wurde eine verstarkte Freisetzung von IL-8 auch durch Asbestfa-
sern ausgelost (Endes et al., 2014). Gleichzeitig wurde als Reaktion auf SWCNTs in einer
identisch aufgebauten Triplekultur keine signifikante IL-8-Freisetzung beobachtet, ebenso
wie in den entsprechenden Monokulturen (Miiller et al., 2010). In einer Triplekultur aus
A549-, dTHP-1-Zellen und WI-38-Fibroblasten, welche der in dieser Arbeit verwendeten
Triplekultur am nachsten kommt, wurde die IL-8-Freisetzung nach Exposition mit zwei
verschiedenen MWCNTs untersucht. Es kam sowohl nach 6 h als auch 24 h zu einer signifi-
kanten Freisetzung von IL-8, insbesondere bei Exposition gegeniiber ldngeren, dickeren
MWCNTs im Vergleich zu kurzen und diinnen MWCNTs (Di Ianni et al., 2021). Demnach
ist die inflammatorische Antwort abhidngig von der Struktur und Grof3e der verwendeten

Fasern.

Die starke inflammatorische Wirkung in Form einer enormen IL-8-Freisetzung durch In-
kubation mit LPS wurde ebenfalls bereits demonstriert, beispielsweise in einem submersen
Triplekultur-Modell aus A549-, dTHP-1- und Endothelzellen (Skuland et al., 2020).

Zum Vergleich verschiedener Kulturen wurden Lungenzellen in verschiedenen Kon-
stellationen sowohl am ALI als auch submers gegeniiber einem Induktor von oxidativem
Stress exponiert und die Freisetzung von IL-8 ermittelt. In Tetrakulturen aus A549- und
dTHP-1-Zellen sowie Mast- und Endothelzellen wurde am meisten IL-8 freigesetzt, gefolgt
von A549/dTHP-1-Cokulturen und zuletzt A549-Monokulturen. ALI-Modelle setzten in
allen Féllen weniger IL-8 frei als die korrespondierenden submersen Modelle (Klein et al.,
2013). Folglich reagieren Modelle, in denen eine grofdere Fiille an verschiedenen Zelltypen
verwendet wird, auch auf andere exogene Reize empfindlicher als die entsprechenden
Mono- und Cokulturmodelle.

5.2.6.4 Bildung von DNA-Strangbriichen

Abschlielend wurde {iberpriift, ob die Behandlung mit mechanisch behandelten CF in
Triplekulturen zur Entstehung von DNA-Schédden beitragt. Der Anteil doppelstrangiger DNA
ist in Abbildung 5.26 dargestellt.

Im apikalen Kompartiment wurde eine signifikante, jedoch moderate Reduktion der
doppelstrangigen DNA auf 44 % beobachtet, was die Induktion von DNA-Strangbriichen im-
pliziert. Da keine solchen Effekte fiir die Mono- oder Cokultur beobachtet wurden, kann bei
der Triplekultur eine sekundére Genotoxizitdt vermutet werden, die durch die Ergdnzung
des Modells um Fibroblasten zustande kommt. Ebenso war eine leichte Reduktion der
doppelstrangigen DNA im basolateralen Kompartiment zu vermerken, die nicht signifikant
war. Insgesamt ist eine Interpretation filir die Fibroblasten erschwert, da auch die Positivkon-
trolle Menadion lediglich ein geringes Maf} an DNA-Strangbriichen induziert und zu einem
vergleichsweise hohen Anteil doppelstrangiger DNA (39 %) gefiihrt hat. Dies spricht dafiir,

dass entweder die Positivkontrolle fiir die Fibroblasten ungeeignet ist oder die Methode der
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Abbildung 5.26: Anteil doppelstrangiger DNA nach ALI-Exposition von Triplekulturmodellen
gegeniiber mechanisch behandelten CF und nach Exposition gegeniiber Reinluft (CAC).
Die Bestimmung des Gehaltes an ds-DNA erfolgte nach Exposition von BEAS-2B/dTHP-
1-Zellen (apikal) und CCD-33Lu (basolateral) fiir 1h und 23 h Nachinkubation mithilfe
der Alkalischen Entwindung. Die Mittelwerte dreier Experimente + SD sind dargestellt.
Signifikanz zur CAC (Student’s T-Test): */**/*** (p < 0,05/0,01/0,005).

Alkalischen Entwindung bei diesen Zelltyp die Induktion von DNA-Strangbriichen nicht
verlasslich abbildet.

Basierend auf der Bildung von ROS und der Freisetzung inflammatorischer Mediatoren
wurde eine sekundire Genotoxizitét bereits fiir diverse Partikel und Fasern diskutiert (Mag-
dolenova et al., 2014; Schins, 2002b). In der vorliegenden Arbeit miissen die Fibroblasten
in diesen Prozess involviert sein. Demnach induzieren die mechanisch behandelten CF die
Bildung von ROS und die Freisetzung von Zytokinen in Epithelzellen und Makrophagen, die
durch die Membran eine Kommunikation mit den Fibroblasten bewirken. Diese reagieren
daraufhin ebenfalls mit der Ausschiittung von Mediatoren, welche, erneut in Epithel- und
Makrophagenzellen angelangt, eine zweite Welle der Genotoxizitdt induzieren. Durch die
fehlenden Untersuchungen bei fritheren Zeitpunkten ist es nicht méglich, diesen Vorgang
auf Genexpressions- oder Proteinebene vollstdndig nachzuvollziehen. Dariiber hinaus kann
eine Kombinationswirkung der direkten Wirkung der CF-Stdube und der indirekten Induk-
tion von DNA-Schédden {iber den Umweg der Fibroblasten nicht ausgeschlossen werden.
Allerdings kann vermutet werden, dass die vermutete sekundire Genotoxizitét erst zu dem
beobachteten spiteren Zeitpunkt auftritt, da die Antwort iiber den Weg der Zytokinsekreti-
on aus dem apikalen ins basolaterale und wieder ins apikale Kompartiment doppelt die
Transwell- und Zellbarriere iiberwinden muss.

In der zuvor vorgestellten Triplekultur aus A549- und dTHP-1-Zellen sowie WI-38-
Fibroblasten wurde keine signifikante Induktion von DNA-Schiden durch zwei Arten von
MWCNTs festgestellt (Di Ianni et al., 2021). Eine weitere Verwendung von Triplekultur-
Modellen zur Untersuchung der Genotoxizitdt von MWCNTs oder Asbestfasern ist nicht
bekannt. Das genotoxische Potenzial faserformiger inhalierbarer Materialien wurde jedoch

bereits in vielen in-vitro-Studien in einzelnen Zelllinien nachgewiesen, sowohl in Epithel-
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zellen, als auch in Makrophagen und Fibroblasten (van Berlo et al., 2012). Demnach ist ein
genotoxischer Effekt auch in der Triplekultur naheliegend, die empfindlicher auf CF-Stdube
reagiert als die entsprechenden Mono- und Cokulturen.

Fiir die toxikologischen Untersuchungen des Triplekultur-Modells nach Exposition
gegeniiber mechanisch behandelten CF kann zusammengefasst werden, dass sich die
beobachteten Antworten von denen in der Mono- und Cokultur deutlich unterscheiden.
Obwohl, vergleichbar zu Mono- und Cokulturen, keine deutliche Zytotoxizitat festgestellt
werden konnte, wiesen die Genexpressionsanalysen relevante Unterschiede auf. Es konnte
beispielsweise eine Repression inflammatorischer Gene im apikalen Kompartiment festge-
stellt werden, wéahrend im basolateralen Kompartiment in unterschiedlichen Experimenten
teilweise gegensatzliche Effekte beobachtet wurden. Es kam dariiber hinaus zu einer hohen
IL-8-Freisetzung, die die IL-8-Sekretion von Mono- und Cokulturen um ein Mehrfaches
iiberschritt. Abschlief3end konnte auch der Effekt einer sekundédren Genotoxizitat durch die
Bildung von DNA-Strangbriichen im apikalen Kompartiment festgestellt werden.

5.2.6.5 Eignung des Modells zur Verwendung im Rahmen von ALI-Expositionen

Die widerspriichlichen Ergebnisse der Genexpressionsanalysen und Unterschiede zu bereits
in der Literatur beschriebenen Effekten sprechen fiir eine Instabilitdt des Triplekultursys-
tems. Dem liegen vermutlich die Fibroblasten zugrunde, bei denen es sich um Primérzellen
handelt und die ein sehr unregelmiafiges Wachstumsverhalten aufwiesen. Es kam im ex-
perimentellen Verlauf der Arbeit zu Schwierigkeiten bei der Kultivierung und Passage der
Zellen sowie bei dem Aufbau der Triplekultur, die neben den dargestellten Resultaten
haufig nicht zu verwertbaren Ergebnissen fiihrte (Daten nicht dargestellt). Dariiber hinaus
war die Nachinkubationszeit der Triplekultur nicht optimal gewéhlt. Vermutlich waren zum
24 h-Zeitpunkt die initialen Antworten, die auch in Mono- und Cokultur ermittelt wurden,
bereits verklungen, wahrend fibrotische Entwicklung erst deutlich spéter eingesetzt hatten.
Zusatzlich zeigte sich bei der Alkalischen Entwindung, dass die Positivkontrolle Menadion
entweder bei den Fibroblasten nicht wirksam war, oder Strangbriiche fiir diese Zelllinie mit
der Methode nicht exakt erfasst werden konnen.

Um die Leistung der Triplekultur zu verbessern, ware aus diesem Grund eine Anpassung
der Zellen und Kultivierungsbedingungen notwendig. Anstelle der schwer zu handhaben-
den CCD-33Lu-Zellen konnte auf immortalisierte Fibroblasten-Zelllinien zuriickgegriffen
werden, beispielsweise die zuvor beschriebenen MRC-5-, WI-38- und IMR-90-Zellen. All die-
se Zellen weisen eine lange Kultivierungsdauer und Stabilitat auf (Friedman & Koropchak,
1978). Eine weitere Alternative wire die Verwendung einer kontaktlosen Kultur, indem die
Fibroblasten zwar ebenfalls im basolateralen Kompartiment, jedoch nicht an der Unterseite
der Membran, sondern auf dem Boden des Wells kultiviert werden. In einer Anwendung
mit Endothelzellen wurde bereits gezeigt, dass dies gerade inflammatorische Effekte nicht
verringert. Im Gegenteil wurden bei kontaktlosen Cokulturen zum Teil starkere Effekte

beobachtet als im korrespondierenden Kontakt-Szenario (Herseth et al., 2009).
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Fiir eine Betrachtung langerer Zeitriume miisste vermutlich auf andere Zellen fiir das
gesamte Modell zuriickgegriffen werden. BEAS-2B-Zellen bilden iiber lange Zeitraume
keinen stabilen Monolayer und auch keine funktionellen tight junctions aus, was durch
das Fehlen eines mangelnden transepithelialen elektrischen Widerstands deutlich wird.
Aus diesem Grund ist deren Verwendung fiir eine ALI-Kultur {iber mehrere Tage oder
Wochen nicht empfehlenswert. Stattdessen bieten sich aus der bekannten Auswahl von
Lungenepithelzellen moglicherweise Calu-3-Zellen an, die iiber 21 Tage ein stabiles ALI
bilden konnen (Braakhuis et al., 2020). Weitere Moglichkeiten bieten komplexere Modelle
aus Priméarzellen, wie das zuvor beschriebene EpiAlveolar-Modell, das auch kommerziell
erhaltlich ist (Barosova et al., 2020a).
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KAPITEL 6

ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Toxizitit zweier Substanzen untersucht, des inhalati-
onstoxisch relevanten a-Quarzes Min-U-Sil5 und einer toxikologisch uncharakterisierten
Carbonfaser nach mechanischer und thermisch-mechanischer Behandlung. Hierzu wurden
zunachst mehrere in-vitro-Modelle der Lunge hinsichtlich ihrer Eignung zur Erfassung
der Inhalationstoxizitat und der Unterschiede induzierter Antworten verglichen. Zu die-
sem Zweck wurden A549-Zellen in einem klassischen submersen Modell sowie an einem
ALI kultiviert und gegeniiber Quarzpartikeln in drei unterschiedlichen Dosierungen ex-
poniert. Ebenso wurde mit einer Cokultur aus A549- und dTHP-1-Zellen verfahren. Die
ALI-Exposition fand in der Vitrocell® Cloud statt. Nachfolgend wurden die Zellkulturmodel-
le Untersuchungen im Bereich der Zytotoxizitdt, Genexpressionsanalyse, Genotoxizitdt und
Inflammation unterzogen. Dabei wurde sowohl eine Konzentrationsabhangigkeit durch
die Exposition gegeniiber unterschiedlichen Konzentrationen an Quarzpartikeln als auch
eine Zeitabhingigkeit durch variable Nachinkubation der Cokultur an einem ALI fiir 1, 3, 6
und 24 h berticksichtigt. Ziel war es hierbei, das Ausmal} der toxikologischen Antworten
in den verschiedenen Kulturen zu vergleichen und mogliche Mechanismen, insbesondere
im Bereich der Inflammation, bei dem Zusammenspiel der beiden Zelltypen der Cokultur
abzuleiten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden vergleichbare Kulturen, basierend auf BEAS-2B,
dTHP-1 und CCD-33Lu-Zellen, in der Vitrocell® Automated exposure station gegeniiber
vorbehandelten Carbonfaser-Stauben exponiert. Die Zeitabhidngigkeit toxikologischer Ant-
worten wurde bereits in diversen Studien beschrieben wurde, auch mit Partikeln und
Fasern (Lindberg et al., 2009; Skuland et al., 2020). Da ein Effekt der Zeitabhédngigkeit in
Experimenten mit Quarzpartikeln im Rahmen dieser Arbeit augenscheinlich war, wurden
fiir die Carbonfaser-Studien eine Dosis Carbonfasern und variable Nachinkubationszeiten
von 0, 3, 23 h gewahlt. Es wurden die gleichen Endpunkte untersucht wie nach Quarzex-
position: Zytotoxizitit, Genexpressionsanalysen, Genotoxizitiat sowie Inflammation. Hier
war es das Ziel, die Antworten der Zellen auf die unterschiedlich vorbehandelten Fasern

herauszuarbeiten und die toxikologische Relevanz von Carbonfasern einzuschéatzen.
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6.1 Vergleich verschiedener Zellkulturmodelle und
Expositionsarten am Beispiel x-Quarz

Nach Exposition der beschriebenen Zellkulturmodelle gegeniiber dem «-Quarz Min-U-Sil5
wurde zundchst die Zytotoxizitdt unter Anwendung des LDH-Assay untersucht. Am ALI
exponierte A549-Monokulturen und A549/dTHP-1-Cokulturen zeigten keine zytotoxische
Antwort, wahrend die dquivalent behandelten submersen Kulturen eine signifikante Zy-
totoxizitit bei der héchsten Konzentration von 60 ug/cm? aufwiesen. Als empfindlichstes
Modell erwiesen sich die dTHP-1-Monokulturen, die bereits ab einer Konzentration von
6 ug/cm? eine signifikante Menge LDH freisetzten. Die erst bei hohen Konzentrationen
einsetzende Zytotoxizitdat von Quarzen in A549-Zellen wurde in der Literatur bereits mehr-
fach beschrieben (Clouter et al., 2001; Vuong et al., 2017; R. Wu et al., 2020). Gleichzeitig
ist auch die hohe Zytotoxizitdt von Quarzpartikeln in Makrophagen oder Makrophagen-
dhnlichen Zellen bekannt und wird auf eine verstdrkte Aufnahme der Partikel durch
Phagozytose zuriickgefiihrt (Albrecht et al., 2007; Grytting et al., 2021). Zusétzlich ist als
weiterfiihrender Mechanismus der toxikologischen Antwort von Quarz auf Makrophagen
der Bruch der anschlieBend gebildeten Lysosomen durch die reaktive Quarzoberflache
bekannt, die in einer vermehrten Bildung von ROS resultiert (Leinardi et al., 2020). Eine
Aufnahme von Quarzpartikeln in Epithelzellen durch Endozytose ist zwar ebenfalls be-
schrieben, spielt jedoch durch die geringeren aufgenommenen Mengen vermutlich eine
untergeordnete Rolle bei der Quarztoxizitat (Hohr et al., 2002). Allerdings miissen Unter-
schiede im Mal} der Endozytose zwischen ALI- und submers exponierten Zellen beachtet
werden (Medina-Reyes et al., 2020).

Eine umfassende Betrachtung der transkriptionellen Antwort war durch eine Aufstel-
lung von Genexpressionsprofilen mithilfe der HT RT-qPCR-Methode moglich. Die meisten
beobachteten Veranderungen fanden hier in den Clustern "Inflammation” und "Oxidative
Stressantwort” statt. In der A549-Monokultur konnten biologisch relevante und signifi-
kante Verdnderungen nur bei submerser Exposition gegeniiber Quarz festgestellt werden,
insbesondere bei den Genen IL-6, IL-8 und SOD2. Eine Freisetzung der korrespondierenden
Proteine nach Quarzexposition wurde fiir A549-Zellen bereits demonstriert (Hetland et al.,
2001; Williams & Zosky, 2019). Die dTHP-1-Monokultur zeigte bei dreifach niedrigeren
Dosen eine aullerordentliche Aktivierung von IL-8 um das 24-fache. Zusatzlich kam es zu
einer moderaten Induktion weiterer Gene der Inflammation, etwa COX2, IL-1A/B und IL-6,
und oxidativen Stressantwort mit NFKB1, NFKB2, NFKBIA und SOD2. Die starke Induktion
einer Inflammation sowie diverser NF-kB-assoziierter Gene suggeriert hierbei eine starke
Beteiligung dieses Signalwegs in Quarz-exponierten Makrophagen (Castranova, 2004). Die
A549/dTHP-1-Cokultur wies die hochste Effektstarke auf und zeigte insbesondere im Clus-
ter “Inflammation” eine Amplifikation der Effekte, die die Summe der in den Monokulturen
beobachteten Antworten iiberstieg. Bei den meisten Genen setzte sich die Beobachtung
einer starkeren Antwort nach submerser Exposition fort, z.B. fiir IL-8 (submers 16-fach,
ALI 7-fach), IL-1B (submers 6,5-fach, ALI 2-fach) und SOD2 (submers 10-fach, ALI 5-fach).
Lediglich die Gene TNF-A und CCL22 verhielten sich gegensatzlich dazu, was fiir eine
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starkere Aktivitat der Makrophagen bei ALI-Kultivierung spricht (Godiska et al., 1997;
J. Sethi & Hotamisligil, 2021).

Zur zusatzlichen Untersuchung der Inflammation wurde die Freisetzung des inflam-
matorischen Chemokins IL-8 untersucht. Hier zeigten die submersen Modelle beide eine
konzentrationsabhéngige IL-8-Freisetzung, die Cokultur mit 23 ng/mL einen ca. 7-fach
hoheren Wert als die Monokultur. Nach ALI-Exposition wurde durch die Cokultur eben-
falls IL-8 in einem konzentrationsabhéngigen Verlauf freigesetzt, mit einem Maximum
von 10ng/mL bei der hochsten Quarzdosis. Die Monokultur am ALI sekretierte keine
signifikanten Mengen IL-8. Die IL-8-Bildung in der dTHP-1-Monokultur war mit einem
Maximum von 2,6 ng/mL vergleichsweise gering, was jedoch durch die geringe Zelldichte
und einen starken Verdiinnungseffekt durch das umgebende Medium erklart werden kann.
Wird die IL-8-Freisetzung auf die gleiche ausgestreute Zellzahl extrapoliert, die bei den
A549-Mono- und A549/dTHP-1-Cokulturen verwendet wurde, ergibt sich mit ca. 54 ng/mL
eine deutlich hohere maximale Freisetzung. Allerdings spiegelt diese Berechnung die IL-8-
Sekretion vermutlich nicht exakt wider, da bei den verwendeten Quarzkonzentrationen
bereits eine Zytotoxizitat einsetzte, die sowohl einen Einfluss auf die Zellzahl als auch auf
die IL-8-Freisetzung hatte. Bei der IL-8-Freisetzung durch Lungenzellkulturen handelt es
sich ebenfalls um ein gut dokumentiertes Phanomen, sowohl fiir A549-Zellen (Herseth
et al., 2008; @vrevik et al., 2006) als auch fiir THP-1-Zellen (Grytting et al., 2021; Xu et al.,
2003).

Aus diesen drei gut untersuchten Endpunkten lassen sich erste Schlussfolgerungen
zur Sensitivitdt der verschiedenen Modelle ableiten. Zunéchst konnte festgestellt werden,
dass die submersen Modelle empfindlicher auf Quarzpartikel reagierten als die am ALI
kultivierten Zellkulturen. Dies ist besonders auffallend, da Zellen am ALI ein hoheres Malf3
an Stress aufweisen, was auch durch die leicht hohere LDH-Freisetzung der unbehandelten
Zellen am ALI (16-20%) gegeniiber den unbehandelten submersen Zellen (12-14 %)
ersichtlich wurde. Dariiber hinaus wurde in diversen Studien eine hohere Empfindlichkeit
von ALI-kultivierten A549-Zellen gegeniiber unterschiedlichen Nanomaterialien festgestellt
(Bessa et al., 2021; Cappellini et al., 2020; Diabaté et al., 2021; Loret et al., 2016; G.
Wang et al., 2020). Lediglich zwei Studien, mit Min-U-Sil5 und Silica-Nanopartikeln,
zeichneten ein dhnliches Bild wie in der vorliegenden Arbeit und berichteten von einer
hoheren Sensibilitit der submersen Kulturen (Ohlinger et al., 2019; Panas et al., 2014).
Moglicherweise handelt es sich hierbei um einen fiir Expositionen mit Silica-basierten
Materialien charakteristischen Sachverhalt. Die geringere Toxizitdt von Quarz-Partikeln am
ALI lasst sich womoglich darauf zuriickfiihren, dass die fiir ALI-Expositionen verwendeten
Partikel im Rahmen der Probenvorbereitung in einer BSA-haltigen Losung suspendiert
wurden, was zur Ausbildung einer Proteincorona fithren kann. Im submersen System ist
dies durch die Anwesenheit von FKS im umgebenden Medium ebenfalls méglich (Hu et al.,
2011; Leibe et al., 2019). Die Konzentration und Zusammensetzung der Proteine auf der
Quarzoberflache ist fiir beide Systeme dennoch verschieden, was die unterschiedliche
Effektstarke erklaren konnte. Die protektive Funktion von Surfactant, das A549-Zellen am
ALI sezernieren konnen, ist ebenfalls bekannt und kann eine Rolle in der Abschwéichung
der Partikeltoxizitét spielen (Blank et al., 2006).
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Aus der verstérkten IL-8-Freisetzung wird aulerdem ersichtlich, dass die Cokulturen
eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber Quarz besitzen. Dies wird durch die generierten
Genexpressionsprofile zusétzlich gestiitzt, da die Cokultur in den Clustern "Inflammation”
und ”Oxidative Stressantwort” eine deutlich starkere Induktion der verschiedenen Gene
verzeichnete. Das hohere inflammatorische Potenzial nach Quarzexposition von Cokulturen
im Vergleich zu Monokulturen wurde ebenfalls bereits demonstriert (Herseth et al., 2008;
Wottrich et al., 2004). Allgemein wird dies auf die starkere Aufnahme der Quarzpartikel
durch Makrophagen und eine daraus resultierende umfangreiche Freisetzung von Zytokinen
zuriickgefiihrt (Suzuki et al., 2008).

Diese beiden Beobachtungen, die einer weniger empfindlichen ALI-Kultur und die einer
starkeren Inflammationsantwort in Cokulturen, betonen, dass eine Verwendung von realis-
tischeren Modellen im Kontext der Partikeltoxikologie eine grof3e Bedeutung besitzt. Die
Kultivierung der Zellen am ALI stellt hierbei eine Umgebung her, die besser die Gegebenhei-
ten in der Lunge widerspiegelt, und trégt dazu bei, dass die toxikologischen Auswirkungen
von Quarzpartikeln wirklichkeitsgetreuer untersucht werden konnen. Die Moglichkeit zur
Ermittlung der genauen deponierten Dosis sowie die weniger starke Beeinflussung der
Partikeleigenschaften sind hierbei ebenfalls von groem Vorteil (Upadhyay & Palmberg,
2018). Gleichzeitig ist die Verwendung unterschiedlicher Zelltypen im Kontext einer Co-
kultur notwendig, um mogliche Zell-Zell-Interaktionen nachzubilden und die Lunge als
aus vielen Zellarten bestehendes Organ besser zu simulieren. Im Kontext dieser Arbeit
bedeutet die Verwendung der Makrophagen-dhnlichen dTHP-1-Zellen eine Modulation der
inflammatorischen Antwort. In einer Studie wurde ein Vergleich zwischen der klassischen
submersen Exposition von A549-Zellen und der Exposition von Mausen gegeniiber Quarz-
partikeln gezogen. In den in-vivo-Versuchen kam es zur Induktion von vier Mal so vielen
mit der Inflammation assoziierten Molekiilen als in A549-Zellen, was demonstriert, dass
die klassische submerse Kultivierung von Lungenzellen in Monokultur nicht ausreichend
fiir eine toxikologische Charakterisierung ist (Sellamuthu et al., 2011).

Indes konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass sich die beobachtete toxi-
kologische Antwort zwischen ALI und submersem Modell, insbesondere auf Ebene der
Genexpression, eher in ihrem Ausmaf} unterscheidet als in der Art der zugrunde liegenden
Mechanismen. Eine genaue Eingrenzung der beobachteten Antworten in der Cokultur
auf jeweils einen Zelltyp ist schwierig, dennoch soll ein Mechanismus auf Basis der be-
obachteten Effekte in den Monokulturen und den bereits in der Literatur beschriebenen
Mechanismen vorgeschlagen werden. Eine schematische Darstellung dieses Vorschlags
findet sich in Abbildung 6.1.

In Makrophagen werden grof3e Mengen des Quarzes durch Phagozytose internalisiert.
Der saure pH-Wert sorgt in den nachfolgend gebildeten Phagolysosomen fiir die Entfer-
nung der schiitzenden Proteincorona und einen Bruch der lysosomalen Membranen durch
die reaktivierte Quarzoberflache. Der freigesetzte Lysosomeninhalt und die Quarzpartikel
verursachen daraufhin im Zytoplasma eine verstarkte Bildung von ROS (Leinardi et al.,
2020). Ein weiterer fiir Makrophagen bekannter Mechanismus ist die Bindung von Quarz
an Rezeptoren in der Zellmembran. Sogenannte Scavenger-Rezeptoren (SR) spielen dabei
eine bedeutende Rolle und konnen neben einer zuséatzlichen Induktion endozytotischer
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Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der inflammatorischen Antwort in Makrophagen
und Epithelzellen nach Quarz-Exposition. Quarzpartikel konnen durch Interaktion mit
Scavenger-Rezeptoren der Makrophagen das NLRP3-Inflammasom aktivieren, welches durch
die Caspase 1 pro-IL-1 zu IL-1f umsetzt, und den Transkriptionsfaktor NF-«kB. Dariiber
hinaus werden Quarzpartikel durch Phagozytose aufgenommen und induzieren durch Bruch
der nachfolgend gebildeten Lysosomen und Freisetzung der enthaltenen Partikel oxidativen
Stress. Dieser wirkt ebenfalls induzierend auf NF-«B. Nach Translokation von NF-kB in den
Zellkern werden diverse inflammatorische Proteine exprimiert und sekretiert, etwa IL-1«,
IL-8 und TNF«. Diese binden an Membranrezeptoren der Epithelzellen und tragen so neben
Endozytose und Bildung von ROS zur inflammatorischen Antwort in Epithelzellen bei.

Prozesse auch die direkte Aktivierung inflammatorischer Signalwege bewirken (Hamilton
et al., 2008; Iyer et al., 1996). Die vermehrt gebildeten ROS, andere Schiaden durch die
intrazellular freigesetzten Quarzpartikel und die Signalweiterleitung durch SR 16sen ei-
ne Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB aus. Dieser transloziert in den Zellkern
und bindet an Promotorregionen diverser fiir Zytokine kodierender Gene, beispielsweise
IL-6, IL-8, IL-1A und TNF-A (Tripathi & Aggarwal, 2006). Fiir IL-8 wird auch von einer

nachfolgenden Translation ausgegangen, da die Freisetzung von IL-8 auf Proteinebene
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demonstriert werden konnte. Dartiber hinaus kommt es zur Expression von NFKBIA, einem
Gen, welches fiir den NF-«kB-Inhibitors IkBx kodiert. IkBx reguliert durch einen Prozess
der negativen Riickkopplung die NF-kB-Aktivitdt (Prescott et al., 2021). Die Induktion der
Mangan-abhéingigen Superoxiddismutase, kodiert durch das Gen SOD2, ist ebenfalls auf
die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs zuriickzufiihren (Tripathi & Aggarwal, 2006). Als
zusatzlicher inflammatorischer Signalweg kann die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
vermutet werden, bei der das inaktive pro-IL-13 durch die Caspase-1 in das aktive IL-1(3
umgesetzt wird (Sayan & Mossman, 2015). Dieser Vorgang wird auch mit einer verstarkten
Expression von COX2 assoziiert (Simmons et al., 2004). Eine Aktivierung des Inflamma-
soms kann ebenfalls durch die lysosomale Protease Cathepsin B vonstatten gehen, die bei
Bruch der Lysosomen freigesetzt wird (Latz, 2010). Die von den Makrophagen gebildeten
Zytokine werden daraufhin freigesetzt und binden an korrespondierende Rezeptoren in
den Membranen benachbarter Zellen: IL-1x und IL-1$ binden an den IL-1-Rezeptor (Kuno
& Matsushima, 1994), TNF-« an Rezeptoren der TNF-Superfamilie (Locksley et al., 2001)
und IL-8 an den CXCR2-Rezeptor (J. Lee et al., 1992). Zusatzlich kann die Freisetzung
von ROS, welche als Second Messenger in der Kommunikation zwischen Makrophagen und
Epithelzellen fungieren konnen, angenommen werden. Dies miisste durch eine zuséatzliche
Methode zur ROS-Detektion nachgewiesen werden (Forman & Torres, 2002). Die Bindung
der Zytokine an die Rezeptoren 16st darauthin durch intrazelluldre Signalkaskaden ebenfalls
die Induktion des NF-kB-Signalwegs aus, was eine erneute Freisetzung inflammatorischer
Mediatoren zur Folge hat. Dies ist durch die verstérkte Freisetzung von IL-8 in der Cokultur
augenscheinlich und bestétigt vermutlich auch die Translation von IL-1A/B und TNF-A zu
deren korrespondierenden Proteinen in den Makrophagen. In den Epithelzellen in Monokul-
tur ist die leichte Induktion des NF-«kB-Signalwegs durch die Aufnahme der Quarzpartikel
durch Endozytose vermittelt, die jedoch in einem nicht so starken Ausmal? stattfindet wie in
Makrophagen (Hohr et al., 2002). Durch die enge Verbindung der verschiedenen Zytokine
und Uberschneidungen in deren Aktivierungsmustern kann sich die beobachtete Antwort in
der Cokultur permanent selbst verstirken. Die Bildung von sogenannten Positive Feedback
Loops, in denen sich Zytokine iiber ihre Induktion von und durch Transkriptionsfaktoren
durchgehend steigern, ist beispielsweise fiir seneszente Zellen bekannt (Bartek et al., 2008).
Ein dhnlicher Mechanismus der Kommunikation zwischen Makrophagen und Epithelzellen
iiber konditioniertes Medium wurde bereits fiir Asbestfasern beschrieben, allerdings wurde
dort als grundlegender Signalweg in Makrophagen eher die Inflammasom-Aktivierung
postuliert (M. Li et al., 2012).

Zusatzlich zu den zugrunde liegenden Signalwegen wurde im Rahmen dieser Arbeit
auch die Induktion von DNA-Schiden in Quarz-exponierten A549-Mono- und A549/dTHP-1-
Cokulturen am ALI untersucht. Es konnte keine Bildung von DNA-Strangbriichen bei den
verwendeten Konzentrationen festgestellt werden. Dies steht teilweise in Widerspruch
zu bereits publizierter Literatur, in der in den meisten Studien eine Genotoxizitat von
Quarz-Partikeln ermittelt wurde, insbesondere die Bildung oxidativer DNA-Schiden steht
hierbei im Fokus (Fanizza et al., 2007; H. Li et al., 2008; Schins et al., 2002a; R. Wu et al.,
2020). Hier spielt womoglich die Zeitabhédngigkeit toxikologischer Antworten eine tragende

Rolle. In den zuvor genannten Studien wurde die Bildung von DNA-Schédden bereits nach
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kurzen Inkubationszeiten von wenigen Stunden untersucht, wahrend in dieser Arbeit ein
Nachinkubationszeitraum von 24 h verwendet wurde. Eine Betrachtung fritherer Zeitpunkte
hétte moglicherweise andere Ergebnisse geliefert.

Diese Beobachtung sowie die ermittelte zeitliche Dynamik inflammatorischer Prozes-
se, die durch die Genexpressionsprofile zutage getreten sind, zeigt die Relevanz einer
zeitaufgelosten Betrachtung zelluldrer Prozesse. Aus diesem Grund wurde fiir die weiter
durchgefiihrten Expositionsstudien mit Carbonfasern ein Fokus auf die Untersuchung der
toxikologischen Antworten nach verschiedenen verstrichenen Zeitraumen gelegt.

6.2 Toxizitat von Carbonfasern nach mechanischer
und thermisch-mechanischer Behandlung

Drei Zellkulturmodelle wurden gegeniiber mechanisch und thermisch-mechanisch behan-
delten CF exponiert, um die Toxizitdt der Fasern zu untersuchen, die zwar in der Industrie
in grolRem Mal3stab verwendet werden, gleichzeitig toxikologisch kaum untersucht sind.
Die REM-Aufnahmen nach Deposition der Stdube machen bereits deutlich, dass sich die Be-
schaffenheit der gebildeten Fragmente nach den zwei unterschiedlichen Behandlungsarten
deutlich unterscheidet. Nach beiden Behandlungsarten lagen unregelmaf3ig gesplitterte
Fragmente vor, manche davon anndhernd partikuldr, manche auch faserformig. In der
Literatur wurde bereits beschrieben, dass native CF durch ihren hohen Durchmesser keine
Gefahr im Kontext der Inhalation darstellen. Allerdings kann mechanischer und thermi-
scher Stress zu einer Bildung respirabler Fragmente fiihren (J. Wang et al., 2017). Nach
thermisch-mechanischer Behandlung war dariiber hinaus eine verstéarkte Bildung kleinerer
Fragmente und Partikel im Submikrometerbereich deutlich. Dazu korrespondierend zeig-
ten die verschiedenen Behandlungsarten auch deutliche Unterschiede in den von ihnen
ausgelosten toxikologischen Antworten.

Wiéhrend die Stdube nach mechanischer Behandlung weder in der Mono- noch in
der Cokultur eine Zytotoxizitat auslosten, resultierte die Exposition gegeniiber thermisch-
mechanisch behandelten CF in einer signifikanten Reduktion der Zellzahl um 20-55 % fiir
beide Modelle. Diese kann durch die Entschlichtung der Fasern bei thermischer Behand-
lung erklart werden, welche mutmalilich eine Verdnderung der Oberflachenbeschaffenheit
zur Folge hatte und zur starken Agglomeration der Fragmente fiihrte. Die verdnderte
Oberflachenstruktur, bei der es sich um reinen Kohlenstoff handelt, fithrte zuséatzlich zu
einer Anhaftung der Zellen und einen nachfolgenden Zellverlust ohne direkte Zerstorung
der Zellmembranen und Freisetzung von LDH. Die starke Agglomerationsfahigkeit von
Carbon Black-Partikeln (CB) als Nanopartikel aus reinem Kohlenstoff und eine dennoch
fehlende zytotoxische Reaktion wurde bereits in mehreren Studien beschrieben (Dilger
et al., 2016; Kang et al., 2013), ebenso wie die Affinitat der Partikeln zu DPPC, einem
Bestandteil zellularer Membranen (Guzman et al., 2015). Demnach handelt es sich hierbei
um einen fiir Carbon-basierte Materialien charakteristischen Effekt. Dieses Phdnomen hatte
auch Auswirkungen auf die Genexpressionsanalysen. Insbesondere bei den Cokulturen

mit Makrophagen, die zuerst mit den Faser-Stduben in Kontakt treten, ergab sich durch
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den Zellverlust die vermeintliche Repression einiger fiir Makrophagen-Aktivitat charak-
teristischer Inflammationsgene, z.B. TNF-A und CCL22 (Godiska et al., 1997; J. Sethi &
Hotamisligil, 2021).

Die hier ermittelten Ergebnisse zur Zytotoxizitit stimmen mit den wenigen publizierten
Studien zur Toxizitat von Carbonfasern iiberein. In Kaninchenmakrophagen wiesen nur
zwei der fiinf untersuchten CF-Komposite eine moderate Zytotoxizitdt auf, insgesamt
war diese jedoch geringer als bei Exposition gegeniiber Quarz (Martin et al., 1989). Bei
Exposition von murinen Makrophagen gegeniiber thermisch behandelten Kompositen aus
Graphenoxid und CF wurde ein zytotoxischer Effekt lediglich bei einer Konzentration
von 120 ng/mL beobachtet (Chapple et al., 2022). Gleichzeitig wiesen die faserformigen
Carbon-basierten MWCNTSs in verschiedenen Zellsystemen eine Zytotoxizitit bei geringen
Konzentrationen auf (Di Ianni et al., 2021; M. Li et al., 2012; Siegrist et al., 2019; Westphal
et al., 2019), die vermutlich in einem erhohten Maf an frustrierter Phagozytose begriindet
ist (Toyokuni, 2013). Demnach ist die Grofde und Form der resultierenden Fragmente
fiir die Ausbildung einer Zytotoxizitat ausschlaggebend. Die fehlende Bildung langer und
diinner Fragmente in grof3er Menge resultierte bei den hier betrachteten Stauben in einer
geringen bzw. ausbleibenden Zytotoxizitdt. Somit dhneln die generierten Staube sowohl in
ihrer Beschaffenheit als auch in ihrer biologischen Wirkung in Bezug auf die Zytotoxizitat
CB-Partikeln. Zusatzlich zeigte sich ein bisher in der Literatur unbeschriebener Effekt bei
Exposition gegeniiber thermisch-mechanisch behandelter Fasern durch das Fehlen der
Schlichte, was auch die Relevanz der Oberflichenbeschaffenheit betont.

In Hinblick auf mogliche toxikologische Mechanismen konnen erneut die Genexpressi-
onsprofile hinzugezogen werden. In Abbildung 6.2 ist die Anzahl der Gene, bei denen eine
Veranderung um einen Faktor 2 im Vergleich zur Reinluftkontrolle beobachtet wurde, als
Netzdiagramm fiir die beiden Faserstaube dargestellt.

Mechanisch behandelte CF Thermisch-mechanisch behandelte CF

Inflammation Inflammation
8

DNA- e DNA-
Schadens- 4 Fibrose Schadens- Fibrose
antwort antwort
Apoptose/ Metall- Apoptose/ Metall-
Zellzyklus homdostase Zellzyklus homdostase
Oxidative Oxidative
Stressantwort Stressantwort
= Monokultur =——Cokultur ——Monokultur =——Cokultur

Abbildung 6.2: Beeinflussung der verschiedenen Genexpressions-Cluster durch Exposition
gegeniiber mechanisch (links) und thermisch mechanisch behandelten (rechts) CF.
Die Effekte der Exposition von BEAS-2B-Mono und BEAS-2B/dTHP-1-Coulturen sind als
Netzdiagramm dargestellt. Gezeigt ist die Anzahl der Gene, deren Expression um mehr als
einen Faktor 2 verdndert wurde.
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Es wird ersichtlich, dass die mechanisch behandelten CF deutlich weniger relevante
Wirkungen auf Ebene der Genexpression auslosten als die thermisch-mechanisch behan-
delten CF. Im Kontrast zu den vorher durchgefiihrten Quarzstudien konnten auch keine
starken Unterschiede in der Anzahl der aktivierten Gene zwischen Mono- und Cokultur
festgestellt werden. Bei Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF iiberwog in der
Cokultur leicht die Aktivierung inflammatorischer Effekte, wahrend in der Monokultur
keiner der Cluster dominant hervortrat. Bei Exposition gegeniiber thermisch-mechanisch
behandelten CF zeigten Mono- und Cokultur ein Verhalten, das sich stark {iberschnitt. Die
zelluldre Antwort wies gro8e Schwerpunkte in den Clustern ”Apoptose” und “Inflammation”
auf. Die fehlenden Unterschiede zwischen Mono- und Cokultur konnen womoéglich durch
das bereits diskutierte Phinomen des Zellverlusts erklart werden, das den Einfluss der
Makrophagen auf die transkriptorische Antwort durch deren erstes Entweichen aus dem
System deutlich verringert.

Diese Beobachtungen werden durch die Betrachtung der detaillierten Genexpressi-
onsprofile unterstiitzt. Bei Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF wurden
biologisch relevante Effekte lediglich in den Genen IL-6, IL-8, DDIT3 und GADD45A in
Form einer leichten Induktion dieser Gene festgestellt. Die Exposition gegeniiber thermisch-
mechanisch behandelten CF 16ste eine umfassendere transkriptionelle Antwort aus. Die
deutlichsten Effekte zeigten sich bei dem Inflammationsgen IL-6, welches in der Monokultur
nach 4 h um das 16-fache, in der Cokultur jedoch nicht signifikant induziert wurde, und
dem DNA-Schadensmarker DDIT3, welcher in der Monokultur nach 4h um das 23-fache
und in der Cokultur um das 5-fache induziert wurde. Weitere Gene des Clusters "Inflamma-
tion”, z.B. IL-8, IL-1A/B und COX2, wurden ebenfalls verstirkend beeinflusst. Zudem kam
es zu einer Induktion diverser Gene der Apoptose und Zellzyklusregulation, insbesondere
JUN, MYC und VEGFA sind hier hervorzuheben.

Trotz der starken Unterschiede im Ausmalf3 der beobachteten Antworten kann davon
ausgegangen werden, dass fiir die beiden Behandlungsarten &hnliche toxikologische Mecha-
nismen gelten, da zu einem GrofR3teil Effekte in den gleichen Genen zu beobachten waren.
Riickschliisse iiber Prozesse in einzelnen Zellarten wie im Falle der Quarzstudien sind
durch die wenige vorliegende Literatur ebenfalls nicht moglich. Allerdings kann hier von
einer starkeren Rolle der Epithelzellen ausgegangen werden, als sie nach Quarzexposition
beobachtet wurde. Vorgeschlagene Signalwege fiir die CF-Exposition von Lungenzellen sind
in Abbildung 6.3 vereinfacht dargestellt.

Die starke Aktivierung diverser Inflammationsgene wie IL-1A/B, IL-8, IL-6 und COX2
spricht, dhnlich wie zuvor fiir das Quarz dargestellt, fiir die Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors NF-kB, dessen Aktivierung von TNF-« vermittelt wird (Tripathi & Aggarwal,
2006). Gleichzeitig moduliert TNF-« auch die Aktivierung des MAPK/ERK-Signalwegs,
der eine erhebliche Rolle in der Apoptose, Progression des Zellzyklus und der Differen-
zierung von Zellen spielt (Kant et al., 2011). Weitere Hinweise hierfiir sind die Induktion
von VEGFA und MYC, bei denen es sich jeweils um die kodierenden Gene fiir Proteine
upstream und downstream der MAPK/ERK-Signalkaskade handelt (L. Wu et al., 2000; Zhu
et al., 2008). Die Beteiligung dieses Signalwegs signalisiert hierbei eine antiapoptotische

Wirkung. Gleichzeitig zeigt sich mit der Induktion des Gens JUN, welches fiir ein Monomer
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Abbildung 6.3: Schematische Darstellung der zelluldren Antwort nach Carbonfaser-Exposition.
Die dargestellten Zusammenhéinge wurden auf Basis der Genexpressionsanalysen, IL-8-
Freisetzung und AU geschlussfolgert. Schliisselsignalwege sind griin, in der Genexpressi-
on auffillige Gene bzw. deren korrespondierende Proteine blau hinterlegt. Fragezeichen
signalisieren eine unklare Signaltransduktion. Als induzierte Signalwege konnten der NF-kB-
Signalweg, der AP-1-Signalweg sowie der MAPK/ERK-Signalweg identifiziert werden. Die
meisten in der Genexpression auffilligen Gene kodieren fiir Effektor- und Aktivatorproteine
dieser Signalwege. Das Schema stellt die Signalwege nicht vollstdndig und stark vereinfacht
dar, die Reaktionen konnen nicht eindeutig auf eine Zelllinie oder ein Material zuriickgefiihrt
werden. Fiir IL-8 wird aufgrund des Nachweises durch einen ELISA von einer Translation aus-
gegangen. Fiir upstream liegende Proteine wird durch ihre Wirkung auf Schliisselsignalwege
ebenfalls die Translation und ein Vorliegen als Protein angenommen. Alle anderen werden
aufgrund des alleinigen Nachweises durch die Genexpression als Gene (kursiv) dargestellt.

des Transkriptionsfaktors AP-1 kodiert, die Beteiligung des JNK-Signalwegs, der in enger
Verbindung mit den zuvor genannten NF-kB- und MAPK/ERK-Signalwegen steht. Sowohl
JNK als auch AP-1 sind an der Induktion der Apoptose beteiligt und zeigen proapoptoti-
sche Wirkungsweisen, die im Kontrast zum MAPK/ERK-Signalweg stehen (Cargnello &
Roux, 2011). Diese Mechanismen stimmen mit einigen Studien iiberein, in denen die
toxikologischen Wirkungen von faserformigen Materialien untersucht wurden. So wurde
in einem conditioned media-Szenario mit Asbest-exponierten BEAS-2B und dTHP-1-Zellen
eine Induktion von NF-kB, AP-1 und des NLRP3-Inflammasoms festgestellt sowie eine enge
Verbindung dieser drei Signalwege postuliert (M. Li et al., 2012). Johnston et al. (2010)
beschrieben die Toxizitdt von CNTs als zweistufigen Prozess: bei geringer Exposition kommt
es zu einer verstarkten Schutzantwort aufgrund geringer ROS-Produktion und zu einer Ak-
tivierung der antioxidativen Schutzantwort, beispielsweise durch den Transkriptionsfaktor
Nrf2. Bei starkerer Schadigung zellularer Bestandteile und hoher ROS-Produktion kommt

es vermehrt zur Aktivierung inflammatorisch aktiver Transkriptionsfaktoren (NF-«kB und
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AP-1), profibrotischen Antworten und malignen Entwicklungen (Johnston et al., 2010). Da
auch eine Repression der Himoxygenase 1 durch CF-Staube festgestellt wurde und damit
eine Repression des Nrf2-Transkriptionsfaktors augenscheinlich ist (Loboda et al., 2016),
kann fiir die CF-Stidube bereits ein Mechanismus der starkeren Schédigung nach dem zuvor
beschriebenen Modell angenommen werden.

Eine essenzielle Rolle inflammatorischer Signalwege an der Signalweiterleitung sowie
die hohere Empfindlichkeit gegeniiber thermisch-mechanisch behandelten CF wurde auch
durch die Freisetzung von IL-8 demonstriert. Die Cokultur zeigte nach Exposition gegentiber
mechanisch behandelten CF mit 354 pg/mL eine deutlich starkere Freisetzung des Zyto-
kins als die Monokultur (57,2 pg/mL). Bei Exposition gegentiiber thermisch-mechanisch
behandelten CF waren die Unterschiede zwischen Mono- und Cokultur nicht so deutlich.
Beide Zellkulturmodelle sezernierten zu allen Zeitpunkten nahezu gleiche Mengen an IL-8,
dariiber hinaus mit 773 pg/mL in der Monokultur und 562 pg/mL in der Cokultur in einem
hoheren MaR3e als nach Exposition mit mechanisch behandelten CF. Die Triplekultur wies
bei der IL-8-Freisetzung die hochste Sensitivitat gegeniiber CF auf und setzte eine Kon-
zentration von 4,92 ng/mL IL-8 nach 24 h frei. Eine hohere Empfindlichkeit von Modellen,
in denen mehrere unterschiedliche Zelltypen verwendet werden, wurde bereits in der
Literatur beschrieben (Klein et al., 2013). Demnach zeigt die hier verwendete Triplekultur
ein groldes Potenzial, der bestehende Aufbau sollte jedoch in Hinblick auf eine hohere
Stabilitdt und bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse {iberarbeitet werden.

Auffallend ist das Ausbleiben einer profibrotischen Antwort in allen Zellkulturmodellen
einschlief3lich der Fibroblasten umschlieenden Triplekultur. Insbesondere fiir Asbestfasern
und CNTs, weniger fiir CB, wurde diese bereits vertieft in der Literatur behandelt, unter
anderem in Mausen (Mostovenko et al., 2019; Teeguarden et al., 2011) und A549- sowie
BEAS-2B-Zellen (Tamminen et al., 2012). Hier kommt erneut ein zeitlicher Aspekt zum
Tragen. In der Studie von Tamminen et al. wurden fibrotische Entwicklungen erst nach
3 Tagen Exposition festgestellt. Allgemein zeigen fibrotischen Veranderungen eine starke
Zeitabhangigkeit und treten fiir gewohnlich erst als Folge einer anhaltenden, chronischen
Inflammation auf (Dong & Ma, 2019). Demnach waren die Nachinkubationszeitrdume von
maximal 24 h womoéglich zu kurz gewahlt.

Eine Beteiligung von DNA-Schiden an der CF-vermittelten Signalweiterleitung muss
kritisch betrachtet werden. Im direkten Nachweis durch die Alkalische Entwindung zeigten
die CF-Staube keine starken genotoxischen Effekte in den Mono- und Cokulturen. Es
kam zwar bei Exposition gegeniiber mechanisch und thermisch-mechanisch behandelten
CF zu einer signifikanten Induktion von Strangbriichen nach 4h, der hohe Gehalt an
doppelstrangiger DNA in CF-exponierten Proben nach 1 und 4 h zeugt jedoch von einer
anhaltenden Stabilitdt der DNA. Demzufolge kann allenfalls von einer leichten Genotoxizitat
gesprochen werden. In der Triplekultur konnte die moderate Induktion einer sekundaren
Genotoxizitat durch Exposition gegeniiber mechanisch behandelten CF, moglicherweise
induziert durch oxidativen Stress, beobachtet werden. Zusétzlich ist es auch moglich,
dass das genotoxische Potenzial durch die gewahlte Methode nicht ausreichend erfasst
werden kann. Insbesondere fiir MWCNTSs ist eine Bildung von Mikronuclei als genotoxischer
Mechanismus bekannt (Kisin et al., 2011; Ventura et al., 2020a), neben einer Bildung
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von DNA-Strangbriichen (Yamashita et al., 2010). Fiir CB-Partikel ist die Induktion von
DNA-Schiden in-vitro ein umstrittener Sachverhalt mit vielen widerspriichlichen Studien
(Chaudhuri et al., 2018), allgemein wird jedoch ein Mechanismus sekundirer Genotoxizitit
angenommen (Schins & Knaapen, 2007). Demnach verhalten sich die CF-Staube in diesem
Aspekt erneut eher vergleichbar zu CB als zu den faserférmigen Vergleichsmaterialien.

Ein Vorhandensein von DNA-Schiden wiirde die starke Induktion von DDIT3 erkléren,
das fiir das DNA damage inducible transcript 3 kodiert und neben IL-6 durchweg die
starkste Aktivierung aufweist, ebenso wie das Gen GADD45A. Bei beiden handelt es sich
um Gene, die neben der Induktion durch DNA-Schiden auch durch weitere Reize aktiviert
werden konnen, etwa Hypoxie, UV-Strahlung und andere zellulédre Stressreaktionen. Im
Falle von DDIT3 spielt auch der JNK-Signalweg eine tragende Rolle (Jauhiainen et al.,
2012; Takekawa & Saito, 1998). Die DDIT3-Aktivierung wird auch durch Induktion einiger
downstream-Gene deutlich, beispielsweise TNFRSF10B, welches fiir den Death Receptor 5
kodiert und damit einen Mechanismus der Rezeptor-vermittelten extrinsischen Apoptose
einleitet (Guo et al., 2017). Das Heat shock protein 72, welches durch das Gen HSPAIA
kodiert wird und insbesondere mit der oxidativen Stressantwort assoziiert wird, kann
ebenfalls durch DDIT3 induziert werden (Jauhiainen et al., 2012), was die Bedeutung
von DDIT3 an diversen zelluldren Prozessen auch neben der Rolle als Sensor fiir DNA-
Schédden unterstreicht. Zuséatzlich kann auch eine Induktion des Tumorsuppressorproteins
p53 angenommen werden. Das Protein Plk3, dessen Induktion auf Genexpressionsebene
ebenfalls festgestellt wurde, kann hierbei als Verbindungsglied zwischen der Bildung von
DNA-Schaden und der nachfolgenden Aktivierung von p53 angenommen werden (Xie
et al., 2001). Bei dem fiir das Protein Noxa kodierenden Gen PMAIP1 wurde ebenfalls
eine Induktion festgestellt, die auf eine p53-Aktivitit schlieen lasst (Oda et al., 2000).
Gleichzeitig widerspricht die fehlende Induktion des fiir einen p53-Repressor kodierenden
Gens MDM2 der Hypothese einer Beteiligung von p53 (D. Shi & Gu, 2012). Demnach kann
eine Rolle von p53 bei der CF-vermittelten Signalweiterleitung nicht eindeutig bestéatigt

werden.

In einer in-vivo-Studie, in der Méuse gegeniiber nativen und thermisch behandelten CF
exponiert wurden, konnte eine Induktion der DNA-Schadensantwort und -Remodellierung
festgestellt werden (Moriyama et al., 2019), was eine Beteiligung dieser Prozesse auch
in der vorliegenden Arbeit nahe legt. Es liegen dariiber hinaus mehrere Studien vor, die
eine Beteiligung der MAPK- und p53-Signalwege bei Exposition gegeniiber CNTs und
Asbestfasern postulieren (Donaldson et al., 2013; Dong & Ma, 2015; Kamp & Weitzman,
1999; Tamminen et al., 2012). Fiir CB wurde in der Literatur lediglich eine Beteiligung
der MAPK-Kaskade festgestellt (Totlandsdal et al., 2010). Da die Beteiligung von p53 und
DNA-Strangbriichen fiir die in dieser Arbeit betrachteten Faserstaube nicht eindeutig ist,
kommt ihnen toxikologisch womoglich eine Rolle zwischen CNTs und CB zu.

Es kann zusammengefasst werden, dass bei Exposition gegeniiber CF-Stauben insbeson-
dere inflammatorische und apoptotische Signalwege in Lungenzellen ausgelost werden.
Eine Uberpriifung dieser Mechanismen auf funktioneller Ebene, z.B. durch Messung anderer

Zytokine auf Proteinebene, umfassende Proteomics-Methoden und weitere Methoden zur
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Bestimmung der Genotoxizitat, sollte in der Zukunft angestrebt und als Bestandteil neuer
Projekte umgesetzt werden.

6.3 Schlussfolgerung

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse betonen die hohe Relevanz einer umfassenden
inhalationstoxikologischen Betrachtung verschiedener Materialien in-vitro.

Durch den Vergleich verschiedener Zellkulturmodelle mit dem gut untersuchten «x-Quarz
Min-U-Sil5 wurde deutlich, wie sehr sich toxikologische Antworten in ihrem Ausmal}
unterscheiden konnen, wenn physiologische Gegebenheiten beriicksichtigt werden. So
zeigten submerse Modelle eine hohere Sensitivitat gegeniiber Quarz-Partikeln, woraus
sich abzeichnet, dass durch die klassische Art der Zellkultivierung beobachtete Effekte
leicht {iberschétzt werden konnten. Dies unterstreicht das air-liquid interface als wertvolles
Werkzeug zur Konstruktion realistischer Zellkulturmodelle. Simultan demonstrierte die
Einbindung Makrophagen-dhnlicher Zellen die Vorteile einer moglichen Kommunikation
zwischen verschiedenen Zellarten, wodurch die Lunge als multizelluldres Organ besser
widergespiegelt wird. Im Fall der Quarzpartikel duf3erte sich dies in einer umfassenden
inflammatorischen Antwort, die sowohl auf Ebene der Genexpression als auch auf Ebene
der Proteinfreisetzung deutlich wurde. Es war dariiber hinaus durch die Verwendung
der unterschiedlichen Modelle moglich, einen detaillierten toxikologischen Mechanismus
abzuleiten. Die Anwendung der Hochdurchsatz-RT-qPCR ermoglichte hierbei eine systema-
tische Untersuchung zahlreicher intrazelluldrer Signalwege und trug zu einem vertieften
Verstandnis der Quarztoxizitit bei. Weiterhin zeigte eine zeitaufgeloste Betrachtung der
transkriptionellen Antwort deren Zeitabhangigkeit. Insbesondere im Bereich der Inflam-
mation ist eine Betrachtung frither Zeitpunkte bedeutend, was in den darauf folgenden
Experimenten mit CF-Stduben umfassend umgesetzt wurde.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen der CF-Toxizitét stellen die erste
umfassende toxikologische Charakterisierung dieses Materials in-vitro dar. Bereits die mikro-
skopischen Aufnahmen machten deutlich, dass bei Behandlung der Carbonfaser Fragmente
entstehen konnen, die eine inhalationstoxikologische Relevanz aufweisen. Dabei wiesen
die CF-Staube nach mechanischer und thermisch-mechanischer Behandlung unterschiedli-
che Fragmentgrol3en, -formen und unterschiedliche Beschaffenheiten der Oberflache auf,
die direkt in den toxikologischen Antworten reflektiert wurden. Dementsprechend 16sten
thermisch-mechanisch behandelte CF sowohl auf Ebene der Genexpression als auch auf
Ebene der Proteinfreisetzung deutlich stirkere Antworten aus als mechanisch behandelte
CF. Zudem trat bei Betrachtung der Zellzahl ein bislang unbeschriebener Effekt des Zell-
verlustes durch eine mutmalliche starke Adhédrenz der Zellen an die durch thermische
Behandlung entschlichteten Faserfragmente auf. Die Auswirkungen dieses Effekts in-vivo
konnen zwar nicht abgeschitzt werden, lassen jedoch auf einen einzigartigen Mechanis-
mus schlief3en. Im Literaturvergleich zu anderen Carbon-basierten Materialien lassen sich
CF-Staube vermutlich toxikologisch zwischen CNTs und CB platzieren, da die beobachte-
ten Antworten nicht so stark ausgepragt waren, wie es haufig flir MWCNTs der Fall ist,
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allerdings eine grolsere Bandbreite an Effekten abdeckten als bei Exposition mit CB. Hier
spielen jedoch ebenfalls die Behandlungsart und die physikochemischen Eigenschaften der
generierten Faserfragmente eine tragende Rolle. Die Verwendung einer Triplekultur mit
Einbindung von Fibroblasten lieferte insbesondere in den Genexpressionsanalysen wider-
spriichliche Ergebnisse. Dennoch zeigte sich durch die beachtliche Freisetzung von IL-8
und die Beobachtung einer sekundédren Genotoxizitit ein hohes Potenzial, welches durch
Anpassung von Inkubationszeiten und Verwendung anderer Zelllinien weiter ausgeschopft
werden konnte.

Durch die stetige Entwicklung und Verwendung innovativer Materialien wie Carbon-
fasern bleibt auch die Inhalationstoxikologie ein Feld, das sich laufend weiterentwickelt.
In diesem Kontext existiert ein grofder Bedarf an der simultanen Progression toxikolo-
gischer in-vitro-Methoden, die besser an die physiologischen Gegebenheiten der Lunge
angepasst sind und zu einer Reduktion alternativer in-vivo-Experimente beitragen konnen.
Insgesamt wurden in dieser Arbeit mehrere Zellkulturmodelle anhand eines bereits gut
untersuchten und eines innovativen Materials erfolgreich untersucht und die Abhingigkeit
toxikologischer Antworten vom Zellkulturmodell sowie davon abgeleitete toxikologische

Mechanismen demonstriert.
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ANHANG A

CHEMIKALIEN UND INSTRUMENTE

A.1 Chemikalien

Tabelle A.1: Liste der verwendeten Chemikalien und der zugehorigen Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent

2x Assay Loading Reagent

2x TagMan® PreAmp Master Mix
Accutase®

Accutase® (IBCS)

Albumin Fraktion V (BSA)

CasyTon®

Collagen (rat-tail)
di-Kaliumhydrogenphosphat, > 99 %, p.A.
Dimethylsulfoxid (DMSO), > 99,9 %, p.A.

di-Natriumhydrogenphosphat, > 99 %, p.A.

DMEM-HG

DMEM (IBCS)

DNA Away

DNA Suspension Buffer

DPBS (IBCS)

Ethanol (80 % und 96 %)
Exonuklease I (20 U/uL)
Exonuklease Reaktionspuffer
Fetales Kilberserum

Fetales Kalberserum (IBCS)
Fibronectin

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

Hoechst 33258

Hydroxylapatit, high resolution
IFC Control Line Fluid
Kaliumchlorid, > 99,5 %, p.A.
Kaliumhydrogenphosphat, > 99,5 %, p.A.

123

Fluidigm (San Francisco)
Fluidigm (San Francisco)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gibco, Thermo Fisher (Dreieich)
Roth (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)

Roche (Rotkreuz)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gibco, Thermo Fisher (Dreieich)
Roth (Karlsruhe)

TEKnova (Kristiansand)

Gibco, Thermo Fisher (Dreieich)
Roth (Karlsruhe

BioLabs (Frankfurt)

BioLabs (Frankfurt)

Thermo Fisher (Dreieich)

Gibco, Thermo Fisher (Dreieich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

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

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
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Tabelle A.1: Liste der verwendeten Chemikalien und der zugehorigen Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

KGM

L-Glutamin (IBCS)

Lipopolysaccharid (IBCS)

Menadion

Min-U-Sil 5

Natriumchlorid, > 99,5 %, p.A.
Natriumdihydrogenphosphat, > 99 %, p.A.
Natriumhydroxid, > 99 %, p.A.

Natronlauge 1 N

PCR Certified Water

Penicillin-Streptomycin (P: 5U/L, S: 5mg/mL)
Penicillin-Streptomycin (IBCS)
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Primer Fluidigm

RPMI-1640

RPMI-1640 (IBCS)

RPMI-1640 mit HEPES (IBCS)

RPMI + 25 mM HEPES

Salzsidure 0,1 N

SDS 10 %

SsoFast™
TE-Puffer
Triton X-100 (10 %)

Triton X-100 (100 %, IBCS)

Trypsin, 0,25 % Trypsin in EDTA
Trypsin, 0,25 % Trypsin in EDTA (IBCS)

EvaGreen® Supermix mit Low ROX

Lonza (Basel)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

ITC, KIT

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

TEKnova (Kristiansand)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gibco, Thermo Fisher (Dreieich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Fluidigm (San Francisco)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gibco, Thermo Fisher (Dreieich)
Gibco, Thermo Fisher (Dreieich)
Thermo Fisher (Dreieich)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

BioRad (Miinchen)

TEKnova (Kristiansand)
Thermo Fisher (Dreieich)

Roth (Karlsruher)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gibco, Thermo Fisher (Dreieich)

A.2 Puffer und Losungen

Tabelle A.2: Liste und Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen.

Puffer/LOosung Zusammensetzung
0,1 M NacCl
0,0045 M KClI

PBS (pH 7,4)

0,007 M NazHPO4
0,003 M KH,PO4

PBS-EDTA (pH 7,4)

0,5mM EDTA in PBS

Trypsin

0,25 % Trypsin in PBS-EDTA

500 uL Fibronektin (1 mg/mL in H,O bidest.)

Coating-Mischung
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Tabelle A.2: Liste und Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen.

Puffer/Losung

Zusammensetzung

500 uL. BSA (1mg/ml in HyO bidest.)

Alkalische Losung

2,6252 ¢ NaCl

1 mL NaOH, 1M (A549-/BEAS-2B-Zellen)
800 uL NaOH, 1M (CCD-33Lu-Zellen)
1ml NayHPO,, 0,5 M

auffiillen auf 50 mL mit H,O (bidest.)

Hydroxylapatit-Losung

0,05 g Apatit in 0,5mL 0,01 M NaP (pro Saule)

0,15 M KP-Puffer

15,3 mL KH,PO4, 0,5 M
14,7 mL KoHPOy4, 0,5M
auffiillen auf 100 mL mit H,O (bidest.)

0,35 M KP-Puffer

37,5 mL KH2PO4, 0,5 M
34,3 mL Ky;HPOy4, 0,5M
auffiillen auf 100 mL mit H,O (bidest.)

0,5 M KP-Puffer

51 mL KH2PO4, 0,5 M
49 mL K,HPO4, 0,5 M
auffiillen auf 100 mL mit H,O (bidest.)

0,1 M NaP-Puffer

1,96 mL NayHPOy4, 0,5M
2,04 mL NaH,POy4, 0,5M
auffiillen auf 200 mL mit H,O (bidest.)

A.3 Kits

Tabelle A.3: Liste der verwendeten Kits und zugehorigen Hersteller.

Kit

Hersteller

CytoTox-ONE™

Promega (Madison)

IL-8 Human Uncoated ELISA Kit (IBCS) Invitrogen (Waltham)
Keratinocyte Growth Medium BulletKit™ (KGM) Lonza (Basel)

LDH Test Kit (IBCS)
NucleoSpin® RNA Plus Kit
qScript™ ¢DNA Synthesis Kit

Roche (Mannheim)
Macherey-Nagel (Diiren)
QuantaBio (Beverly)

A.4 Instrumente und Software

Tabelle A.4: Liste der verwendeten Instrumente und Software, sowie der entsprechenden

Hersteller.

Instrument/Software

Hersteller

AeroneLab Nebulizer System

Aerogen (Galway)
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Hersteller.

Tabelle A.4: Liste der verwendeten Instrumente und Software, sowie der entsprechenden

Instrument/Software

Hersteller

Autoklav D-150
Biofreezer Herafreeze Top
Biomark

Brutschrank Heracell 150i

Brutschrank Thermo Scientific BB15 (IBCS)
Casy® TTC Cell Counter & Analyzer System

Centrifuge 5417R

Centrifuge 5810R

Centrifuge 5417R (IBCS)
Centrifuge (IBCS)

Eismaschine

Eppendorf-Pipette Research® Plus
Eppendorf-Pipette Reference® 2
Feinwaage BP61S

Feinwaage LE26P

Galaxy Mini Centrifuge
Glaspipetten (1, 2, 5, 10, 20mL)
Heifluftsterilisator

IFC Controller HX

Kiihl- und Gefrierschrianke
Laborspiilmaschine Professional G7883
Megafuge 1.0

MicroCentrifuge

Mikroskop Axiovert 40C
Mikroskop Leica DMIL (IBCS)
Multipipette Distriman
Multipipette Pipete Lite XLS®
NanoQuant Platte

Nebulizer Unit (4,0 - 6,0 VMD)
Nebulizer Unit (10,0 VMD)
Neubauer Zahlkammer

PCR Workstation Pro

PCR Workstation

pH-Meter 3210

Pipetus®

Plattenlesegerat VERSAMax (IBCS)
Reinstwasseranlage Milli-Q

Software ”Fluidigm Real Time PCR Analysis”

Software "GenEx”
Software ”Tecan icontrol 1.10”
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Perkin Elmer (Waltham)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Fluidigm (San Francisco)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Roche (Mannheim)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus Christ (Hanau)

Ziegra (Isernhagen)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Sartorius (Gottingen)

Sartorius (Gottingen)

VWR International (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Memmert (Biichenbach)

Fluidigm (San Francisco)

Bosch (Gerlingen)

Miele (Giitersloh)

Heraeus (Hanau)

Roth (Karlsruhe)

Carl Zeiss AG (Feldbach)

Leica (Wetzlar)

Gilson (Limburg an der Lahn)
Mettler Toledo (Giel3en)

Tecan Group (Crailsheim)
Aerogen (Galway)

Aerogen (Galway)

Brand (Wertheim)

Peqlab (Erlangen)

VWR International (Darmstadt)
WTW (Weilheim)

Hirschmann Laborgeréte (Eberstadt)
Molecular Devices (San José)
Merck Millipore (Darmstadt)
Fluidigm (San Francisco)
MultiD Analyses (Goteborg)
Tecan Group (Crailsheim)



A.4. INSTRUMENTE UND SOFTWARE

Hersteller.

Tabelle A.4: Liste der verwendeten Instrumente und Software, sowie der entsprechenden

Instrument/Software

Hersteller

Software ”Vitrocell Monitor”

Sonifier W-250 D

Sonifier S-450 D

Sterilwerkbank HERAsafeKS
Sterilwerkbank HERAsafe 18/2 (IBCS)
T100 Thermal Cycler

Tecan Infinite M200 PRO
Tischzentrifuge fiir Eppendorfgefal3e
Ultraschallbad Sonorex Super RK 255H
Vitrocell Automated Exposure Station
Vitrocell Cloud 12/12

Vortex-Genie 2T

Waage VWR 1502

Wasserbad

Wasserbad (IBCS)

Zetasizer NanoZS

Vitrocell (Waldkirch)

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

Tecan Group (Crailsheim)

VWR International (Darmstadt)
Bandelin (Berlin)

Vitrocell (Waldkirch)

Vitrocell (Waldkirch)

Scientific Industries (New York)
Sartorius (Gottingen)

Memmert (Schwabach)

P-D Industriegesellschaft (Dresden)
Malvern Panalytical (Herrenberg)
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A.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle A.5: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien und der zugehorigen Hersteller.

Verbrauchsmaterial Hersteller

12-Well-Platten Corning (Amsterdam)

2,5 mL Sample Cups Perkin Elmer (Waltham)

5 mL round bottom tube Corning (Amsterdam)
6-Well-Platten Corning (Amsterdam)

8er Deckelkette (flach) Sarstedt (Numbrecht)
96-Well-Platte TPP (Trasadingen)
Balzers™ AT Quarzkristalle Colnatec (Gilbert)
Casy-Cups Roche (Mannheim)
Dynamic Array IFC Fluidigm (San Francisco)
Einmalspritzen (5 und 10 mL) Terumo (Eschborn)
Eppendorf Reaktionsgefilde (1,5 und 2 mL) Sarstedt (Niimbrecht)
Glasfilterfritte 0,7 cm Whatman (Maidstone)
Glasfilterfritte 1 cm Whatman (Maidstone)
Handschuhe (Latex) VWR International (Darmstadt)
Handschuhe (Nitril) Ansell (Richmond)
Handschuhe (Nitril, IBCS) MedCare (Prag)
Kryorohrchen mit Gewinde (1,8 mL) Sarstedt (Numbrecht)
Kiivetten (Makro, PS) LLG (Meckenheim)
Multiply® Pro-Gefafde (0,5 mL) Sarstedt (Niimbrecht)
Multiply®-p-Strip (0,2 ml-Kette) Sarstedt (Numbrecht)
Parafilm Sigma-Aldrich (Steinheim)
Pipettenspitzen (10 uL) Mettler-Toledo (Giel3en)
Pipettenspitzen (10 uL) Sarstedt (Niimbrecht)
Pipettenspitzen (1-200 uL) Ratiolab (Dreieich)
Pipettenspitzen (100-1000 pL) Brandt (Wertheim)
Pipettenspitzen (5 mL) Eppendorf (Hamburg)
Pipettenspitzen Deckworks (10 uL, IBCS) Corning (Amsterdam)
Pipettenspitzen Deckworks (1-200 uL, IBCS) Corning (Amsterdam)
Pipettenspitzen Deckworks (100-1000 pL, IBCS) Corning (Amsterdam)
Pipettenspitzen Deckworks (5 mL, IBCS) Corning (Amsterdam)
Plastik-Zentrifugenrohrchen (15, 50 mL) Sarstedt (Niimbrecht)
Plastik-Zentrifugenrohrchen (15, 50 mL, IBCS) Greiner (Kremsmiinster)
Reagenzgladser 75x12mm Hecht Assistent (Sondheim v.d.R.)
Schraubdeckelglaser (10 mL) HERAUSFINDEN
Sterilfilter VWR International (Darmstadt)
Sterilindikatorband (Autoklav) Roth (Karlsruhe)
Sterilindikatorband (Heil3luftsterilisator) Roth (Karlsruhe)
TEM-Gitternetze (400 mesh, Cu) Ted Pella (Redding)
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Tabelle A.5: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien und der zugehorigen Hersteller.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Transwell Einsitze (6- und 12-Well)
Waégeschiffchen

Zellkulturflaschen (25 und 75 cm?)
Zellkulturflaschen (25 und 75 cm?2, IBCS)
Zellkulturschalen (@ 3, 6, 10 und 15 cm)

Corning (Amsterdam)
Roth (Karlsruhe)
Sarstedt (NUmbrecht)
Greiner (Kremsmiinster)
Sarstedt (Nimbrecht)
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ANHANG B

ERGANZENDE DATEN

B.1 Differenzierung von THP-1-Zellen

Die Differenzierung der THP-1-Zellen zu dTHP-1 wurde unter den in Tabelle B.1 darge-
stellten Bedingungen durchgefiihrt. Es erfolgte zunachst eine viertdgige Inkubation PMA,
gefolgt von einer dreitdgigen Nachinkubation mit PMA-freiem Medium.

Tabelle B.1: Differenzierungsschema fiir THP-1-Zellen in unterschiedlichen Ansatzgrof3en.

Schale [cm] 6 10 15
Volumen Medium [mL] 5 12 20
Ausgestreute Zellzahl [10°] 2 5,5 14,5
Erhaltene Zellzahl [10°] ca.0,4 ca. 1,3 ca.3,3
Volumen PMA (10 uM) [uL] | 24,3 58,3 97,2
Zelldichte [10°/cm?] 094 093 0,93

B.2 Genliste der HT RT-gPCR

Die in der HT RT-qPCR verwendeten Gene sind in Tabelle B.2 nach den jeweiligen Clustern
geordnet dargestellt.

131



ANHANG B. ERGANZENDE DATEN

Tabelle B.2: Liste der in der HT RT-qPCR verwendeten Gene, sortiert nach Genclustern.

Referenz- Fremdstoff- Inflammation Fibrose Metall- Oxidative = Apoptotische DNA-
gene metabolismus homoostase Stressant-  Faktoren und Schadens-
wort Zellzyklusre- antwort und
gulatoren -Reparatur
ACTB AHR CCL22 ACTA2 FTH1 CAT APAF1 APEX1
B2M CYPI1AI cox2 COLIAI MTi1X G6PD BAX ATM
GAPDH NQO1I IL-1A CTNNB1 MT2A GCLC BBC3 ATR
GUSB IL-1B FN1 SLC30A1 GPX1 BCL2 BRCA1
HPRT1 IL-6 OPN TFRC GPX2 BTRC BRCAZ2
IL-8 PDGFA GSR CCND1 DDBI1
TNF-A TGF-B HMOX1 CDKN1A DDB2
TIMP1 HSPAIA CDKN1B DDIT3
VIM KEAPI CDKNZ2B ERCC1
MAP3K5 E2F1 ERCC4/XPF
NFE21.2 EGFR ERCC5/XPG
NFKB1 JUN GADDA45A
NFKB2 MDM2 LIG1
NFKBIA MYC LIG3
PRDX1 PLK3 MGMT
SOD1 PMAIP1 MLH1
SOD2 PPM1D MSH2
TXN SIRT2 PARP1
TXNRD1 TNFRSF10B PCNA
VEGFA POLQ
XIAP POLD1
RAD50
RADS51
RRMZ2B
XPA
XPC
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B.3. DETAILLIERTE ERGEBNISSE DER GENEXPRESSIONSANALYSEN

B.3 Detaillierte Ergebnisse der Genexpressionsana-
lysen

B.3.1 Genexpressionsanalysen nach Quarz-Exposition

A549 A549
Al submers AT submers
, 158 291 594 _ , 158 291 594
et 403424220 13 30 X hgent i1 124220 B 0
AHR APAFI
;;ﬁ?;i CYPIAl BAX
NQo1 BBC3
CCL22 BCL?2
cox? BIRC
I-14 CCNDI
Inflammation  [L-1B | CDKNIA4
L6 Y CDRNIB o
e | CORNE Y I
INFA i i —Avoposeud EXFI
ACTA2 Zelykhs  EGFR
COLIAl Regilation  JUN
CTNNBI MDAD
FNI MyC
Fibrose ~ OPN PLK3
PDGFA PM4IPI
TGFB Vo PPMID
TIMP] SIRT?
VIM TNFRSF10B
FTHI VEGFA
MTIX XI4P
Metalhomistase A724 APEXT
SLC3041 ATM
TFRC ATR
CAT BRCAI
GGPD BRCAZ
GCLC DDBI
GPX1 DDB?2
GPX2 DDIT3
GSR ERCCI
HMOX1 ERCC4/XPF
HSPA 14 ERCCS/XPG
.. KE4P] ) GADD454
Osdative 1 paxs DNA- 1ier
Stressantwort — Schad ensantwort ——
NFKBI und -Reparatar oo
NFKB? MLH]
NFKBIA MSH?2
PRDXI PARPI
SoDI PCNA
S0D2 POLB
TXN POLOQ
TXNRDI RADS0
V RADS!
B Tl —
-5-4-3-2-1012 3 45 XPA
Relative Genexpression n.q XPC

(log2-fache Anderung)

Abbildung B.1: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von A549-Monokulturen
nach ALI- und submerser Exposition gegeniiber Min-U-Sil5 als Heatmap. Eine rote
Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Férbung eine Repression. Bei ALI-Deposition ist
der Mittelwert + SD aus drei unabhingigen Versuchen dargestellt. n.q.: nicht quantifizierbar.
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dTHP-1 dTHP-1
submers submers
pgrm3 15 3 6 pgfcm2 15 3 6
Fremdstoff. AHR APAF]
metabolismus CIPIA .
NQOI BBC3
CCL22 BCL2
coxz? BTRC
IL-14 CCNDI
Inflammation JL-IB CDENIA
IL-6 CDKNIB ) ] |
I8 N CDKN2B %%,
TNF-A Apoptoseund E2F]
ACTA2 Zellzyklus-  EGFR
COLIAI Regulation  JUN
CTNNBI MDM?
FNI MYC
Fibrose OPN PLK3
PDGFA PMAIPI
TGFB PPMID
TIMP] SIRT?
VIM TNFRSFI10B
FTHI VEGFA
MTIX AI4P
Metallhoméstase MT24 APEX]
SLC3041 ATM
TFRC ATR
CAT BRCAI
GOPD BRCA2
GCLC DDBI
GPXI ) DDB2
GPX2 7 DDIT3
GSR ERCCI
HMOXT ERCC4/XPF
HSPAIA ERCCH/XPG
Oxidative KEAPI DNA_ GADD454
Stressantwort B Schadensantwort ENE
NFE2L2 LiG3
= und -Reparatur
NFKBI MGMT
NFKB? MLHI
NFKBIA MSH?
PRDX] PARPI
SODI PCNA
S0D2 POLB
TXN POLQ
TXNRDI RADSO
o I ausi
- RRM2B
-5-4-3-2-101 2 3 435
Relative Genexpression n.q B
XPC

(log2-fache Anderung)

Abbildung B.2: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von dTHP-1-
Monokulturen nach submerser Exposition gegeniiber Min-U-Sil5 als Heatmap. Eine rote
Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung eine Repression. Bei ALI-Deposition
ist der Mittelwert + SD aus drei unabhéngigen Versuchen dargestellt. n.q.: nicht quantifizier-
bar.
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B.3. DETAILLIERTE ERGEBNISSE DER GENEXPRESSIONSANALYSEN

AS49/dTHP-1 AS49/dTHP-1
ALT submers AL submers
159 322 569 159 322 569
pgen® 106 :29:29 o)l pgen’ 106 :29:29 e
AHR APAF]
Fmﬁ"&n’ CYPIAI BAX
MERDOISIIS  \oo1 BBC3
CCL22 BCL2
coxz? BTRC
IL-14 CCNDI
Infammaton IL-IB CDENIA
II-6 ] CDKNIB
-8 || CDRN2B I
TNF-4 Apoptoseund  E2F]
ACTA42 Zellryklusreglati EGFR
COLIAI on JUN
CTNNBI MDM2
FNI MIC
Fibrose OPN PIK3
PDGFA PMAIP]
TGFB PPMID
TIMP] SRT?
VIM TNFRSFI0B
FTHI VEGFA
MTIX XI4P
Metall-
hombostase VA APEX]
SLC3041 ATM
TFRC ATR
CAT BRCAI
G6PD BRCA2
GCLC DDBI
GPXI DDB?
GPX? DDIT3
GSR ERCCI
HMOXT ERCC4XPF
HSPAIA ERCCS5XPG
o KEAPI ) GADD454
e N i
NFEZL2 wd Reparanr 163
NFEBI MGMT
NFEB2 MLHI
NFEBI4 MSH?
PRDXI PARP]
SODI PCNA
soD2 I POLB
TXN POLQ
TXNRDI RADS0
% RADSI
. = = : XP4
Relative Genexpression n.q XPC

(log2-fache Anderung)

Abbildung B.3: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von A549/dTHP-1-
Cokulturen nach ALI- und submerser Exposition gegeniiber Min-U-Sil5 als Heatmap.
Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung eine Repression. Bei ALI-
Deposition ist der Mittelwert + SD aus drei unabhéngigen Versuchen dargestellt. n.q.: nicht
quantifizierbar.

B.3.2 Genexpressionsanalysen nach Carbonfaser-Exposition
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A549/dTHP-1 A549/dTHP-1
ALl ALl
Zeit () 1 3 6 24 Zeit (h) 1 3 6 24
AHR APAF]
nngtﬁ;is CYP1AI BAY
NQOI BBC3
CCL22 BCL2
cox? BTRC
IL-14 ] CCNDI
Infammation IZ-IB N CDKNIA
L6 ] CDKNIB
LS CDKN2B 0 %,
TINF-A4 Apgptgse wumd E2F1
ACTA?2 Zeleykliss  EGFR
COLIAI regubtion  JUN
CTNNBI MDM2
ENI MyC
Fibrose OPN PLK3
PDGEA PMAIP]
TGFB PPMID
TIMPI SIRT?2
VIM TNERSF10B
FTHI VEGFA
L Mrx XI4P
hmhggzata MT24 APEXI
SA src3oal ATM
TERC ATR
CAT BRCAI
G6PD BRCA?
GCLC DDBI
GPX]1 DDB2
GPX2 DDIT3
GSR ERCCI
HMOX1 ERCC4/XPF
EHSPAIA ERCCS5/XPG
Oxidatie 75t s DNa. oD
Stressantwort S chadensantwort
NEEZL2 wd Reparatur LIG3
NFKBI MGMT
NEKB2 MLHI
NEKBI4 MSH2
PRDX1 PARPI
SODI PCNA
SOD2 POLB
TXN POLQ
TXNRDI RAD30
mE . om » RADSI
76543210123 4567 - S
) ) XPA
Reltve Genexpression ng. YPC

(log2-fache Anderung)

Abbildung B.4: Schematische Darstellung der zeitabhingigen Genexpressionsprofile von
A549/dTHP-1-Cokulturen nach ALI-Exposition gegeniiber 56,9 + 2,94 ug/cm? Min-U-
Sil5 als Heatmap. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung eine
Repression. Bei ALI-Deposition ist der Mittelwert + SD aus drei unabhingigen Versuchen
dargestellt. n.q.: nicht quantifizierbar.
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BEAS 2B BEAS-2B/dTHP- BEAS 2B  BEAS-2B/dTHP-
(Monokultur) 1 (Cokultur) (Monokultur) 1 (Cokultur)
Zeit () 140 143 1423 140 143 1+23 Zeit(@) 140 143 1+23 1+0 143 1423
st B
metabolsmus 0, BBC3
ccL2? Y BCL2
cox2 BIRC
II-14 CCNDI
Infammation II-IB CDENIA
I CDKNIB
s CDKN2B
INF-A %% Apoptose und E2F1
ACTA2 Zelzykhis  EGER
COLI4] Regulation JUN
CTNNB! MDM?
ENI | Mye
Fbross OPN ) PIK3
PDGEA PMAIP]
TGFB PPMID
TIMP! SIRT2
VIM TNFRSF 10B
FTHI VEGFA
MTIX XL4P
Metal o APEX]
homiostase
SLC3041 ATM
TFRC ATR
CAT BRCAI
GG6PD BRCA2
GCLC DDBI
GPXx1 DDB2
GPX2 9 DDIT3
GSR ERCCI
HMOX1 ERCC4/XPF
HSPA414 ERCC5/XPG
.. KEAPI DNA-  GADD454
. hzs"iiaz . MAP3KS Schadens LIGI
NFE2L2 antwort und - L7G 3
NFEBI Reparatwr MGMT
NFKB2 MLHI
NFKBIA MSH?2
PRDXI1 PARP]
SODI PCNA
SoD2 POLQ
TXN POLDI
TXNRDI RADS50
. RADSI
[ malm —
-5-4-3-2-1012 3 4 5 XPA
Relative Genexpression n.q XPC

(log2-fache Anderung)

Abbildung B.5: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von BEAS-2B-Mono- und
BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen nach ALI-Exposition gegeniiber mechanisch behandelten
CF als Heatmap. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue Farbung eine
Repression. n.q.: nicht quantifizierbar.
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BEAS-2B BEAS-2B/dTHP- BEAS-2B BEAS-2B/dTHP-
(Monokultur) 1 (Colcultur) (Monolkultur) 1 (Colkultur)
Zeit (h) 1+0 1+3 1+23 1+0 143 1423 Zeit (h) 1+0 143 1423 1+0 1+3 1+23
AHR APAFI
T o
NQOI BBC3
(AL BCL2
cox2 BIRC
IL-14 CCNDI
Inflammation IL-IB CDKNIA
-6 ] CDKNIB
-8 N CDKN2B
TNF-A Apoptose und E2FI
ACTA2 Zellzyklus- EGFR
COLIAI Regulation JUN
CITWNNBI MDM?2
FNI _ _ MyC
Fibrose QPN % % PLE3
PDGFA PMAIPI
TGFB PPMID
TIMPI SIRT2?
VIM TNFRSFI0B
FTHI VEGFA
MTIX XI4P
Metal- APEXI
homiostase
SLC3041 ATM
TFRC ATR
CAT BRCAI
G6PD BRCA2
GCLC DDBI
GPXI DDB2
GPX2 2 DDIT3 | ]
GSR ERCCI
HMOXI ERCC4/XPF
HSPAIA ERCCSXPG
Oxidative KEAPI DNA- GADD45A
Stressantwort MAPIKS Schadens- LIGI
NFE2L2 antwortund - LIG3
NFKBI Reparator MGMT
NFKB2 MLHI
NFKBIA MSH?
PRDXI PARP]
S0DI PCNA
S0D2 POLQ
TXN POLDI
TXNRDI RADS0
3 RADS]
mn el RRM2B
-5-4-3-2-1012 3 45 XPA
Relative Genexpression n.q XPC %

(log2-fache Anderung)

Abbildung B.6: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von BEAS-2B-Mono- und
BEAS-2B/dTHP-1-Cokulturen nach ALI-Exposition gegeniiber thermisch-mechanisch
behandelten CF als Heatmap. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion, eine blaue
Farbung eine Repression. n.q.: nicht quantifizierbar.
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Fremstoff-

metabolismus

Inflammation

Fibrose

Metall-
homéostase

Ouxidative
Stressantwort

-5 -4

apikal
(BEAS-2B/
dTHP-1)
Versuche A,B.C,D,
AHR
CTPIAI
NQOI
CCL22
cox?
IL-14
IL-IB
IL-6
IL-8
INFA
ACTA2
COLIAI
CTNNBI
FNI
OPN
PDGFA
IGFB
TIMPI
VIM
FTHI
MTIX
MT24
SLC3041
TFRC
CAT
GG6PD
GCLC
GPX]
GPX2
GSR
HMOXI
HSPAIA
KEAP]
MAP3KS
NFE2L2?
NFKBI
NFKB2
NFKBIA
PRDX]I
SODI
S0D2
IXN
TXNRDI

-3-2-101 2 3 4 5

Relative Genexpression

(log2-fache Anderung)

basolateral
(CCD-33Lu)

AC B.D

n.q

Apoptose und
Zellzyklus-
Regulation

DNA-Schadens-
antwort und -
Reparatur

apikal
(BEAS-2B/
dTHP-1)
A B,C.D,

basolateral
(CCD-33Lu)

Versuche
APAF]
BAX
BBC3
BCL2
BIRC
CCNDI
CDKNIA
CDKNIB
CDKNZ2B
E2F]
EGFR
JUN
MDM?2
MIC
PLK3
PMAIPI
PPMID
SIRT?
TNFRSFI0B
VEGFA
XI4P
APEXI
ATM
ATR
BRCAI
BRCA?
DDBI
DDB2
DDIT3
ERCCI
ERCC4/XPF
ERCCS/XPG
GADD45A
LIGI
LIG3
MGMT
MLHI
MSH?
PARPI
PCNA
POLQ
POLDI
RADS50
RADS5I
RRM2B
XPA

A.C B.D

Abbildung B.7: Schematische Darstellung der Genexpressionsprofile von BEAS-2B/dTHP-
1/CCD-33Lu-Triplekulturen nach ALI-Exposition gegeniiber thermisch-mechanisch be-
handelten CF als Heatmap. Die Zellen wurden 1 h mit CF exponiert und 23 h nachinkubiert.
Das apikale und basolaterale Kompartiment sind getrennt dargestellt, zusétzlich die Versuche
A/C und B/D im basolateralen Kompartiment. Eine rote Farbung signalisiert eine Induktion,
eine blaue Farbung eine Repression. n.q.: nicht quantifizierbar.
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