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ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund der Weiterentwicklung in der Nanotechnologie wird ein immer breiter werdendes
Spektrum an unterschiedlichen Nanomaterialien produziert. Metall-basierte Nanomaterialien sind
dabei von groBem Interesse, vor allem wegen ihrer antimikrobiellen Eigenschaften, der hohen
Leitfahigkeit und ihrer katalytischen Funktion. Aufgrund ihrer GroBe besitzen Nanomaterialien ein
vergroBertes Oberflachen-zu-Volumen-Verhéltnis, weshalb von ihnen eine erhdhte Reaktivitat
und damit Toxizitdt ausgeht. Neben partikularen Materialien werden auch zunehmend
faserformige Materialien, sog. Nanowire, verwendet, die zusatzlich eine faserspezifische Wirkung
aufweisen konnen. Durch die Vielfalt an Nanomaterialien lasst sich haufig kein einzelner
Wirkmechanismus eines Materials auf andere Materialien Ubertragen. Das Ziel des Projekts
MetalSafety, in das sich diese Arbeit eingliedert, war daher die Entwicklung von

Bewertungskonzepten fur Metall-basierte Nanomaterialien unterschiedlicher Morphologien.

Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit zehn partikuldare bzw. faserformige Metall-basierte
Nanomaterialien im Hinblick auf ihre physikochemischen Eigenschaften und ihr toxikologisches
Wirkprofil untersucht und verglichen. Als Zellmodelle wurde zum einen eine Monokultur aus der
Bronchialepithelzelllinie Beas-2B verwendet, auBerdem fand eine Kokultur aus Beas-2B-Zellen
und makrophagenahnlichen differenzierten THP-1-Zellen Anwendung. Alle Materialien wurden
zunachst umfassend charakterisiert, wobei der Fokus auf der Loslichkeit der Materialien in
kunstlichen physiologischen Medien lag. Die intrazellulare Freisetzung von Metallionen wurde
weiterhin in beiden Zelllinien bestimmt. Dabei zeigte sich eine hohe Verfligbarkeit aller
Kupfer-basierter Materialien, unabhangig von Morphologie und Zellsystem. Silber- und
Nickel-basierte Materialien wiesen hingegen nur eine moderate Freisetzung von Metallionen auf,
wobei sowohl eine Morphologie-Abhangigkeit als auch eine Abhangigkeit von der Zelllinie
beobachtet wurde. Hierbei wurde eine vermehrte Aufnahme in makrophagenahnliche Zellen
gefunden, wodurch auf einen phagozytotischen Aufnahmemechanismus geschlossen werden
kann. Unlosliche Partikel wie TiO> NP und CeO; NP zeigten wie erwartet eine vernachlassigbar
geringe Freisetzung von Metallionen. Studien zur intrazelluldren lonenverteilung zeigten starke
Akkumulationen von Kupfer- und Silberionen im Zellkern der Zellen, wohingegen freigesetzte

Nickelionen eher im Zytoplasma verblieben.
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Zur Erfassung des toxikologischen Wirkprofils wurden die Zytotoxizitdt und die Potenz der
Materialien zur Induktion von DNA-Strangbrichen bestimmt. Genexpressionsanalysen mittels
einer Hochdurchsatz RT-qgPCR-Methode dienten der Erfassung einer Aktivierung oder Hemmung
von  Genclustern  wie  Metallhomoostase, Inflammation,  oxidative  Stressantwort,

DNA-Schadensantwort und Zellzyklusregulation.

Kupfer-basierte Materialien zeigten Morphologie-unabhangige, jedoch dosisabhangige
zytotoxische und genotoxische Wirkungen sowie Anderungen im Genexpressionsprofil. Letztere
deuteten auf einen Mechanismus durch lonenfreisetzung und dadurch induzierte Inflammation
und oxidativen Stress hin, der in der Literatur als trojan horse type Mechanismus beschrieben ist.
Fur Silber-basierte Materialien wurden Morphologie-spezifische Unterschiede beobachtet.
Wahrend Ag NP eine starke zytotoxische Wirkung aufwiesen, konnte fir Ag NW keine
Zytotoxizitat festgestellt werden. Beide Materialien verursachten dagegen dosisabhangig
DNA-Strangbriiche. Das Genexpressionsprofil gab fur beide Materialien Hinweise auf ein
Vorhandensein von freien Silberionen, jedoch wurde ebenfalls eine inflammatorische Wirkung
beobachtet. Sowohl fur Kupfer- als auch fir Silber-basierte Materialien wurde eine schwachere
Toxizitat in der Kokultur beobachtet, wodurch hier auf einen protektiven Effekt durch
Makrophagen geschlossen werden kann. Neben submersen Untersuchungen wurden fir
Kupfer- und Silber-basierte Materialien zusatzliche Untersuchungen nach Exposition Uber ein
air-liquid interface (ALl) durchgefuhrt. Hierbei wurden die Zellen an einer Grenzflache zwischen
Luft und FlUssigkeit kultiviert. Dieses Szenario soll den Bronchioalveolarbereich simulieren,
auBerdem ist wahrend der ALI-Exposition eine simultane Erfassung der absolut deponierten Dosis
mittels einer Quarzkristall-Mikrowaage (QCM) moglich. Wahrend das Toxizitatsprofil nach
ALI-Exposition die Beobachtungen nach submerser Inkubation qualitativ widerspiegelte, wurden
toxikologisch relevante Effekte bereits bei geringeren Dosen verursacht. Dies unterstreicht die
Bedeutsamkeit der ALl-Exposition zur genaueren Abschatzung einer Toxizitdt von

Nanomaterialien.

Nickel-basierte Materialien wiesen unabhangig von dem verwendeten Kultivierungssystem und
der Morphologie lediglich geringe zytotoxische und keine genotoxischen Effekte auf. Bezuglich
der Anderungen im Genexpressionsprofil ergaben sich dagegen signifikante Unterschiede
zwischen Mono- und Kokultur. Wahrend durch beide Materialien in beiden Kultivierungssystemen

inflammatorische Effekte verursacht wurden, wurden vor allem die Gene der oxidativen
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Stressantwort deutlich vermehrt in der Kokultur exprimiert. Dies deutet auf einen ,oxidativen

Burst" durch in der Kokultur befindliche Makrophagen und eine sekundéare Toxizitat hin.

TiO2 NP und CeO; NP, die keine lysosomale Loslichkeit aufwiesen, zeigten unabhangig vom
Kultivierungssystem in keinem der untersuchten Endpunkte toxikologisch relevante Effekte. Um
einen moglichen Fasereffekt durch unlésliche Materialien zu untersuchen, wurden als
faserférmiges Referenzmaterial carbon nanotubes (CNT) ausgewahlt. Diese zeigten in Mono- und
Kokultur eine Abnahme der Viabilitat und vor allem in der Kokultur inflammatorische Effekte in

der Genexpression, was auf eine sog. ,frustrierte Phagozytose” durch Makrophagen hindeutet.

Zusammengefasst stellt diese Arbeit erstmals eine systematische Untersuchung der Toxizitat
unterschiedlicher Metall-basierter Nanomaterialien in Abhangigkeit ihrer physikochemischen
Eigenschaften vor. Es konnte gezeigt werden, dass die intrazellulare Loslichkeit sowohl fur
partikuldre als auch fir faserférmige Materialien ausschlaggebend fur deren toxische Wirkung ist.
Die Verwendung von Kokulturen veranderte die Intensitdt des Toxizitatsprofils ebenfalls in
Abhangigkeit von der intrazellularen Loslichkeit. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine
ALI-Exposition gegenlber einer herkdmmlichen submersen Exposition zu ausgepragteren
Ergebnissen fuhrt, wodurch die Relevanz von weiterentwickelten in vitro-Testsystemen in der

Partikel- und Fasertoxikologie unterstrichen wird.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse legen gemeinsam mit den von Ronja Neuberger
erhobenen Daten einen Grundstein fir die Zielsetzung des Gesamtprojekts MetalSafety. Auf
dieser Basis konnen im Projekt aufbauende ex vivo- und in vivo-Untersuchungen stattfinden,

welche in ihrer Gesamtheit eine Pradiktion auf die Wirkung im Menschen méglich machen sollen.
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Nanomaterials are increasingly being used in manifold applications. Metal-based nanomaterials
are of great interest, mainly due to their antimicrobial properties, high conductivity, and catalytic
function. Their small size results in an increased surface-to-volume-ratio. Therefore,
nanomaterials have an increased reactivity and thus toxicity. In addition to particulate materials,
fibrous materials, so-called nanowires, are increasingly being used. Due to their structure these
nanowires can also have a fiber-specific effect. The variety of nanomaterials makes it difficult to
transfer the mode of action from one material to other materials. The aim of the MetalSafety
project was therefore to develop concepts of risk assessment for metal-based nanomaterials of

different morphologies.

For this purpose, in this work, ten different metal-based nanomaterials were compared with
respect to their physicochemical properties and their toxicological profile. As cell models a
monoculture of the bronchial epithelial cell Beas-2B and a coculture consisting of Beas-2B cells
and macrophage-like differentiated THP-1 cells were used. In a first step, all materials were
characterized with respect to their solubility in artificial physiological media. The release of metal
ions was further determined intracellularly in both, Beas-2B and dTHP-1 cells. All copper-based
materials showed a high release of copper ions, independent of morphology and cell system. In
contrast, Silver and nickel-based materials showed only a moderate release of metal ions. For
both a morphology dependence and a cell line dependence were observed, with dTHP-1 cells
showing increased uptake, indicating a phagocytic uptake mechanism. As expected, insoluble
particles such as TiO, NP and CeO, NP showed no intracellular release of metal ions. Studies on
intracellular ion distribution showed strong accumulations of copper and silver ions in the nucleus

of the cells, whereas released nickel ions tended to remain in the cytoplasm.

To assess the toxicological profile, cytotoxicity and the potency of the materials to induce DNA
strand breaks were determined. Furthermore, gene expression analyses using a high-throughput
RT gPCR method were used to detect the activation or inhibition of gene clusters such as metal
homeostasis, inflammation, oxidative stress response, DNA damage response and cell cycle

regulation.
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For copper-based materials morphology-independent but dose-dependent cytotoxic and
genotoxic effects as well as changes in the gene expression profile were seen. The changes in the
gene expression profile indicated a mechanism through ion release followed by inflammation and
oxidative stress, which is described in the literature as a trojan horse type mechanism. For silver
based materials, morphology specific differences were seen. While Ag NP showed a strong
cytotoxic effect, no cytotoxicity was observed for Ag NW. However, both materials caused DNA
strand breaks in a dose-dependent manner. The gene expression profile indicated the presence
of free silver ions for both materials, but an inflammatory effect was also observed. Comparing
monoculture and coculture, a weaker toxicity in coculture was observed for both copper and
silver-based materials. This suggests a protective effect by macrophages. In addition to a
submerged approach, investigations of copper and silver based materials were carried out after
exposure via an air liquid interface (ALI) via the Vitrocell® Cloud. This scenario is intended to
simulate the bronchioalveolar region. In addition, during ALl exposure, simultaneous recording
of the absolute deposited dose is possible using a quartz crystal microbalance (QCM). While no
changes in the toxicity profile were observed, toxicologically relevant effects were already caused
at lower doses after ALl exposure. This underlines the importance of ALl exposure for a more

accurate assessment of the toxicity of nanomaterials.

Nickel-based materials showed only minor cytotoxic and no genotoxic effects, regardless of the
cultivation system and morphology used. However, there were significant differences between
monoculture and coculture concerning the gene expression profile. While inflammatory effects
were observed by both materials in both cultivation systems, genes of the oxidative stress
response in particular were expressed significantly more in the coculture. This indicates an

oxidative burst by macrophages in the coculture and a secondary toxicity.

Both insoluble materials TiO, NP and CeO, NP showed no toxic effects at any of the endpoints
investigated, regardless of the cultivation system. In order to investigate a possible fibre effect by
insoluble materials, carbon nanotubes (CNT) were selected as a fibrous reference material. CNT
showed a decrease in viability in monoculture and coculture and, especially in coculture,
inflammatory effects in gene expression, indicating so-called frustrated phagocytosis by

macrophages.

In summary, a systematic investigation of the toxicity of different metal-based nanomaterials
depending on their physicochemical properties was presented for the first time by this work.
Intracellular solubility was shown to be crucial for both particulate and fibrous materials in

5
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determining their mode of action. The use of cocultures altered the intensity of the toxicity profile.
Furthermore, ALl exposure was shown to give more sensitive results compared to conventional
submerged exposure, thus underlining the relevance of more advanced in vitro test systems in

particle and fibre toxicology.

Together with the data collected by Ronja Neuberger, the results obtained in this work lay the
foundation for further ex vivo and in vivo studies within the project, which in their entirety should

give a predicition of the effect of the nanomaterials in humans.



EINLEITUNG

T EINLEITUNG

1.1 ANWENDUNGEN UND RISIKEN VON NANOMATERIALIEN

Die stetige Weiterentwicklung der Nanotechnologie sorgt fur ein immer breiter werdendes
Spektrum an Nanomaterialien (NM). Die chemische Beschaffenheit von NM ist dabei vielfaltig.
NM koénnen zum Beispiel aus Metallen und Metalloxiden, Carbon oder aus organischen
Polymeren bestehen. Vor allem Metall-basierte NM werden zunehmend verwendet. Durch ihre
im  Vergleich zum Rohmaterial einzigartigen Eigenschaften, wie das vergroBerte
Oberflachen-zu-Volumen-Verhéltnis und ihre dadurch erhodhte Reaktivitdit werden sie
beispielsweise im elektronischen, kosmetischen oder biomedizinischen Bereich eingesetzt (Salem
et al, 2022). Zunehmend werden neben spharischen Nanopartikeln (NP) auch faserférmige
Materialien, sogenannte Nanowire (NW) eingesetzt, welche durch ihre hohe Leitfahigkeit und

Flexibilitat vor allem in der Optoelektronik angewendet werden (Kwon et al., 2018).

Nach ISO und einer Definition der Europaischen Kommission sind NM als solche definiert, wenn
sie mindestens eine duBere nanoskalige (1-100 nm) Dimension enthalten. NP werden hierbei
solche Materialien genannt, die drei dauBere nanoskalige Dimensionen aufweisen, NW besitzen

zwei Dimensionen im nanoskaligen Bereich (Laux et al., 2018).

1.1.1 Expositionswege und pulmonale Aufnahmemechanismen

Mit zunehmender Verwendung von Nanomaterialien steigt auch die mogliche Exposition am
Arbeitsplatz, sowie die von Endverbrauchern, wie zum Beispiel durch NM-haltige Sprays oder
durch freigesetzte Nanomaterialien in der Umwelt (Bierkandt et al, 2018). Hinzu kommen auch
alle nattrlichen Quellen von Nanomaterialien wie Staube aus Mineralien, deren gesundheitliche
Relevanz auch erst teilweise verstanden wird. Die Aufnahme der Materialien kann dermal, oral
oder inhalativ erfolgen, wobei die Inhalation die toxikologisch relevanteste Exposition darstellt
(Kuhlbusch et al, 2018). Dabei stellt sich die Frage, welche Eigenschaften der NM die Toxizitat
nach Inhalation in menschlichen Lungenzellen mafgeblich beeinflussen. So kann die
toxikologische Antwort der Zellen beispielsweise von der Morphologie des Materials, seiner

v
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chemischen Zusammensetzung, der Persistenz oder seiner Lslichkeit abhédngen (Bierkandt et al.,

2018).

In Abhangigkeit von der GréRe kdnnen NM in verschiedene Bereiche des Respirationstrakts
gelangen. Materialien bis zu einer GroBe von 10 ym kdnnen effektiv inhaliert werden. Wéhrend
groBere Partikel mit einer GréBe von 2,5-10 um Gber den mukozilidgren Apparat aus der Lunge
heraus transportiert werden konnen, gelangen Partikel die eine GroBe kleiner als 2,5 um
aufweisen bis in die Bronchiolen und die Alveolen (Li et al, 2010). Neben sphérischen
Nanopartikeln kénnen auch Fasern durch Inhalation in die Lunge gelangen. Als Fasern werden
solche Materialien bezeichnet, die ein Lange-zu-Durchmesser-Verhaltnis von mindestens 3:1
besitzen. Dabei gilt, je geringer der Durchmesser, desto tiefer gelangen Fasen in die Lunge (Hoet
et al, 2004). Die World Health Organization (WHO) hat insbesondere solche Fasern als bedenklich
eingestuft, die eine minimiale Ldnge von 5 um und eine maximale Breite von 3 ym aufweisen.
Fasern die diese Eigenschaften erflllen, kdnnen kanzerogene Eigenschaften aufweisen und
werden WHO-Fasern genannt (BAuA, 2008). In die Bronchiolen und Alveolen vorgedrungene NM
kdnnen Uber die alveolare Clearance eliminiert werden. Diese erfolgt durch Makrophagen, die die
Materialien phagozytieren und anschlieBend Uber den mukozilidren Apparat ausschleusen
kénnen. Die alveoldre Clearance erfolgt jedoch nicht effizient, sodass eine Interaktion von NM mit

in den Bronchiolen und Alveolen befindlichen Epithelzellen wahrscheinlich ist (Puisney et al., 2018).

Die Aufnahme von Nanomaterialien in die Zelle erfolgt Uber endozytotische Mechanismen.
Generell wird hierbei zwischen zwei Hauptaufnahmemechanismen unterschieden: Phagozytose
und Pinozytose. Phagozytose beschreibt die Aufnahme von Strukturen welche eine GroBe von
mehr als 0,5 um aufweisen. Diese Strukturen kdnnen zum einen Pathogene wie zum Beispiel Viren
oder Bakterien darstellen, aber auch apoptotische Zellen werden durch diesen Mechanismus von
Immunzellen aufgenommen und so eliminiert. Die Phagozytose lasst sich generell in vier Stadien
gliedern: Zunéachst erfolgt die Identifizierung der Zielsubstanz durch Opsonisierung und
anschlieBende Bindung an Rezeptoren, welche eine Signalweiterleitung zur Aktivierung des
Internalisierungsprozesses zur Folge hat. Dabei wird die Zielsubstanz durch Polymerisierung von
Actin und dadurch entstehende Ausstilpungen in die Zelle aufgenommen. AnschlieBend wird das
Phagosom gebildet, welches schlieBlich durch Fusionierung mit Lysosomen zu einem
Phagolysosom heranreift. Zwar koénnen Epithelzellen ebenfalls phagozytotische Aktivitdten
aufweisen, generell ist die Phagozytose jedoch eher Immunzellen wie zum Beispiel Makrophagen

vorbehalten. Die Pinozytose wird dagegen von allen Zelltypen als Aufnahmemechanismus von

8
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Nanomaterialien verwendet und lasst sich in Clathrin- und Claveolae-vermittelte und davon
unabhéngige Endozytose sowie Makropinozytose einteilen. Die Clathrin-vermittelte Endozytose
stellt den gangigsten Aufnahmemechanismus von Nanomaterialien in allen Zellen mit Ausnahme
der Makrophagen dar und wird durch die Polymerisierung von Clathrin an der zytoplasmatischen
Seite des beginnenden Vesikels initiiert. In diesem ,Clathrinmantel” bildet sich anschlieBend das
Membranvesikel (Makvandi et al,, 2021). Innerhalb der Zellen reifen die gebildeten Endosomen
ebenfalls zu Lysosomen heran. Eine Ubersicht zu den unterschiedlichen Aufnahmewegen ist in

Abbildung 1 dargestellt.

Phagozytose Pinozytose
Clathrin-vermittelte Calveolae-vermittelte Makropinozytose
' Endozytose Endozytose

A L ]
Nt Vesikel :‘;\. /":
l Phagosom: /——‘i\ Frihes R
i ( / AL
VAN /Endosom ( . ) /-
e L,\ L O
: - ndosomales
Spates \ / Kompartiment
\, _ Endosom ' o -
Phagolysosom ¢ ) = psonin
l \ / Actin
Lysosom: @ @GroBere Strukturen
: Lysosom (ab 0,5 pm)
®Kleinere Strukturen
ysosom  Lysosom «Coveal
pH 4,5-5 z pH 4,5-5

Abbildung 1: Schematische Darstellung endozytotischer Aufnahmemechanismen. In Abhangigkeit
ihrer GréBe werden Nanomaterialien entweder Gber Phagozytose oder Pinozytose aufgenommen. Die nach
Internalisierung entstandenen Phagosomen bzw. Endosomen reifen unter Verschmelzung mit Lysosomen
zu Phagolysosomen heran. In diesen kénnen in Abhangigkeit der Loslichkeit des aufgenommenen Materials
lonen freigesetzt werden (modifiziert nach Makvandi et al., 2021).

Die lysosomale Loslichkeit von Nanomaterialien stellt einen entscheidenden Faktor fur die
Toxikokinetik der Materialien dar: Fur schnell |6sliche Materialien wird die Toxizitat hauptsachlich

durch ihre freigesetzten lonen bestimmt. Diese verursachen hauptséchlich akute Effekte wie zum
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Beispiel die Auslésung des Zelltods oder die Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege
(Braakhuis et al., 2021). Der Mechanismus einer endozytotischen Aufnahme von Nanomaterialien
mit anschlieBender lonenfreisetzung wird als trojan horse type Mechanismus bezeichnet (Limbach
et al, 2007). Aufgrund ihrer Biopersistenz spielen dagegen flr schwer- bis unl&sliche
Nanomaterialien die Materialeigenschaften wie zum Beispiel die Morphologie und die

Oberflachenreaktivitat eine groBere Rolle bei der Toxizitat (Braakhuis et al,, 2021).

1.1.2 Kupfer-basierte Nanomaterialien

Kupfer-basierte Nanomaterialien werden aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften in
unterschiedlichsten Bereichen eingesetzt. Kupfer Nanopartikel (CuNP) und Kupferoxid
Nanopartikel (CuO NP) finden beispielsweise als Halbleitermetalle Anwendung in
Superkondensatoren, Nahinfrarot-Filtern, magnetischen Speichermedien, Sensoren oder
Katalysatoren (Grigore et al, 2016). Dartber hinaus werden die antimikrobiellen und bioziden
Eigenschaften im biomedizinischen Bereich, in der Textilindustrie aber auch zur Produktion von
Antifouling-Beschichtungen und Biozidprodukten ausgenutzt (Verma & Kumar, 2019; Ben-Sasson
et al, 2016). Kupfer Nanowire (Cu NW) zeigen Fahigkeiten zur Anwendung als transparente Leiter
in der Optoelektronik, durch ihre optischen, elektrischen und mechanischen Eigenschaften. Ein
groBer Vorteil von CuNW zu den bisher verwendeten Materialien stellt hierbei die

kostengUnstigere Produktion dar (Nam & Lee, 2016).

Einer der Hauptnachteile der Verwendung von Kupfer-basierten Nanomaterialien ist ihre Toxizitat.
Vor allem fiir CuO NP liegen hierfir bereits zahlreiche Nachweise vor. CuO NP fuhren in vivo nach
intratrachealer Instillation zu Inflammation und Odemen (Yokohira et al., 2009). Weiterhin werden
nach intratrachealer Instillation und nasaler Aufnahme in Ratten und Mausen fibrotische
Auswirkungen auf das pulmonale Gewebe beschrieben (Rani et al, 2013; Lai et al, 2018). Neben
der pulmonalen Toxizitat von CuO NP werden nach oraler Aufnahme auBBerdem eine hepatische
Toxizitat und eine Auswirkung auf das kognitive Zentrum beschrieben (Ouni et al., 2020; Anreddy,

2018).

Der Mechanismus der Toxizitat von Kupfer-basierten Nanomaterialien ist weiterhin Gegenstand
der Forschung. Es wurde gezeigt, dass die Toxizitat von CuO NP vor allem von deren hoher
Loslichkeitsrate abhangt (Naz et al, 2020; Semisch et al, 2014; Strauch et al, 2017). Uber den

trojan horse type Mechanismus konnen intrazelluldare Kupferionen freigesetzt werden, die
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malBgeblich fur die Toxizitat verantwortlich sind. Die freien lonen kénnen durch Fenton-ahnliche
Reaktionen die Bildung von Hydroxylradikalen und anderen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
katalysieren (Ahamed et al, 2015). Hydroxylradikale stellen reaktive Komponenten dar, die schnell
an viele in der naheren Umgebung befindlichen Zellbestandteile wie z.B. Proteine oder die DNA
binden kdénnen und so zum Zelltod fihren (Jomova et al,, 2012). Fur Cu NP wurde bereits eine
starkere Reaktivitat im Vergleich zu CuO NP gezeigt (Denluck et al, 2018). Im Gegensatz dazu

liegen in der Literatur noch keine Daten zur Toxizitat von Cu NW vor.

1.1.3 Silber-basierte Nanomaterialien

Silber Nanopartikel (Ag NP) werden in Bereichen wie der Biomedizin, der Kosmetik, der
Textilindustrie oder auch in der Lebensmittelindustrie eingesetzt. Die Verwendung von Ag NP
basiert dabei hauptsachlich auf deren antibakterieller Eigenschaft. Durch Freisetzung von
Silberionen kénnen sie die Aktivitat von Bakterien beeinflussen: Freigesetzte Silberionen haben
eine starke Affinitdt zu Thiolgruppen, binden an diese und stéren so den bakteriellen
Metabolismus durch Inhibierung der Enzymaktivitdt (Marambio-Jones & Hoek, 2010). Das
Hauptanwendungsgebiet von Silber Nanowire (Ag NW) stellt dagegen die Optoelektronik dar.
Durch ihre hohe Leitfahigkeit und ihre hohe Flexibilitat kdnnen sie in faltbaren OLED-Displays
eingesetzt werden, die in mobilen Elektrogeraten Anwendung finden (Kwon et al, 2018).
AuBerdem werden Ag NW aufgrund ihrer mikrobiellen Eigenschaften in Wasserfiltern verwendet

(Jain & Pradeep, 2005).

Fur Ag NP gibt es mehrere mechanistische Vorschlage fur Aufnahme und Toxizitat. Viele Studien
beschrieben einen trojan horse type Mechanismus, der auf endozytotischer Aufnahme der Ag NP
mit intrazelluldrer Freisetzung von Silberionen beruht (Liu & Hurt, 2010; Loza et al., 2014; Kluska
et al, 2020; Singh & Ramarao, 2012). Vor allem nach akuter Inkubation kénnen freigesetzte
Silberionen die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) katalysieren, was zu einer
Schadigung von Proteinen und der DNA flihren kann. AuBerdem wird ein Beitrag mitochondrieller
Signalwege diskutiert (Haase et al., 2012). Neben der direkten toxischen Wirkung von Silberionen
kann die Toxizitat auch auf der hohen Affinitat zu Thiol- und Chloridgruppen beruhen. Diese fuhrt
zu einer moglichen Interaktion mit zellularen schwefelreichen Makromolekilen (McShan et al,

2014). So wurde beispielsweise eine Interaktion mit zelluldren Zinkfingerstrukturen durch
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Silberionen beobachtet, die mit einer Beeintrachtigung zelluldrer Prozesse einherging (Kluska et

al., 2020).

In vivo-Studien in Ratten haben gezeigt, dass Ag NP eine dosisabhangige Inflammation
verursachen konnen. Sung et al beobachteten nach subchronischer Exposition in Ratten
inflammatorische  Effekte  und eine Beeintrachtigung der  Lungenfunktion. Eine
Kurzzeit-Inhalationsstudie zeigte dabei, dass der Grad der Inflammation abhangig von der GroBe
der Ag NP war. Wahrend groBe Partikel mit 410 nm nach 24 h in den oberen Atemwegen
verblieben und keine Inflammation verursachten, wurden kleine Partikel mit einer GroBe von
15 nm in den Alveolen deponiert und flhrten zu einer inflammatorischen Antwort bereits nach
24 h. Dartber hinaus wurde eine Veranderung der in den Alveolen befindlichen Ag NP
beobachtet, welche in einer Abnahme der PartikelgréB3e resultierte. Es wurde daraus auf eine
inflammatorische Wirkung geschlossen, die auf der Auflésung der Ag NP basiert (Braakhuis et

al., 2014).

Fir Ag NW wurde in zellularen Testsystemen gezeigt, dass Prozesse wie eine ,frustrierte
Phagozytose” eine Rolle spielen. Langen-abhangig fuhrten Ag NW in vivo zu Inflammation und
zur Bildung von Granulomen (Silva et al, 2014). Andere Autoren beschreiben dagegen einen
phagozytotischen Abbau von Ag NW, der mit der Bildung von Sekundarpartikeln wie Ag.S
einhergeht (Chung et al,, 2017). Fir Ag NW scheinen also sowohl faserspezifische Effekte als auch

die intrazelluldre Degradation eine Rolle zu spielen.

1.1.4 Nickel-basierte Nanomaterialien

Zunehmend wird metallisches Nickel in der Industrie verwendet. Besonders interessant sind
hierbei Nickel Nanopartikel (Ni NP), die durch ihre einzigartigen, auf die Nanogréle beschrénkten
physikochemischen Eigenschaften in vielen Gebieten verwendet werden. Dazu zdhlen
beispielsweise ihre ferromagnetischen Eigenschaften, ein niedriger Schmelzpunkt, eine hohe
Oberflachenenergie und ein hoher Brennpunkt. Ni NP zeigen sich daher geeignet, um als
Elektrodenmaterial in Keramikkondensatoren verbaut zu werden. Darlber hinaus werden sie
beispielsweise als Grundlage fur die Herstellung von Magnetbandern zur Datenspeicherung, von
Warmeleitpasten, als elektrische Leiter, als Pigmente oder zur Lichtabsorption verwendet
(Magaye & Zhao, 2012; Zhang et al, 2003; More et al, 2021). Neben partikuldren

Nickelverbindungen steigt auBerdem der Bedarf an faserformigem Nickel, sog. Nickel Nanowire
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(Ni NW). Diese zeichnen sich wie auch Ni NP durch ihre elektrische und thermische Leitfahigkeit,
sowie die ferromagnetischen Eigenschaften aus. Durch ihr hohes Lange-zu-Durchmesser-
Verhaltnis weisen Ni NW zudem eine hohe Stabilitat und eine hohe Belastbarkeit auf (Wang et
al., 2018). Die Kombination aus magnetischen und strukturell bedingten Eigenschaften von Ni NW
lasst deren potentielle  Anwendung beispielsweise in der Mikrowellenelektronik, in
Aufzeichnungsmedien aber auch in der Biomedizin zu (Samardak et al., 2012). Besonders letzteres
erweist sich als innovative Anwendung: Durch magnetische Anisotropie und einem starken
magnetischen Moment kénnen Ni NW zur Zellmanipulation und —separation eingesetzt werden
und so potentielle Kandidaten fir die Krebstherapie darstellen (Wu et al, 2018; Pinheiro et al.,

2013).

Die einzigartigen Eigenschaften von Nickelmaterialien fihren jedoch auch zu einer erhdhten
zelluldren Verflugbarkeit und Reaktivitat und damit verbundenen nachteiligen Auswirkungen auf
die Gesundheit. Vor allem die Belastung am Arbeitsplatz durch luftgetragene Materialien stellt ein
Risiko fur Arbeiter in Raffinerien, im Bergbau oder in der Stahlindustrie dar (More et al, 2027;
Igbal et al., 2021). So werden Nickel-haltige Aerosole beispielsweise mit berufsbedingtem Asthma
in Verbindung gebracht (Jesus Cruz et al, 2006). Berichten des International Commitee on Nickel
Carcinogenesis in Man (ICNCM) und der International Agency for Research on Cancer (IARC)
zufolge besteht auBerdem eine Korrelation zwischen berufsbedingter Exposition gegenuber
Nickel und dem Auftreten von malignen Verdnderungen des Respirationstrakts (Sivulka, 2005).

Nickelmaterialien wurden daher als Humankanzerogen der Gruppe | eingestuft (IARC, 2012).

Als moglicher Toxizitatsmechanismus von nanoskaligen Nickelmaterialien wird deren Potenz zur
Induktion von oxidativem Stress und von inflammatorischen Signalwegen angesehen (Wu &
Kong, 2020). Die durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) induzierten Transkriptionsfaktoren NF-«B
und AP-1 kénnen die Induktion der Apoptose oder aber der Tumor-Progession zur Folge haben
(Igbal et al, 2021). Sowohl fir partikuldres (Ni NP und NiO NP) als auch fur faserférmiges (Ni NW)
Nickel wurden in vivo nach intratrachealer Instillation toxische Wirkungen aufgrund oxidativer
Schaden und Inflammation festgestellt (Zhang et al, 2003; Poland et al,, 2012; Cho et al., 2010;
Horie et al., 2016).

13



ANWENDUNGEN UND RISIKEN VON NANOMATERIALIEN

1.1.5 Titan(IV)-dioxid Nanopartikel und Cerium(lV)-dioxid

Nanopartikel

Die Produktion von Titan(IV)-dioxid Nanopartikeln (TiO, NP) stellt einen groBen Anteil in der
Nanotechnologie dar. TiO> NP liegen als nichtbrennbares, geruchsneutrales und weil3es Pulver
vor, weshalb sie in der Farb- und Papierindustrie verwendet werden. AuBerdem finden sie
Anwendung als Photokatalysatoren in Solarzellen, als Korrosionsschutz in Knochenimplantaten
und in kosmetischen Produkten (Wang & Fan, 2014). Die haufigsten in der Natur vorkommenden
und industriell verarbeiteten Formen von TiO: sind Anatase, Rutil und Brookit. Wahrend Anatase
und Rutil in einer tetragonalen Struktur vorliegen, weist Brookit eine orthorhombische Struktur
auf. Alle drei Formen koénnen durch ihre photokatalytische Aktivitat unter Einfluss von
UV-Strahlung die Generierung von ROS hervorrufen (Zhang et al, 2015b). Wahrend Anatase
aufgrund der hohen photokatalytischen Aktivitat zu einer starken Induktion von ROS neigt (Yu et
al, 2017; Jin et al,, 2011; Srivastava et al,, 2013), wurden in der Literatur nur geringflgige Effekte
durch ein Gemisch aus Anatase und Rutil und durch reines Rutil beschrieben (Bhattacharya et al,

2009; Garcia-Rodriguez et al,, 2019b; Di Bucchianico et al., 2017; Gu et al., 2017).

Cerium(lV)-dioxid Nanopartikel (CeO, NP) werden dagegen als Additive in Dieselkraftstoff oder
in Katalysatoren in der Automobilindustrie verwendet (Kaspar et al., 1999; Sujesh et al,, 2020). Eine
Exposition gegentber CeO, NP durch Fahrzeugemissionen ist daher wahrscheinlich (Gosens et
al, 2014). Die Toxizitat von CeO, NP in vitro zeigt keine klare Tendenz. Wahrend eine Induktion
von ROS und Inflammation durch einige Autoren beobachtet wurde, zeigten andere Autoren

keine adversen Effekte bis hin zu einer antioxidativen Wirkung (Gosens et al., 2014).

TiO2 NP und CeO: NP gelten als schwer 18sliche, nicht-faserférmige Nanopartikel mit geringer
Toxizitat (Oberdorster, 2002). Dennoch werden fir diese Materialien in vivo chronische Effekte
wie pulmonare Inflammation, Fibrose und Lungenkrebs beschrieben. Fir beide Materialien wird
die Tumorpromotion dabei auf verringerte Clearance-Raten zuriickgefiihrt (Braakhuis et al., 2021),
wobei Prozesse wie durch chronische Inflammation verursachter oxidativer Stress, sekundare
Genotoxizitat und erhohte Zellproliferation beteiligt sein kdnnen (Greim & Ziegler-Skylakakis,
2007). Fur CeO, NP wurde in vivo nach 90-tagiger Exposition eine beeintrachtigte Clearance-Rate
fin Ratten beobachtet, die auf einen overload durch CeO, NP hindeutete (Schwotzer et al, 2017).
Dartber hinaus wurde die Ausschittung von Interleukinen wie IL-1acund IL-1B sowie die Induktion

von oxidativem Stress beschrieben (Schwotzer et al, 2018). TiO, NP verursachten in vivo in
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Abhangigkeit ihrer photokatalytischen Aktivitat Inflammation, oxidativen Stress und makrozytare
Anamie (Hadei et al, 2022). Aufgrund moglicher genotoxischer Effekte hat die EFSA im Jahr 2022
TiO2 NP als nicht sicher bewertet und daher ein Verbot fur die Verwendung von TiO, NP in

Lebensmitteln ausgesprochen (EFSA, 2022).

1.1.6 Carbon nanotubes (CNT)

Kohlenstoffnanoréhren (Carbon nanotubes; CNT) beschreiben eine Ansammlung von aus
Kohlenstoffringen bestehenden Graphenschichten, die zylindrisch aufgerollt wurden. Je nach
Anzahl der Graphenschichten wird von einwandigen CNT (single-walled CNT; SWCNT)
gesprochen, wenn die Nanoréhren aus einer Schicht bestehen. Mehrwandige CNT (multi-walled
CNT; MWCNT) bestehen dagegen aus mehreren Schichten, wobei gréBere MWCNT hunderte
Schichten enthalten kdnnen (Francis & Devasena, 2018). Sie besitzen eine hohe elektrische und
thermische Leitfahigkeit, weshalb sie in der Industrie vielseitig eingesetzt werden kdnnen.
Beispielsweise werden sie in Lithium-lonen-Batterien verwendet. Durch weitere Vorteile wie eine
hohe Robustheit und ein geringes Gewicht, finden sie zum Beispiel in der Automobilindustrie, in
Flugzeugen oder im Schiffsbau Anwendung (Aoki & Saito, 2020). Hierbei werden vor allem
Arbeiter exponiert, die innerhalb der Produktionskette mit CNT in Berihrung kommen. Es ist aber

auch eine Exposition wahrend der CNT-Synthese moglich (Barbarino & Giordano, 2021).

lhre toxikologische Relevanz besitzen CNT, &hnlich wie Asbest, durch ihre GréBe und ihre
Biobestandigkeit, wodurch sie in die tiefen Regionen der Atemwege abgelagert werden kénnen
(Yang & Zhang, 2019). Einige Studien demonstrierten bereits eine pulmonale Toxizitat von CNT.
In vitro-Studien zeigten zytotoxische Effekte, Inflammation und klastogene genotoxische Effekte
(Ventura et al, 2020; Garcia-Rodriguez et al, 2019a; Fukai et al, 2018). In vivo wurde nach
inhalativer Aufnahme in Mausen von einer Asbest-ahnlichen Wirkung aufgrund von Inflammation
und Gewebeneubildung berichtet (Inoue et al, 2010; Poland et al, 2008). In epidemiologischen
Studien wurden das Vorkommen von Lungenfibrose, Krankheiten des bronchialen Parenchyms
und Granulomen in Verbindung mit einem Vorhandensein an CNT im Lungengewebe der
untersuchten Patienten gebracht (Wu et al, 2010). Aufgrund dieser zahlreichen bekannten
Auswirkungen wurden CNT im Jahr 2014 von der IARC als moglicherweise humankanzerogen

eingestuft (Gruppe 2B) (Grosse et al., 2014).
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1.2 IN VITRO-METHODEN ZUR UNTERSUCHUNG VON

NANOMATERIALIEN

Die umfassende toxikologische Risikobewertung von Nanomaterialien erfordert ein moglichst
realitdtsnahes Expositionsszenario. Tierversuche spielen dabei nach wie vor eine gro3e Rolle. Ein
groBer Vorteil hierbei ist die Moglichkeit der Toxizitatsbetrachtung Uber den gesamten
Lebenszyklus der Tiere. Physiologische und metabolische Unterschiede zwischen Mensch und Tier
limitieren allerdings die Ubertragbarkeit von in vivo-Versuchen auf den Menschen. AuBerdem
limitieren die hohen Kosten, der Arbeitsaufwand und vor allem ethische Griinde die Verwendung
von in vivo-Modellen. Daher werden mehr und mehr in vitro-Modelle entwickelt, die zur
Umsetzung des 3R-Prinzips (replace, reduce, refine) beitragen sollen  (Fréhlich, 2018). Die
folgenden Abschnitte sollen einen Uberblick auf die in dieser Arbeit verwendeten in vitro-Modelle

geben.

1.2.1 Kombination verschiedener Zelltypen zu einer Kokultur

Das am haufigsten verwendete Modell in zur Untersuchung der pulmonalen Toxizitat ist die
Verwendung von Epithelzellen in Monokultur. Diese Art der Kultivierung ist jedoch nur begrenzt
dazu geeignet, durch Nanomaterialien verursachte toxikologische Effekte vorherzusagen. Das
Gewebe der Lunge stellt einen Zusammenschluss aus verschiedenen Zelltypen dar. Epithelzellen
Uben dabei eine Barriere-Funktion gegenlUber Fremdstoffen aus. Gleichzeitig sind sie flr die
Aufnahme physiologisch relevanter Substanzen, wie zum Beispiel die Aufnahme von O, zum
Gasaustausch in den Alveolen zustandig (Kasper et al,, 2011). Gerade im Hinblick auf eine mégliche
Toxizitat von Nanomaterialien ist die Anwesenheit von pulmonalen Makrophagen relevant, da
diese durch ihre phagozytotischen Eigenschaften im Rahmen der bereits beschrieben alveolaren
Clearance zur erhdhten Aufnahme von Nanomaterialien befahigt sind. Dartber hinaus kénnen
Makrophagen wichtige Regulatoren der inflammatorischen Antwort darstellen. Eine Méglichkeit
der Integration von Makrophagen in das pulmonale Testsystem ist beispielsweise die
Kokultivierung von Epithelzellen mit THP-1-Monozyten, die durch Differenzierung einen
makrophagenahnlichen Phanotyp aufweisen (Upadhyay & Palmberg, 2018). Die Kombination von
Epithelzellen mit differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1) wurde schon mehrfach demonstriert,

beispielsweise bei Inkubation mit Ag NP (Kletting et al, 2018) oder bei Inkubation mit CuO NP
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(Hufnagel et al, 2021). Eine schematische Darstellung einer Mono- und einer Kokultur ist in

Abbildung 2 gezeigt.

Monokultur Kokultur

@ Epithelzellen @ Makrophagen

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Monokultur (links) und einer Kokultur (rechts) unter
submersen Bedingungen.

1.2.2 Vergleich der submersen Exposition und einer Exposition tiber

ein air-liquid interface

Zur Ermittlung einer moglichen Toxizitét in vitro wird meist ein submerser Ansatz gewahlt. Hierbei
werden die Zellen auf einer Oberflache, die mit Medium bedeckt ist, kultiviert. Die Inkubation
gegenuUber der Testsubstanz erfolgt durch Zugabe einer Losung oder Suspension in das auf den
Zellen befindliche Medium. Es handelt sich dabei um eine unkomplizierte und schnelle Methode.
Vor allem fiur die Untersuchung von Nanomaterialien weist dieses Testsystem jedoch starke
Limitierungen auf. So ist beispielsweise die absolute Dosis schwer abschatzbar, da diese von der
GrolBe, der Loslichkeit und dem Agglomerationsverhalten der Materialien im Suspensionsmedium
abhangt. Zusatzlich kann die Ausbildung einer Proteincorona durch Mediumsbestandteile wie
zum Beispiel fetales Kalberserum die Depositionsrate verandern (Lacroix et al,, 2018; Lenz et al.,
2013). Diese Einflisse kdnnen die physikochemischen Eigenschaften der Nanomaterialien im
Medium und somit die Toxizitdt der Materialien stark beeinflussen. Dies wurde beispielsweise
bereits fir ZnO NP und TiO, NP unter submersen Bedingungen beobachtet (Lenz et al, 2013;
Medina-Reyes et al., 2020).

Ein weiterer Aspekt der Limitierung von submersen Testsystemen ist deren physiologische
Relevanz als Lungenmodell. Die Epithelzellen der Lunge sind auf apikaler Seite gegeniber Luft

ausgesetzt um den Gasaustausch zu gewahrleisten, wahrend die basale Seite dem Blut zugewandt
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ist. Diese Eigenschaften konnten Epithelzellen unter submersen Bedingungen nicht erfillen.
Daher stellt die submerse Exposition kein realitatsnahes Modell zur Untersuchung der pulmonalen
Toxizitat dar (Upadhyay & Palmberg, 2018). Die Exposition von Lungenzellen an einer
Luft-Flussigkeit-Grenzschicht (engl. air-liquid interface (ALl)) spiegelt dagegen ein realitatsnaheres
Expositionsszenario wider. Dabei wachsen die Zellen auf einer porésen Membran und werden nur
von der basalen Seite mit Medium versorgt. Die apikale Seite der Zellen ist, analog zur Situation
in der Lunge, der Luft ausgesetzt. (Frohlich, 2018). Neben der Kultivierung einer Monokultur Gber
ein ALl ist dartber hinaus eine Kokultivierung aus zwei oder mehreren Zelltypen maoglich. Ein
Vorteil hierbei ist eine Zell-Zell-kommunikation, wie sie auch in vivo auftritt (Upadhyay &
Palmberg, 2018). Die Kombination aus einer ALI-Kultivierung und einer Kokultivierung mehrerer
Zelltypen besitzt eine hohe physiologische Relevanz. Eine schematische Darstellung zu

verschiedenen Kultivierungsmaoglichkeiten am ALl ist in Abbildung 3 zu sehen.

Monokultur Kokultur

@ Epithelzellen @ Makrophagen

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Monokultur (links) und einer Kokultur (rechts) unter
air-liquid interface (ALl)-Bedingungen. Die Zellen werden auf einer porésen Membran kultiviert und von
basaler Seite mit Medium versorgt, wahrend die apikale Seite der Luft ausgesetzt ist.

Die Exposition Uber ein air-liquid interface beschreibt das Aufbringen eines Partikel- oder
Faseraerosols auf die am ALl kultivierten Zellen. Es wird dabei zwischen einer kontinuierlichen und
diskontinuierlichen Exposition unterschieden. Die kontinuierliche Exposition ermdglicht eine
Materialdeposition Uber einen langeren Zeitraum hinweg. Dagegen erfolgt die diskontinuierliche
Exposition durch eine einmalige Generierung eines Aerosols zum Beispiel mittels der
Vitrocell® Cloud, die auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wird. Die schematische
Darstellung einer diskontinuierlichen ALI-Exposition ist in Abbildung 4 zu sehen. Das Aerosol wird

dabei durch Vibration einer porésen Membran in einem Vernebler gebildet. Das entstandene
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Aerosol besteht aus Flussigkeitstropfchen, in die die Partikel oder Fasern eingeschlossen sind
(Dhand, 2004). Innerhalb einer 10-mindtigen Inkubationsdauer wird das Aerosol auf der
Oberflache der Zellen deponiert, wobei die Depositionsrate nur von der Sedimentation und der
Brown’'schen Molekularbewegung bestimmt wird (Secondo et al, 2017). Die deponierte Dosis
kann mittels einer Quarzkristall-Mikrowaage ermittelt werden. Dabei wird die Anderung der
Schwingungsfrequenz des Quarzkristalls gegentiber einem Referenzkristall verglichen und Gber

eine entsprechende Software erfasst (Secondo et al,, 2017; Ding et al., 2020).

@ Testmaterial

@ exponierte Zellen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Exposition iiber ein air-liquid interface durch eine
Aerosolwolke (modifiziert nach Lacroix et al., 2018).

Die Expositionskammer der Vitrocell® Cloud besteht aus zwei Kompartimenten. Dadurch ist eine
simultane Exposition einer Negativkontrolle gegenulber eines Kontrollaerosols unter gleichen
Bedingungen moglich. Es ist auBerdem moglich, an die Expositionskammer ein
PowerVent-System anzuschlieBen, um Partikel- und Faserrtickstande in der Luft nach Exposition
abzusaugen und so eine sichere Arbeitsatmosphare zu gewahrleisten. Die Vitrocell® Cloud wurde
bereits in diversen Studien verwendet. So wurden beispielsweise CuO NP und TiO2 NP (Hufnagel

et al, 2020), Quarzstaube (Friesen et al., 2022) aber auch Ag NP und Ag NW (Fizesan et al,, 2019)

erfolgreich Uber dieses Expositionssystem vernebelt.
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2 FRAGESTELLUNG

Metall-basierte Nanomaterialien werden aufgrund einzigartiger Eigenschaften in einer Vielzahl an
industriellen Bereichen eingesetzt. Die zunehmende Verwendung sorgt fur ein immer breiter
werdendes Spektrum dieser Nanomaterialien und erschwert deren toxikologische Beurteilung.
Vor allem die Exposition Gber den Respirationstrakt spielt dabei eine Rolle. Zunehmend werden
auch faserférmige Nanomaterialien, sog. Nanowire (NW) verwendet, die sich aufgrund ihrer
Morphologie in ihrer zelluldren Antwort anders verhalten kdnnen als Nanopartikel der gleichen
Spezies. Wahrend es fur einzelne Metall-basierte Nanomaterialien bereits Hinweise auf ihre
Wirkweise gibt, fehlen zum Vergleich partikuldrer und faserférmiger Verbindungen der gleichen
Metallspezies sowie zur Metallspezies-spezifischen Wirkung bislang jedoch systematische
toxikologische Untersuchungen. Die erstmalige systematische Untersuchung partikuldrer und
faserférmiger Metall-basierter Nanomaterialien ist Gegenstand des BMBF-geférderten Projektes
MetalSafety, in welches sich die vorliegende Arbeit eingliedert. Basierend auf dem
Projektvorhaben werden zehn Nanomaterialien ausgewabhlt, die sich in ihren physikochemischen
Eigenschaften unterscheiden. Diese beinhalten neben Materialien, die sich im sauren Milieu 16sen,
auch solche Materialien, die eine hohe Biopersistenz aufweisen. Jede Materialgruppe besteht

auBerdem aus partikularen und aus faserférmigen Verbindungen.

Zur Aufklarung der Wirkmechanismen werden in der vorliegenden Arbeit unterschiedliche
Zellmodelle verwendet. Es erfolgt zum einen ein Vergleich zwischen einer herkémmlichen
Monokultur aus Zellen des Bronchialepithels (Beas-2B) und einer Kokultur aus Epithelzellen und
makrophagenahnlichen Zellen (differenzierte THP-1), die der Situation im Zielorgan Lunge besser
angenadhert sein soll. Fir ausgewahlte Nanomaterialien wird neben einer submersen Inkubation
zusatzlich eine Exposition Uber ein air-liquid interface durchgefihrt. Diese ermaoglicht
realitdtsnahere Bedingungen, da hierbei die Grenzflaiche zwischen Luft und Blut in der
Bronchioalveolarregion simuliert wird. AuBerdem ist durch die Exposition Uber ein ALl eine
Erfassung der absoluten Dosis durch eine direkte Messung des deponierten Materials tber eine

Quarzkristall-Mikrowaage maglich.
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Die Materialien werden zunachst umfassend physikochemisch charakterisiert. Der Fokus liegt
hierbei auf der Loslichkeit in unterschiedlichen physiologischen Flussigkeiten, wie zum Beispiel
einer kinstlichen lysosomalen Modellflissigkeit, um die intrazelluldre lysosomale Auflésungsrate
zu bestimmen. Diese wird zusatzlich mittels der Untersuchung der intrazelluldren Verfugbarkeit
in beiden in der Arbeit verwendeten Zelllinien Beas-2B und differenzierte THP-1 Uberpruft.
AuBerdem wird flr beide Zelllinien die intrazelluldre Verteilung der freigesetzten lonen in
Zytoplasma und Zellkern untersucht. Im Anschluss erfolgt eine Untersuchung von Mono- und
Kokultur hinsichtlich ihrer zelluldren Antwort gegentiber den zehn Nanomaterialien. Hierbei wird
zunachst die Zytotoxizitdt Uber die Messung des ATP-Gehalts bestimmt. Mittels
Genexpressionsanalysen soll der Effekt der Nanomaterialien auf Gene verschiedener Gencluster,
wie z.B. Inflammation, oxidative Stressantwort, DNA-Schadensantwort oder Zellzyklusregulation
untersucht werden. AuBerdem wird eine mogliche genotoxische Wirkung der Materialien anhand

der Induktion von DNA-Strangbriichen quantifiziert.

Anhand der erhaltenen Ergebnisse soll eine Abschatzung der Wirkmechanismen der Materialien
stattfinden und mdgliche Eigenschaften, die den Wirkmechanismus beeinflussen,
herausgearbeitet werden. Neben der in dieser Arbeit verwendeten Mono- und Kokultur, werden
im Rahmen des Projekts MetalSafety A549-Zellen als weitere humane Zelllinie in Mono- und
Kokultur, sowie eine Lungenepithelzelllinie aus der Spezies Ratte (RLE-6TN) zum Vergleich
herangezogen. Diese Untersuchungen werden von M.Sc. Ronja Neuberger gemacht. Die
erhaltenen in vitro-Daten sollen die Grundlage fur ex vivo- und in vivo-Versuche darstellen, welche
in ihrer Gesamtheit eine Pradiktion auf die Wirkung im Menschen mdglich machen sollen. Als
Gesamtziel des Projekts sollen so vergleichsweise einfache Bewertungskonzepte zur zukinftigen

Ableitung von Grenzwerten und Sicherheitsfaktoren entwickelt werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

Alle verwendeten Chemikalien, Puffer, Gerate und Verbrauchsmaterialien sind tabellarisch im

Anhang (Kapitel 7) aufgefihrt.

3.2 METHODEN

3.2.1 Probenvorbereitung nach NANOGENOTOX

Zur Herstellung einer Materialsuspension wurden die Materialien vor den Experimenten nach dem
NANOGENOTOX Dispersions-Protokoll aufgearbeitet (Jensen et al, 2017). Dazu wurden die
Materialien in ein 10 mL Schraubdeckelglas eingewogen, zundchst mit 30 pL 96 %-igem Ethanol
benetzt und anschlieBend mit 970 uL 0,05 %-iger BSA-L6sung auf 1 mL erganzt. Anschliefend
wurde das Schraubdeckelglas etwa 1 Minute abwechselnd auf eine Oberflache geklopft und leicht
geschittelt. SchlieBlich wurde die Suspension mit 5mL 0,05 %-igem BSA auf eine
Endkonzentration von 2,56 mg/mL gebracht. Alle Partikel wurden anschlieBend fir 13 Minuten
und 25 Sekunden unter einer Ultraschallspitze mit 10 % Amplitude sonifiziert. AnschlieBend
wurden die Partikelsuspensionen entweder flr Experimente verwendet oder aliquotiert und
bei -196 °C in flussigem Stickstoff gelagert. Um eingefrorene Aliquote zu verwenden, wurde die
Partikelsuspension bei 60 °C fir mindestens 1Minute im Ultraschallbad sonifiziert. Fir die
Aufarbeitung der Nanowire musste das Dispersions-Protokoll zeitlich so angepasst werden, dass
eine gute Dispergierung unter Beibehaltung der Fasermorphologie erreicht wurde. Die

Dispersions-Parameter fur alle faserférmigen Materialien sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Verwendete Sonifizierungsdauer fiir faserformige Materialien.

Material Dauer der Sonifizierung
Cu NW 20 Sekunden
Ag NW Keine Sonifizierung, riihren auf dem Magnetrihrer
Ni NW 13:25 Minuten
Carbon nanotubes 13:25 Minuten

3.2.2 Transmissions- und Rasterelektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie ermdglicht eine Bildgebung, die auf der Ablenkung beschleunigter
Elektronen basiert. Flr die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden 0,5-1pL der
Materialsuspensionen auf ein Gitternetzchen (TEM-grid) aufgetragen. Um die Morphologie der
vernebelten Materialien zu Uberpriufen, wurde ein TEM-grid wahrend einer Exposition in die
Expositionskammer der Cloud gelegt. Zur Vermessung der GroBenverteilung wurden
anschlieBend  Bilder der partikularen  Materialien  mittels  eines  Transmissions-
elektronenmikroskops  (TEM) und der faserférmigen  Materialien  mittels  eines
Rasterelektronenmikroskops (REM) aufgenommen. Die Partikel-Aufnahmen wurden von Heike
Stérmer mit einem TEM CM 200 FEG der Firma PHILIPS und die Faser-Aufnahmen von Volker
Zibat mit einem REM 1530 Gemini LEO der Firma Zeiss angefertigt. Zur Auswertung der
GroBenverteilung der Nanomaterialien wurden je Material drei TEM-grids beladen und
elektronenmikroskopisch betrachtet. Je TEM-grid wurden anschlieBend zehn Aufnahmen
gemacht und aus diesen Aufnahmen mindestens 300 Partikel bzw. Fasern mithilfe der Software

Image) vermessen und der Mittelwert bestimmt.

3.2.3 Untersuchung der hydrodynamischen GroBenverteilung durch

dynamische Lichtstreuung und Messung des Zetapotentials

Der hydrodynamische Durchmesser (dn) beschreibt den Durchmesser eines Nanopartikels
mitsamt seiner in Suspension ausgebildeten Hydrathulle. Er kann mittels dynamischer
Lichtstreuung (DLS) bestimmt werden. Die PartikelgroBe wird dabei Uber die zeitliche
Veranderung des gestreuten Lichts abgeleitet. Das Zetapotential beschreibt im allgemeinen die
Stabilitat einer Suspension. Bei einem Zetapotential von weniger als -30 mV oder mehr als
+30 mV wird von einer stabilen Suspension gesprochen. Ein Zetapotential von 0 mV beschreibt

hingegen eine komplett instabile Suspension. Um den hydrodynamischen Durchmesser zu
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bestimmen, wurden die Nanopartikel zunachst wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben aufgearbeitet und
anschlieBend in einer Konzentration von 100 pg/mL in Zellkulturmedium verddnnt. 1 mL der
verdinnten Nanopartikel-Suspension wurde anschlieBend in eine PolystyrolkUvette Gberfihrt und
der hydrodynamische Durchmesser mittels eines Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern gemessen.
Neben dem hydrodynamischen Durchmesser wurde zusatzlich der Polydispersitats-Index (PDI)
bestimmt, der die Homogenitat einer Suspension beschreibt. Der PDI kann zwischen 0 und 1
liegen, wobei O eine monodisperse Suspension beschreibt, in der alle Partikel gleich groB sind,

und 1 eine polydisperse Suspension mit Partikeln unterschiedlicher GréBen beschreibt.

Zur Bestimmung des Zetapotentials wurde eine gefaltete Kapillarzelle angewendet. Diese wurde
zuvor mit bidestilliertem Wasser und 96 %-igem Ethanol gespiilt. AnschlieBend wurde die

Partikelsuspension mithilfe einer Plastikspritze in die Kapillarzelle gefullt.

3.2.4 Messung der Reinheit

Zur Messung der Reinheit wurde die Material-Stamml&sung zunéchst auf einem Heizschittler
eingedampft. AnschlieBend erfolgte ein Aufschluss mit 500 pL einer 1:1 Mischung (v/v) HNO3
(69%)/H.0. (31%) durch schrittweises Erhitzen von 60 °C auf 95 °C und der verbleibende
Ruckstand wurde in 0,2 %-iger HNOs aufgenommen. Die Messung von 21 Elementen fand in
Kooperation mit Frau Dr. Elisabeth Eiche (Institut fir Angewandte Geowissenschaften, KIT) mittels

eines Massenspektrometers mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) statt.

3.2.5 Loslichkeitsuntersuchungen in unterschiedlichen Medien

Um die L&slichkeit der Nanomaterialien zu untersuchen, wurde die Aufldsungsrate in
unterschiedlichen physiologisch relevanten Medien bestimmt. Die genauen Zusammensetzungen
sind im Anhang zu finden. AuBerdem wurde die L&slichkeit in den in der Arbeit verwendeten
Zellkulturmedien bestimmt. Nach Aufarbeitung wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben wurden die
Materialien in einer Konzentration von 100 pug/ml in 10 mL des jeweiligen Mediums verdinnt und
in einem 15 mL-Réhrchen bei 37 °C und 150 rpm fur 24 h, 48 h oder 7 Tage inkubiert. Zum
Abbruch der Inkubation wurde die Suspension zunachst fir 60 Minuten bei 3000 g zentrifugiert,
um eine grobe Abtrennung der nicht-geldsten Ruckstande zu erreichen. AnschlieBend wurden
viermal 2 mL entnommen, in Eppendorf-ReaktionsgefaBe Uberfihrt und bei 16.000 g fur

60 Minuten bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Jeweils 1 mL aus jedem Reaktionsgefal3
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wurden schlieBlich vereint, daraus nochmals 2 mL entnommen und bei 16.000 g fiir 60 Minuten
bei RT zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde 1 mL auf einem Heizschuttler bei 95 °C
eingedampft und anschlieBend mit 500 pL einer 1:1 Mischung (v/v) HNO3 (69%)/H.0: (31 %) durch
schrittweises Erhitzen von 60 °C auf 95 °C aufgeschlossen. Der verbleibende Ruckstand wurde in
0,2 %-iger HNOs aufgenommen und der Metallgehalt mittels Graphitrohr-AAS oder ICP-MS
gemessen. Ein moglicher Ruckstand von Partikel- und Faserrlckstanden wurde Uber eine

Messung mittels DLS ausgeschlossen.

AAS- und ICP-MS-Messungen

Die Quantifizierung erfolgte durch eine externe Kalibriergerade im Bereich von 0-12 pg/L fur die
Nickel-basierten Materialien und im Bereich von 0-25 ug/L fir Kupfer- und Silber-basierte
Materialien. Zusatzlich wurde zur Messung der Kupfer- und Silber-basierten Materialien ein
Pd/Mg-Modifier verwendet, welcher mit einem Volumen von 5 pL zusammen mit 20 uL der
Probeldsung in das Graphitrohr gegeben wurde. Die verwendeten AAS-Temperaturprogramme

sind im Anhang 7.2.1 zusammengefasst.

Die Quantifizierung von Ti und Ce erfolgte mittels ICP-MS-Messung Uber eine Kalibriergerade im

Bereich von 0-100 pg/L in 1 %-iger HNO:s.

Berechnung der lonenkontrollen auf Basis der Loslichkeit
Auf Basis der Loslichkeit der Materialien im Zellkulturmedium KGM wurde die Konzentration einer
lonenkontrolle berechnet, die wahrend der submersen Inkubation den Beitrag von extrazellular

im Zellkulturmedium geléstem Nanomaterial widerspiegeln sollte.

Die Konzentration der lonenkontrolle berechnete sich wie folgt:

Lmax * Cmax
K trati 1 kontroll M| =———%1000000
onzentration (Ionenkontrolle)[uM] 000 m

Lmax. maximale Loslichkeit der Materialien in Zellkulturmedium
Cmax. Maximale Inkubationskonzentration

M: molare Masse des Metalls
3.2.6 Zellkulturexperimente

In der vorliegenden Arbeit wurde mit zwei unterschiedlichen Zelllinien gearbeitet, die eine

wichtige Rolle in der Inhalationstoxikologie spielen. Neben der Bronchialepithel-Zelllinie Beas-2B
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wurden differenzierte Monozyten (THP-1-Zellen) verwendet, um eine makrophagenéahnliche

Zelllinie zu erhalten.

Mit Ausnahme der Exposition an der Vitrocell® Cloud wurden alle Experimente unter sterilen
Bedingungen unter der Laminar Flow Sicherheitswerkbank (Stufe II) durchgefuhrt. Alle
Verbrauchsmaterialien wurden vor Verwendung autoklaviert, alle verwendeten Medien und
Losungen wurden sterilfiltriert und alle Materialien wurden vor Verwendung mit 80 % Ethanol
sterilisiert. Fur alle Zellkulturversuche wurden die bendtigten Lésungen vor Verwendung auf 37 °C

erwarmt.

3.2.6.1 Zellkultivierung der Zelllinie Beas-2B

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde als Basiszelllinie die Beas-2B-Zellen verwendet
(ATCC® CRL-9609). Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine Zelllinie, die aus dem humanen
Bronchialepithel erhalten und durch eine Transfektion mit dem Adenovirus 12-SV40 immortalisiert
wurde (Reddel et al, 1988). Beas-2B-Zellen weisen sowohl Merkmale des Bronchial- als auch des
Alveolarepithels auf (Bhowmick & Gappa-Fahlenkamp, 2016). Die Kultivierung der Zellen fand in
Keratinocyte Growth Medium (KGM) statt. Vor der Aussaat mussten alle verwendeten
ZellkulturgefaBe fur mindestens 30 Minuten mit einer Proteinmischung aus 10 ug/mL bovinem
Fibronectin, 30 ug/mL Collagen und 10 pg/mL Rinderserumalbumin (BSA) vorbehandelt werden.
Nach Vorbehandlung wurde die Proteinmischung abgesaugt und die Zellen konnten subkultiviert
werden. Die Subkultivierung fand ein- bis zweimal pro Woche statt. Dazu wurden die Zellen mit
2 mL Accutase® benetzt und fir 3-5 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
abgeldst, in ein Zentrifugenréhrchen Uberfahrt und fir 3 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde anschlieBend in frischem KGM-Medium resuspendiert und eine definierte

Zellzahl in eine neue Zellkulturschale gegeben.

Die Zellen wurden freundlicherweise von PD Dr. Carsten Weiss (Institut fir Biologische und

Chemische Systeme, KIT) zur Verfigung gestellt und von Passage 50 bis 70 verwendet.

3.2.6.2 Zellkultivierung der Zelllinie THP-1

Als Erganzung zur Epithelzelllinie und zur Bildung einer Kokultur zur Erfassung von spezifischen
Eigenschaften wurde die Zelllinie THP-1 verwendet (ATCC® TIB-202). Es handelt sich hierbei um

eine Monozyten-Zelllinie die einem einjahrigen mannlichen Patienten mit akuter monozytarer
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Leukdmie entnommen wurde. Durch Differenzierung mithilfe von Phorbol-12-myristat-13-acetat
kdnnen die Zellen einen makrophagenahnlichen Phanotyp aufweisen (Tsuchiya et al, 1980). Ein
Vorteil der differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1) ist ihre breite Immunantwort gegeniber
verschiedenen Stimulanzien, was fur die Untersuchung einer Immunantwort nach
Nanomaterial-Exposition ausgenutzt werden kann (Chanput et al, 2014). THP-1-Zellen wurden
undifferenziert in Suspension in RPMI-1640 mit 10 % FKS und 100 U/mL Penicillin sowie 100pg/mL
Streptomycin in T75-Zellkulturflaschen kultiviert. Die Subkultivierung erfolgte einmal pro Woche.
Dazu wurde zunachst die Zellzahl bestimmt und anschlieBend eine definierte Anzahl an Zellen in
eine frische Zellkulturflasche Uberflhrt. Vor experimenteller Verwendung mussten die Zellen mit
30 ng/mL PMA differenziert werden. Dazu wurde eine definierte Zellzahl aus der Zellkulturflasche
entnommen, fur 3 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert und in eine Zellkulturschale gegeben.
Anschlieend wurden die Zellen mit 30 ng/mL PMA fir 4 Tage inkubiert. Zum Abbruch der
PMA-Inkubation wurde das Medium abgesaugt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und
anschlieBend fur weitere 3 Tage in frischem Medium inkubiert. Eine erfolgreiche Differenzierung
wurde mikroskopisch durch die adhérente Eigenschaft der Zellen Uberprift. Zur Nutzung in einem
Zellkulturexperiment wurden die dTHP-1-Zellen mit Accutase® fur 15 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurde der Zellrasen abgeldst und in ein Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt. Nach
Zentrifugation fur 3 Minuten bei 1300 rom wurde eine Zellzdhlung durchgefihrt und eine

definierte Zellzahl ausgestreut.

Die Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Richard Gminski (Abteilung fir Umweltmedizin und
Hygiene, Albert-Ludwig-Universitat Freiburg) zur Verfigung gestellt und von Passage 3 bis 30

verwendet.

3.2.6.3 Kryokonservierung und Inkulturnahme

Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen zu Beginn der Arbeit kryokonserviert. Ziel der
Kryokonservierung war dabei die Erstellung einer Reserve an vitalen Zellen fir die spatere
Verwendung. Dazu wurden die Zellen abgel6st und die Zellzahl wurde ermittelt. Anschlie3end
wurden je 3 x 10° Zellen in 1 mL Tieffriermedium (FKS mit 10 % DMSO) in einem 2 mL KryogefaB
suspendiert und es erfolgte ein mehrstufiger Einfrierprozess. Dazu wurden die Zellen zunachst
Uber Nacht bei -80 °C eingefroren und anschlieBend bei -196 °C in flussigem Stickstoff gelagert.
Zur Verwendung der Zellen wurde das KryogefaB im Wasserbad bei 37 °C zlgig aufgetaut und

die Zellsuspension in ein vorbereitetes Zentrifugenréhrchen mit frischem Medium Uberfihrt. Zur
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Entfernung des Tieffriermediums erfolgte eine anschlieBende Zentrifugation fir 3 Minuten bei
1300 rpm. SchlieBlich wurde das erhaltene Zellpellet in frischem Medium aufgenommen und in

eine frische Zellkulturschale oder —flasche Uberfihrt.

3.2.6.4 Submerse Exposition in Mono- und Kokultur

Fur die submerse Exposition in Monokultur wurden Beas-2B-Zellen in einer Zelldichte von
4 x 10° Zellen/cm? und dTHP-1-Zellen mit einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen/cm? ausgestreut und
flr 24 h kultiviert. Im Falle der Kokultur wurden 4 h nach Ausstreuen der Beas-2B-Zellen die
dTHP-Zellen zu den Epithelzellen hinzugegeben. Die Zellzahl der dTHP-1-Zellen wurde dabei so
gewahlt, dass sie zum Zeitpunkt der Inkubation etwa 10 % der Zellzahl der Beas-2B-Zellen betrug.
Nach 24 h wurden die Nanomaterialien wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben aufgearbeitet und die
Materialsuspensionen in entsprechenden Verdinnungen im Kulturmedium hergestellt. Fur alle
Experimente wurden dabei Materialsuspensionen in einem Volumen von 313 ul/cm? auf die
Zellen gegeben. Eine Ubersicht Gber die verwendeten Suspensionskonzentrationen und den dazu

korrelierenden Dosen in pug/cm? ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Verwendete Suspensions-Konzentrationen und dazu korrelierende Materialdosen fiir
submerse Experimente.

Konzentration [ug/mL] 1 5 10 25 50 100
Dosis [ug/cm?] 0,3 1,5 3 75 15 30

3.2.6.5 ALI-Exposition an der Vitrocell® Cloud

Ausstreuen der Zellen

Fur die Exposition an der Vitrocell® Cloud wurden die Zellen auf sogenannten transwells kultiviert.
Diese bestehen aus 12-well Platten mit Zellkultureinsatzen (inserts), welche eine Membran
enthalten, auf denen die Zellen als Monolayer kultiviert werden kénnen. Vor dem Ausstreuen auf
die Membran mussten die transwells gecoatet und fur 30 Minuten vorkonditioniert werden. Fur
die Vorkonditionierung wurde 1 mL Zellkulturmedium in das basolaterale Kompartiment gegeben
und bei 37 °C inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen abgeldst und gezahlt. Fur die
Monokultur aus Beas-2B-Zellen wurden 4,5 x10° Zellen in das apikale Kompartiment der

transwells gegeben und fur 24 h kultiviert. Im Falle einer Kokultur wurden 4 Stunden nach
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Ausstreuen der Beas-2B-Zellen dTHP-1-Zellen in das apikale Kompartiment hinzugegeben. Die
Zellzahl wurde hierbei wieder so gewahlt, dass die Zahl der dTHP-1-Zellen zum Zeitpunkt der

Exposition etwa 10 % der Zellzahl der Beas-2B-Zellen betrug.

Vorbereitung der Expositionskammer und der Materialsuspensionen

Die Expositionskammer wurde am Tag vor der Exposition gereinigt und mit 80 %-igem Ethanol
sterilisiert. AuBerdem wurde der Heizblock auf 37 °C vorgewarmt. Am Tag der Exposition wurde
die quarz crystal microbalance (QCM) in die Expositionskammer eingesetzt und die Software zur
Erfassung der Materialdeposition gestartet. Nachdem die Schwingung der QCM konstant war,
wurde die jeweilige Materialsuspension hergestellt. Hierzu wurden die Materialien entweder wie
in Kapitel 3.2.1 beschrieben aufgearbeitet oder aufgetaut. Vor Exposition wurden alle Kavitaten

der Expositionskammer auBerdem entweder mit 3,3 mL Medium oder sterilem H,O befiillt.

Exposition

Vor der Exposition wurde das apikale Medium von den Zellen entfernt und der Zellrasen mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mithilfe einer sterilen 12-well Platte zur
Expositionskammer transportiert und schlieBlich in die Expositionskavitaten eingesetzt. Die
Negativkontrolle wurde dabei zundchst mit einem Aerosol aus 66,7 pL 0,1 %-igem PBS exponiert.
AnschlieBend erfolgte die Exposition der Proben mit der entsprechenden Materialsuspension.
Dazu wurden 200 pL der Suspension mit einer definierten Konzentration mittels Aerosolgenerator
auf die Zellen aufgebracht und fir 10 Minuten auf die Zellen absedimentiert. In der Zwischenzeit
erfolgte ein Mediumswechsel der basalen Kompartimente in der 12-well Platte. AnschlieBend
wurden die Zellen auf den transwell-Membranen wieder in die 12-well Platte UberfUhrt und fur
weitere 24 h am ALI kultiviert. Zur Ermittlung der Depositionsdosis wurde die deponierte Masse
fur eine weitere Stunde mittels der QCM aufgezeichnet und der Mittelwert aus den letzten

300 Datenpunkten gebildet.

3.2.7 Zytotoxizitatsuntersuchungen tiber Bestimmung des ATP-Gehalts

Die Messung des ATP-Gehalts ist eine gangige Methode zur Messung der Zytotoxizitat. Dabei
steht der ATP-Gehalt direkt in Relation zur Anzahl lebender Zellen. Die Messung des ATP-Gehalts
beruht auf der Messung des biolumineszierenden Oxyluciferin, welches durch ein Vorhandensein

von ATP aus Luciferin entsteht.
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Submerse Durchfiihrung

Fur die Ermittlung der Zytotoxizitat aller Nanomaterialien wurde der ATP-Gehalt nach Inkubation
mit funf verschiedenen Konzentrationen bestimmt. Dazu wurden die Zellen zunachst in einer
weiBwandigen 96-well Platte wie in Kapitel 3.2.6.4 beschrieben ausgestreut und nach 24 h mit
den entsprechenden Nanomaterialien inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit (24 h) wurde
der Versuch durch Absaugen des Zellkulturmediums abgebrochen und 60 pL frisches
Zellkulturmedium hinzugegeben. AnschlieBend wurden 60 L CellTiter-Glo® -Reagenz in jede
Kavitat hinzugegeben. Die Messung der Biolumineszenz fand am Mikrotiterplattenlesegerat
Infinite® 200 Pro statt. Zur Messung wurde die Platte zunachst 2 Minuten geschuttelt und
anschlieBend fir 10 Minuten &quilibiert. Die anschlieBende Messung fand bei 562 nm statt. Neben
den Zellproben wurde auBerdem eine Materialkontrolle mitgefiihrt, indem vor der Messung
ebenfalls 60 uL der jeweils hochsten Konzentration einer Materialsuspension in die Platte

gegeben und gleichzeitig mit den Zellproben angefarbt wurde.

Durchfiihrung nach ALI-Exposition

Fur die Durchfiihrung des ATP-Gehalts nach ALI-Exposition wurden die Zellen abgel®st und die
Zellzahl bestimmt. AnschlieBend wurden in Doppelbestimmung je 50.000 Zellen in 50 pL PBS in
eine 96-well Platte pipettiert und mit 50 pL CellTiter-Glo® -Reagenz angefarbt. Die anschlieBende
Messung der Lumineszenz fand am Mikrotiterplattenlesegerat Infinite® 200 Pro wie bereits oben

beschrieben statt.

3.2.8 Untersuchungen zur zelluldren Verfligbarkeit

3.2.8.1 Messung des intrazellularen lonengehalts

Fur die Untersuchung des intrazellularen lonengehalts wurden die Zellen wie in Kapitel 3.2.6.4
beschrieben in 12-well Platten ausgestreut und inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine bereits im
Arbeitskreis etablierte Zelllyse (Semisch et al, 2014). Dazu wurden die Zellen mit Accutase®
zunachst abgeldst und die Lebend- und die Gesamtzellzahl sowie das Zellvolumen ermittelt.
AnschlieBend wurde durch Zentrifugation ein Zellpellet erstellt. Zur Abtrennung der ungelésten
intrazellularen Materialien und der nicht aufgenommenen, an der Zellmembran haftenden
Materialrickstdnde wurde anschliefend eine Zelllyse durchgefihrt. Dazu wurden die Zellen in

1 mL RIPA-Puffer fir 30 Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt und anschlieBend ebenfalls bei
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Raumtemperatur bei 16.000 g flr 1 Stunde zur Abtrennung des Zell- und Nanomaterialrtickstands
zentrifugiert. SchlieBlich wurden 380 uL des Uberstands entnommen und entweder bei -20 °C
gelagert oder zur Bestimmung der geldsten lonenkonzentration mittels GF-AAS oder ICP-MS, wie
bereits in Kapitel 3.2.5 beschrieben, gemessen. Ein mdoglicher Ruckstand von Partikel- und

Faserrtckstdanden wurde Uber eine Messung mittels DLS ausgeschlossen.

3.2.8.2 Messung der intrazelluldaren lonenverteilung

Fur die Untersuchung der intrazelluldren lonenverteilung wurde eine an Semisch et al. angelehnte
Fraktionierungsmethode mittels Nuclear Extract Kit (Active Motif®) verwendet (Semisch et al.,
2014). Dazu wurden die Zellen zunachst in 35 mm-Zellkulturschalen ausgestreut und inkubiert.
AnschlieBend wurde das Inkubationsmedium zundchst abgesaugt und mit 2 mL kaltem
PBS/Phosphatase-Inhibitor (PBS/PI) gewaschen und anschlieBend erneut 3 mL PBS/PI
zugegeben. Das Abldsen der Zellen von der Kulturschale erfolgte mithilfe eines Zellschabers.
Nach Uberfihrung der abgeldsten Zellen in ein Zentrifugenréhrchen wurde die Lebend-, die
Gesamtzellzahl und das mittlere Zell- bzw. Kernvolumen mittels des CASY® -Zellzéhlgerats
ermittelt. Danach erfolgte eine anschlieBende Zentrifugation (4 °C, 200 g, 5 min) um das Zellpellet

zu erhalten.

Um die zytoplasmatische Fraktion zu isolieren, wurden die Zellen in 250 yL hypotonischer
Pufferldsung resuspendiert und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal’ Gberfuhrt. Um ein Anschwellen
der Zellmembran zu erreichen, wurden die Zellen anschlieBend fur mindestens 20 Minuten auf
Eis inkubiert. Zur Zerstérung der Zellmembran wurden die Zellen auf einem Vortex fur 2 Minuten
geschttelt und mikroskopisch wurde die erfolgreiche Lyse der Zellen Gberprift. AnschlieBend
wurde die Zellsuspension fir 30 s bei 4 °C und 14.000 g zentrifugiert und eine definierte Menge
des Uberstands, welcher die lésliche Fraktion des Zytoplasmas enthielt, abgenommen. Die

Fraktion konnte bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

Vor der Kernlyse erfolgte die Bestimmung des Kernvolumens mittels CASY® -Zellzahlgerat. Um
die 16sliche Kernfraktion zu erhalten, wurde das abzentrifugierte Zellpellet in 25 puL complete lysis
buffer (CLB) aufgenommen und mit 1,25 pL Detergenz versetzt. AnschlieBend wurde die
Suspension zunachst fur 10 Sekunden auf einem Vortex gemischt und 30 Minuten bei 150 U/min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere Durchmischung mittels eines Vortex. Die

Abtrennung der |6slichen Kernfraktion fand schlieBlich durch Zentrifugation (10 min, 14.000 g,
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4 °C) statt. Ein definiertes Volumen der im Uberstand enthaltenen 16slichen Kernfraktion konnte

anschlieBend entnommen und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

Die lonenkonzentration wurde in beiden Fraktionen, wie bereits in Kapitel 3.2.5 beschrieben,
gemessen. Mdogliche Partikel- und Faserrickstande wurden Uber eine Messung mittels DLS

ausgeschlossen.

Die erfolgreiche Separation von Zytoplasma und Zellkern wurde im Vorfeld mittels Western Blot
Uberprift. Dazu wurden die kompartimentsspezifischen Proteine o-Tubulin (Zytoplasma) und
Lamin b (Zellkern) zunachst elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend mittels Immunoblot

nachgewiesen. Die Ergebnisse der Vorversuche sind in Anhang 7.2.2 zusammengefasst.

3.2.9 Messung des genotoxischen Potentials mittels alkalischer

Entwindung

Die Messung des genotoxischen Potentials der Materialien erfolgte tGber die Quantifizierung von
DNA-Strangbriichen mittels alkalischer Entwindung (AU) (Hartwig et al,, 1993). Grundlage dieser
Methode ist die Entwindung der DNA an Strangbriichen unter Zugabe einer alkalischen Losung.
Durch chromatographische Auftrennung der einzel- und doppelstrangigen DNA mit
anschlieBender fluorometrischen Detektion mit einem DNA-interkalierenden Farbstoff kann die

Anzahl an DNA-Strangbrichen ermittelt werden.

Submerse Durchfiihrung

Die Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.6.4 beschrieben in einer 24-well Platte ausgestreut und
inkubiert. Zusatzlich zu den inkubierten Proben wurde eine unbehandelte Negativkontrolle und
eine Positivkontrolle mitgefuhrt. AuBerdem wurden je Versuch fur alle Proben drei Replikate
gemessen. Eine Stunde vor Abbruch der Inkubation wurden die Positivkontrollen mit 100 uM
Menadion inkubiert. Zum Abbruch der Inkubation wurde das Inkubationsmedium abgesaugt und
1,5 mL kaltes PBS zu den Zellen hinzugegeben. Der Start der alkalischen Entwindung erfolgte
durch Absaugung des PBS mit anschlieBender Zugabe von 1,5 mL alkalischer Lésung (pH™12,3).
Unter Lichtausschluss erfolgte anschlieBend eine 30-minutige Entwindung der DNA. Zum
Abbruch der DNA-Entwindung wurde mit einem zuvor austitrierten, definierten Volumen an
0,1 molarer HCl ein pH-Wert von 6,8 + 0,02 eingestellt und die Losung in ein Glasrohrchen

Uberfihrt. Zum Zerkleinern der entwundenen DNA wurde die Losung anschlieBend 15 Sekunden
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an einer Ultraschallspitze sonifiziert (10 % Amplitude) und die DNA danach mit 15 pL 10 %-iger
Natrium-dodecylsulfat (SDS)-Losung stabilisiert. Bis zur chromatographischen Trennung der

einzel- und doppelstrangigen DNA wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

Durchfiihrung nach ALI-Exposition

Die Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.6.5 beschrieben exponiert und anschlieBend abgeldst. Dazu
wurde das Zellkulturmedium basal abgesaugt, die Zellen apikal mit 300 uL Accutase® abgeldst
und in PBS Uberfuhrt. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zellzahl und es wurde eine
Zellsuspension der Konzentration 10.000.000 Zellen/mL hergestellt. Zur alkalischen Entwindung
wurden 15 pL dieser Suspension in ein Glasréhrchen gegeben und mit 1,5 mL alkalischer Lésung
versetzt. Die alkalische Entwindung wurde anschlieBend wie bereits beschrieben durchgefihrt:
nach 30 Minuten erfolgte der Abbruch durch Zugabe von 0,1 M HCl und eine Sonifizierung fur
15 Sekunden. AnschlieBend wurden 15 pL 10%-ige SDS-L&sung hinzugegeben und die DNA bis

zur chromatographischen Trennung bei -20 °C gelagert.

Saulenchromatographische Trennung und Quantifizierung

Alle Schritte der saulenchromatographischen Trennung erfolgten bei 60 °C. Zur Trennung der
einzel (ss)- und doppelstrangigen (ds)DNA wurde eine Hydroxylapatitsaule verwendet. Diese
musste  vor der Separation zunachst vorbereitet werden. Dazu wurde eine
Hydroxylapatit-Suspension mit einer Konzentration von 0,1 g/mL hergestellt und fur 30 Minuten
im Wasserbad bei 60 °C aquilibriert. Alle zwei Minuten erfolgte eine Durchmischung der
Suspension zur Vermeidung von Agglomeraten. Je Saule wurde anschlieBend 1 mL der
Hydroxylapatit-Suspension zwischen zwei Glasfaserfilter gegeben und anschlieBend mit 1,5 mL
0,5M Kaliumpuffer (KP) gespult. AnschlieBend wurden die Saulen mit 1,5mL 0,01M
Natriumpuffer (NaP) gewaschen, bevor die Saulen mit den Proben beladen wurden. Zur effektiven
Beladung wurden die Saulen anschlieBend nochmals mit 0,01 M NaP gewaschen. Anschlie3end
erfolgte die Elution der ssDNA (1,5 mL 0,15 M KP) und schlieBlich die Elution der dsDNA (1,5 mL
0,35 M KP). Die Proben wurden in eine 24-well Platte eluiert und anschlieBend mit dem
Hochst-Farbstoff 33258 bei Raumtemperatur angefarbt. Nach 20 Minuten Anfarbezeit wurde die

Fluoreszenz am Mikrotiterplattenlesegerat bestimmt.
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Berechnung der DNA-Strangbriiche
Zur Berechnung der induzierten DNA-Strangbriiche wurde zundchst die Extinktion der

mitgefuhrten Blindwerte (KP) von allen Proben abgezogen:
E = Eprove — Eptinawert
E: Extinktion

AnschlieBend erfolgte die Berechnung des relativen Anteils an ssDNA und dsDNA unter
Berlcksichtigung eines Korrekturfaktors, aufgrund der starkeren Interkalation des Farbstoffs in die

dsDNA (Hartwig et al., 1993):

EdsDNA

Anteil dsDNA =
Easpna + 2,1 % Egspya

Die Anzahl induzierter Strangbriche im Verhaltnis zur Anzahl an DNA-Basenpaaren wurde
anschlieBend Uber das Verhaltnis des Anteils dsDNA der behandelten Proben mit dem Anteil
dsDNA der unbehandelten Kontrollen berechnet. Die Strangbruchrate pro DNA-Basenpaare
wurde dabei mittels einer Kalibrierung ermittelt, wobei 10° induzierte Strangbriiche pro Zelle nach
Bestrahlung mit 1 Gy zugrunde gelegt wurden. Die Steigung der Kalibriergeraden von 0,06 wurde
dabei aus friheren Ergebnissen Ubernommen (Hartwig et al, 1996). Die anschlieBende
Berechnung der Strangbriche pro 10° Basenpaare erfolgte unter der Annahme, dass das

menschliche Genom aus 6x10° Basenpaaren besteht (Venter et al.,, 2001):

Anteil dsDNAp,ope 103
*
" Anteil dsDNAgyrirone . 0,06

Strangbriiche pro Zelle = —1

10°
6% 109

Strangbriiche pro 10° Basenpaare = Strangbriiche pro Zelle

3.2.10 Genexpressionsanalysen mittels High-Troughput RT-qPCR

Zur Analyse der Genexpression wurde eine Hochdurchsatz-PCR unter Verwendung einer
Reversen Transkriptase (HT RT-qPCR) durchgefiihrt, die bereits zuvor im Arbeitskreis etabliert
wurde (Fischer et al, 2016). Durch Umschreibung der mRNA aus den Zellproben in DNA und
anschlieBender Real-Time-PCR ist es moglich, die Menge an Gentranskripten ausgewahlter Gene

mit der Menge einer Negativkontrolle zu vergleichen. Es handelt sich hierbei um eine
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Hochdurchsatz-Methodik, wodurch 95 Gene in 96 unterschiedlichen Proben zeitgleich
quantifiziert werden kénnen. Das urspringliche Genset wurde im Rahmen des Projekts um Gene
inflammatorischer und fibrotischer Signalwege erweitert. Eine Auflistung der verwendeten Gene
und der korrespondierenden Proteine ist im Anhang 7.2.3 zu finden. Alle Schritte der

Genexpressionsanalyse wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Gewinnung der Proben

Zur Durchfihrung der Genexpressionsanalysen wurden die Zellen zunéchst wie in Kapitel 3.2.6.4
und 3.2.6.5 dem entsprechenden Nanomaterial gegentiber exponiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit Accutase® abgeldst und abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden bis zur Verwendung

bei -80 °C gelagert.

RNA-Isolierung und —Quantifizierung
Die Isolierung der RNA erfolgte auf Eis mithilfe des NucleoSpin® RNA Plus Kits von Macherey

Nagel. Die Durchfiihrung erfolgte wie vom Hersteller vorgegeben.

Zunachst wurden die Zellpellets in 350 plL Lysepuffer resuspendiert, mit einem Vortex geschttelt
und anschlieBend auf eine gDNA Removal Saule Uberfihrt. Es folgte eine Zentrifugation fir
30 Sekunden bei 11.000 rcf und 4 °C zum Abtrennen der fiir den weiteren Verlauf stérenden
gDNA, welche in der Saule verblieb. Zum Filtrat wurden 100 uL Binding Solution gegeben und
nach Resuspendieren wurde das Filtrat auf eine weitere Saule gegeben und erneut zentrifugiert.
Die auf der Saule verbliebene RNA wurde anschlieBend drei Waschschritten unterzogen (200 pL
Waschpuffer 1, 600 uyL Waschpuffer 2, 250 uL Waschpuffer 2). Zwischen den einzelnen
Waschritten wurde fiir 20 Sekunden bei 11.000 rcf und 4 °C zentrifugiert und das Zentrifugat
wurde verworfen. Zum Eluieren der aufgereinigten RNA wurde die Saule schlieBlich auf ein
frisches Eppendorf-Reaktionsgefall gesetzt und die RNA wurde mit einer definierten Menge
DNAse-freiem Wasser eluiert (Zentrifugation fir 1 Minute bei 11.000 rcf und 4 °C). Das Volumen
des Wassers wurde dabei je nach erwartetem RNA-Gehalt angepasst und lag zwischen 23 und
30 uL. Zum Aufkonzentrieren der RNA wurde das Eluat anschlieBend erneut auf die Saule

gegeben und zentrifugiert. Die RNA-Proben wurden fur bis zu zwei Wochen bei -80 °C gelagert.

Synthese der cDNA
Vor Synthese der cDNA erfolgte eine Bestimmung der Reinheit der RNA und eine

RNA-Quantifizierung mittels einer NanoQuant-Platte am Mikotiterplattenlesegerat Infinite
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M200 Pro bei 260 nm. Zunachst wurde ein Blindwert mit DNAse-freiem Wasser gemessen,
anschlieBend erfolgte die Messung der Proben. Dazu wurden in Doppelbestimmung jeweils 2 uL
RNA-Probe auf die Platte aufgetragen. Die Probenreinheit wurde Uber die Berechnung des
Quotienten von RNA zu Proteinen (260 nm/280 nm) bestimmt und sollte mindestens einen Wert

von 2 aufweisen.

Die anschlieBende Umschreibung der RNA in cDNA wurde fiir jede Probe in zwei technischen
Replikaten durchgefiihrt, die auch im weiteren Verlauf der Genexpressionsanalyse unabhangig
voneinander behandelt wurden. Zur Umschreibung wurde das gScript cONA Synthesis Kit von
Quantabio verwendet. Dazu wurden je Replikat 1 uL iScript Reverse Transcriptase, 4 uL Reaction
Mix (5x) und 1 ug RNA eingesetzt und auf ein Gesamtvolumen von 20 uL mit Nuklease-freiem
Wasser erganzt. Nach Durchmischung mithilfe einer Zentrifugation und eines Vortex wurde
erneut zentrifugiert, um das Reaktionsgemisch am Boden des ReaktionsgefaBes zu sammeln.
AnschlieBend erfolgte die Umschreibung im Thermocycler nach dem in Tabelle 3 beschriebenen
Temperaturprogramm. Nach Umschreibung konnte die ¢cDNA fir mehrere Wochen bei -20 °C

gelagert werden.

Tabelle 3: Temperaturprogramm zur cDNA-Synthese.

5 min 25 °C
30 min 42 °C
5 min 85 °C

o0 4 °C

Praamplifikation und Exonuklease-Verdau

Die Praamplifikation dient dazu, die Target-Genabschnitte vorab zu amplifizieren, um eine
ausreichende Template-Menge zu gewahrleisten. Dazu wurde eine Mischung aus allen
Primerpaaren des Gen-Sets der Hochdurchsatz-PCR hergestellt. Dieser Pooled Primer Mix wurde
auf eine Konzentration von 500 nM eingestellt. AnschlieBend wurde jeweils zu 0,5 pL des Pooled
Primer Mix 2,5 uL TagMan PreAmp Master Mix (2x), 1,25 uL ¢cDNA und 0,75 uL PCR-zertifiziertes
Wasser gegeben. Zusatzlich zu den cDNA-Proben wurden Kontrollen mitgefihrt, die entweder
RNA oder Wasser statt cDNA enthielten. AnschlieBend erfolgte die Praamplifikation nach dem in

Tabelle 4 dargestellten Temperaturprogramm.
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Tabelle 4: Temperaturprogramm der Praamplifikation.

Initiale Denaturierung 10 min 95 °C
Denaturierung 15 s 92 °C
12 Zykl
Annealing und Elongation 4 min 60 °C yKien
co 4°C

Nach erfolgreicher Praamplifikation wurden die Proben einem Exonuklease-I-Verdau unterzogen,
um einzelstrangige DNA zu entfernen. Dazu wurde jeweils 0,2 uL Exonuklease Reaktionspuffer
(10x), 0,4 L Exonuclease | (20U/uL) und 1,4 uL PCR-zertifiziertes Wasser zur Probe gegeben und

mit dem in Tabelle 5 dargestellten Temperaturprogramm verdaut.

Tabelle 5: Temperaturprogramm des Exonukleaseverdaus.

Verdau 40 min 37 °C
Inaktivierung 15 min 80 °C
00 4°C

Nach Beendigung des Exonuklease-Verdaus wurden die Proben durch Zugabe von
TRIS-EDTA-Puffer funffach verdiinnt, indem zu jeder Probe 18 uL des Puffers gegeben wurden.
AnschlieBend erfolgte eine Durchmischung der Proben durch einen Vortex und anschlieRende

Zentrifugation und die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Vorbereitung der Primer und der Proben

Die fur die gPCR verwendeten Primer wurden vor Gebrauch auf eine Endkonzentration von 5 yM
verdinnt, indem 2,5 pL jedes Primerpaars (100 pM) zu 25 pL 2x Assay Loading Reagent und
22,5 uL DNA-Suspensionspuffer hinzugegeben wurde. AuBerdem wurde eine no reagent control
(NRC) mit 2,5 uL PCR-zertifiziertem Wasser mitgefiihrt. Die Primer-Paare konnten bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

Zur Probenvorbereitung wurden je 2,25 pL der Probel6sung mit 2,5 L 2x SsoFast EvaGreen
Supermix with Low ROX und 0,25 pL 20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent gut vermischt
und zentrifugiert. Zusatzlich zu den Proben wurde eine no template control (NTC) mitgefihrt, die

PCR-zertifiziertes Wasser statt der Probeldsung enthielt.

37



METHODEN

96 x 96 Dynamic Array IFC qPCR Analyse

Die gPCR fand mithilfe eines Dynamic Array integrated fluidic circuit (IFC), im folgenden Chip
genannt, statt. In einem ersten Schritt wurden beide Akkumulatoren mit 150 uL Control Line Fluid
beladen, die Schutzfolie entfernt und der Chip anschlieBend in den IFC Controller HX Gberfuhrt.
Durch das Leiten der Kontrollflissigkeit in die Kandle des Mikrofluidik-Systems fand das
sogenannte Priming statt. AnschlieBend fand die Beladung des Chips statt. Dazu wurden je 5 pL
der Primer- und Probengemische mdglichst luftblasenfrei in die hierflr vorgesehenen Kavitaten
pipettiert. AnschlieBend erfolgte eine Zusammenfihrung der Proben mit den Primern in den
Reaktionskammern mithilfe des Programms Load Mix im IFC Controller HX. Nachdem mdgliche
an der Oberflache haftende Staubpartikel vom Chip entfernt wurden, wurde der Chip in das
BioMark™-System Uberfihrt und es erfolgte die Durchfihrung der gPCR sowie die

Schmelzkurvenanalyse nach dem in Tabelle 6 dargestellten Temperaturprogramm.

Tabelle 6: Temperaturprogramm der HT RT-gPCR mit anschlieBender Schmelzkurvenanalyse.

Thermale 2400 s 70 °C
Durchmischung 30s 60 °C
Initiale Durchmischung 60 s 95 °C
20s 60 °C

PCR 30 < 96 °C 30 Zyklen
3s 60 °C

Schmelzkurve 1°C/3s Bic 05 °C

Datenanalyse

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mithilfe der Software Fluidigm Real-Time PCR Analysis.
Hierzu wurde durch den passiven Referenz-Farbstoff ROX zunachst sichergestellt, dass die
PCR-Reaktionskammern gleichméaBig beladen wurden. Zur Feststellung der Cq-Werte (Cycle of
Quantification) wurde anschlieBend das Fluoreszenzsignal des DNA-interkalierenden Farbstoffs
EvaGreen ausgewertet. Mittels einer Heatmap konnten die Daten zundchst Ubersichtlich

dargestellt werden, was eine optische Qualitatskontrolle méglich machte.

Anschlieend wurden die Cq-Werte in der Software GenEx weiter ausgewertet. Dazu wurde
zunachst ein Cut off der Cq-Werte bei 27 gesetzt und eine optimale Auswahl an Referenzgenen

getroffen. Zur Ermittlung der relativen Genexpression wurde die von Livak und Schmittgen
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entwickelte AAC,-Methode verwendet (Livak & Schmittgen, 2001). Hierbei erfolgte zunachst eine

Normierung der ausgewahlten Referenzgene:
ACq = Cq4 (Zielgen) — Cq (Referenzgen) M

Im Anschluss wurden die unbehandelten Kontrollen subtrahiert und auf einen relativen Wert von

1 festgelegt:
AACq, = ACq (Behandlung) — ACq (unbehandelte Kontrolle) (2)

Zur Berechnung der relativen Veranderung der Genexpression wurden die log.-Werte der Proben

berechnet, wobei die unbehandelte Kontrolle auf den Wert 0 festgelegt wurde.
Veranderung = 244 (3)

Als biologisch relevante Effekte wurden solche Veranderungen angesehen, die eine logx-fache
Anderung der Genexpression von mindestens +1,5 aufwiesen (Clancy et al, 2012; Andrew et al,

2003).

3.2.11 Statistische Auswertung

Fur alle Untersuchungen in dieser Arbeit wurden drei Stichproben unabhangig voneinander
durchgefihrt, mit jeweils mindestens zwei technischen Replikaten. Unterschiede zwischen
Mono- und Kokultur wurden mit einem Test auf Varianzhomogenitat nach Levene und

anschlieBend mit einem gepaarten, zweiseitigen t-Test analysiert.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Dissertation vorgestellt werden, wurden in Zusammenarbeit
mit Ronja Neuberger im Rahmen des BMBF-geforderten Forschungsprojektes MetalSafety
erhoben und einzelne Daten wurden bereits verdffentlicht. Diese umfassen die
Charakterisierungsstudien, die L&slichkeitsstudien und Untersuchungen zur zelluldren

Verfligbarkeit (Wall et al., 2021).

Zur Ermittlung des toxikologischen Wirkprofils wurden die Materialien zunachst physikochemisch
charakterisiert. AnschlieBend erfolgte die Untersuchung der zytotoxischen Wirkung in einer
Monokultur aus der Bronchialepithelzelllinie Beas-2B und in einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen
mit makrophagenahnlichen differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1). Anhand der Zytotoxizitat
wurden fur die weiteren Untersuchungen drei Dosen ausgewahlt, die eine geringe, eine moderate
und eine hohe Zytotoxizitat aufwiesen. In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse nach

Metallspezies sortiert dargestellt und diskutiert.
4.1 KUPFER-BASIERTE NANOMATERIALIEN

Zur Simulation unterschiedlicher Expositionsszenarien wurden die Mono- und Kokultur submers
mit CuO NP, Cu NP und Cu NW inkubiert oder mit einem NM-haltigen Aerosol bestehend aus
entweder Cu NP oder Cu NW exponiert. Fir die submersen Studien wurde darlber hinaus eine
Kontrolle mit 16slichem CuClz inkubiert, dessen Konzentration in Loslichkeitsexperimenten mit
Zellkulturmedium ermittelt wurde (siehe Kapitel 4.1.2). Diese Kontrolle sollte dazu dienen, Effekte

durch extrazelluldr im Medium geldste Kupferionen zu erfassen.

4.1.1 Physikochemische Eigenschaften

Nach  Aufarbeitung  der  Materialien  wurde  die  GroBenverteilung  mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM) bzw. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bestimmt,
sowie Messungen durch dynamic light scattering (DLS) durchgefihrt. In Abbildung 5 sind
reprasentative  elektronenmikroskopische  Aufnahmen der Kupfer-basierten Materialien

dargestellt und in Tabelle 7 sind die Ergebnisse der physikochemischen Eigenschaften
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zusammengefasst. Beide untersuchten Kuper-basierten Nanopartikel wiesen primare

Durchmesser in der GréBenordnung eines Nanomaterials auf (CuO NP: 17,1 nm; Cu NP: 55,2 nm).

Im Fall der CuO NP ist der Primardurchmesser mit Literaturangaben derselben Partikel

vergleichbar (SUN, 2017).

Abbildung 5: Exemplarische elektronenmikroskopische Aufnahmen von CuO NP (A), Cu NP (B),
Cu NW (C) und vernebelten Cu NW (D). Die Materialien wurden nach Aufarbeitung nach dem
NANOGENOTOX-Protokoll in einer Konzentration von 2,56 mg/mL auf ein TEM-Grid aufgetragen oder
mittels der Vitrocell® Cloud vernebelt und anschlieBend elektronenmikroskopisch betrachtet.

Der hydrodynamische Durchmesser beschreibt die GroBenverteilung der Partikel in Suspension
und lag fur CuO NP bei 160,3 nm bzw. bei 302,2 nm fur Cu NP. Die Polydispersitatsindizes
deuteten auf eine relativ polydisperse Suspension der CuO NP hin (PDI: 0,48) wahrend der PDI
fur Cu NP von 0,23 flr eine monodispersere Suspension spricht. Vergleichbare Ergebnisse der

gleichen Partikelspezies wurden in friheren Studien erzielt (Ortelli et al, 2017; Schlich et al., 2016;
Hua et al, 2014).

41



KUPFER-BASIERTE NANOMATERIALIEN

Tabelle 7: Physikochemische Eigenschaften Kupfer-basierter Nanomaterialien. *Herstellerangaben.

Materialspezies CuO NP Cu NP Cu NW CuNW
(vernebelt)
Lange (um) - - 63 +04 4,0+0,8
Breite (hm) - - 300 £ 6 410 £ 6
de (NmM) 171+ 0,4 55,2 + 1,5 - -
dy (nm) 160,3 + 42,1 302,2 + 40,3 - -
PDI 0,48 + 0,05 0,23 + 0,07 - -
(-Potential (mV) -14,8 + 0,2 -15,3 + 0,02 -14,1 -
Reinheit (% wt) 98,7 + 0,81 98,6 + 0,4 >99,5" -

Cu NW erflllten mit einer mittleren Lange von 6,2 ym und einer Breite von 300 nm typische
Eigenschaften einer WHO-Faser, welche ein Lange-zu-Breite-Verhaltnis von mindestens 3:1 und
eine mittlere Ldnge von mindestens 5 ym aufweisen mussen. Nach Verneblung ist hingegen eine
Kdrzung der Cu NW auf eine mittlere Ldnge von 4 pm zu beobachten. Alle drei untersuchten
Kupfermaterialien wiesen zudem ein Zetapotential zwischen -30 und 30 mV auf, was auf instabile

Suspensionen und ein schnelles Absedimentieren der Materialien hindeutet.

4.1.2 Untersuchungen zur Loslichkeit

Um erste Aussagen Uber das zelluldre Verhalten der Nanomaterialien treffen zu kénnen, wurde
die Loslichkeit der Materialien in unterschiedlichen physiologischen Modellflissigkeiten
untersucht. Zunachst wurde die Loslichkeit in artifizieller alveolarer Flissigkeit gemessen, um eine
extrazelluldre Auflésung der Partikel und somit einen Effekt, der durch lonenfreisetzung in der
Lungenflissigkeit ausgel®st wird, auszuschlieBen. AuBerdem wurde die Ldslichkeit in artifizieller
lysosomaler Flissigkeit untersucht, um die intrazelluldre, lysosomale Aufldsungsrate zu
bestimmen. Um den lonenbeitrag wahrend der submers durchgefihrten in vitro-Versuche
festzustellen, wurde auBerdem die Loslichkeit im Zellkulturmedium bestimmt und diese fur
weitere Versuche berlcksichtigt. Die Daten der Ldslichkeitsuntersuchungen sind in Abbildung 6

dargestellt.
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Abbildung 6: Zeitabhdngige Loslichkeit Kupfer-basierter Materialien in verschiedenen
physiologischen und Zellkultur-relevanten Medien. Die Materialien wurden in einer Konzentration von
100 pg/mL fur den jeweiligen Zeitraum bei 37 °C inkubiert. Nach Abtrennung der nicht-geldsten
Rickstande durch Zentrifugation wurde der lonengehalt im Uberstand mittels GF-AAS bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen Versuchen. AAF: artifizielle alveoldre
Flassigkeit (pH 7,4); ALF: artifizielle lysosomale Flissigkeit (pH 4,5); KGM: keratinocyte growth medium. RPMI:
Roswell Park Memorial Insitute Medium;

Alle Kupfer-basierten Nanomaterialien zeigten nach 7 d eine moderate Loslichkeit in artifizieller
alveoldrer Flussigkeit (AAF; pH 7,4), die das physiologische Milieu der Lunge simulieren soll
(Semisch et al, 2014). Lediglich fur Cu NP wurde eine Loslichkeit von 12 % nach 7 Tagen
beobachtet. Dagegen wurde eine hohe L&slichkeit aller drei Materialien bereits nach 24 h in
artifizieller lysosomaler Modellflissigkeit beobachtet, die im Bereich von 70-80 % liegt. Dies
deutet auf eine lysosomale Freisetzung der Materialien innerhalb der Zelle hin und wird im
weiteren Verlauf dieser Arbeit diskutiert. Insgesamt ist die L&slichkeit aller drei Materialien
vergleichbar, wodurch die morphologischen Eigenschaften der Materialien nur einen geringen
Effekt auf die lysosomale Loslichkeit zu haben scheinen. Die Loslichkeit von CuO NP wurde bereits
in mehreren Studien untersucht, wobei eine Loslichkeit in ALF von nahezu 100 % und eine
Loslichkeit von 1% in AAF beobachtet wurde (Semisch et al,, 2014; Karlsson et al,, 2008; Jeong et

al, 2018). Zur Ermittlung der extrazellular im Medium gelosten lonen wurde zusatzlich die

Loslichkeit in den in der Arbeit verwendeten Medien KGM und RPMI nach 24 h untersucht. Hier
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wurde eine Loslichkeit von bis zu 20 % fir KGM und 35 % fir RPMI beobachtet, die als Basis fur

die Berechnung einer lonenkontrolle verwendet wurde.

4.1.3 Toxikologisches Wirkprofil

Die Untersuchung des toxikologischen Wirkprofils der Materialien umfasste die Untersuchung des
ATP-Gehalts, der zelluldren  Verfugbarkeit, Feststellungen der  Anderungen im
Genexpressionsprofil sowie die Quantifizierung von DNA-Strangbrichen. Die Ergebnisse dieser

Endpunkte werden in den folgenden Kapiteln dargestellt und diskutiert.

4.1.3.1 Zytotoxizitat

Zur Untersuchung der Zytotoxizitat wurde der ATP-Gehalt nach Inkubation mit Kupfer-basierten
Materialien bestimmt. Die Ergebnisse nach submerser Inkubation sind in Abbildung 7 dargestellt.
Alle Materialien verursachten nach submerser Inkubation eine dosisabhangige Abnahme des
ATP-Gehalts in Mono- und Kokultur. Die stérksten Effekte wurden hierbei nach Inkubation der
Monokultur mit Cu NP verursacht, wo bereits nach 15 pg/cmzeine Reduktion des ATP-Gehalts auf
40 % zu beobachten war. Die Kokultur scheint hierbei robuster gegentber den Cu NP zu sein,
wobei nach gleicher Dosis ein ATP-Gehalt von 75 % zu sehen war. Bei einer Dosis von 30 pg/cm?
sank der ATP-Gehalt weiter ab auf 10 % fir die Monokultur und 30 % fur die Kokultur. Eine
ahnliche Tendenz wurde auch nach Inkubation mit CuO NP beobachtet: Bei einer Dosis von
15 pg/cm2 ist in der Monokultur eine Reduktion des ATP-Gehalts auf 60 % zu sehen, wéhrend der
ATP-Gehalt der Kokultur bei gleicher Dosis noch 90 % betrug. Eine Inkubation mit 30 pg/cm?
flhrte zu einer weiteren Verringerung des ATP-Gehalts auf 30 % fiir die Monokultur und 60 % fur
die Kokultur. Fir die Cu NW ergibt sich hingegen ein kontrares Bild, wobei die in Kokultur
kultivierten Zellen sensitiver gegentber den Cu NW reagierten im Vergleich zu der Monokultur.
So filhrte eine Inkubation mit 15 ug/cm? zu einer Reduktion des ATP-Gehalts auf 80 % in der
Monokultur und auf 60 % in der Kokultur. Bei einer Konzentration der Cu NW von 30 pg/cm? ist
hingegen fir beide Kultivierungssysteme eine vergleichbare zytotoxische Wirkung zu sehen.
Insgesamt zeigt sich kein deutlicher Unterschied im ATP-Gehalt der Zellen zwischen den
Inkubationen mit den einzelnen Materialien und Kultivierungssystemen. Es zeigt sich jedoch eine
Tendenz auf eine hohere Robustheit der Kokultur gegentiber der Monokultur nach Inkubation

mit den einzelnen Nanomaterialien.
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Abbildung 7: Einfluss submers inkubierter, Kupfer-basierter Nanomaterialien auf den ATP-Gehalt in
einer Monokultur aus Beas-2B-Zellen und einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen und differenzierten
Monozyten mit makrophagenahnlichen Eigenschaften (dTHP-1). Die Zellen wurden in Monokultur und
in Kokultur fur 24 Stunden mit dem entsprechenden Nanomaterial submers inkubiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD.

Die Zytotoxizitat von Cu NP und Cu NW wurde am ALl in Mono- und Kokultur untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt. Insgesamt ist nach ALI-Exposition eine groBere
Sensitivitdt gegentber Cu NP und Cu NW in beiden untersuchten Zellkultursystemen zu sehen.
So verursachten bereits Dosen von 2,8 pg/cm2 fur Cu NP und 2,1 pg/cm2 far Cu NW eine
Abnahme des ATP-Gehalts auf 40-50 %. Eine hdhere Sensitivitat nach ALI-Exposition wurde
bereits fur CeO, NP, TiO> NP, SnO, NP und weitere NP beobachtet. Als méglicher Grund wurde
hier die tatsachlich deponierte Dosis angefiihrt, wobei nach submerser Exposition nur ein
Bruchteil der im Expositionsmedium enthaltenen Partikel auf die Oberflache der Zellen gelangt.
Dagegen ist nach ALI-Kultivierung durch die Depositionsermittlung die Bestimmung der genauen
Dosis moglich (Bessa et al, 2021; Diabaté et al, 2020). In Zellkulturmedium neigten die
Kupfer-basierten Materialien auBerdem zur Agglomeration, was im hydrodynamischen
Durchmesser zu sehen ist. Dies kann die Zytotoxizitat nach submerser Inkubation weiter
verringern. Ein solcher Effekt wurde bereits fir Ag NP und Au NP beobachtet (Albanese & Chan,
2011; Lankoff et al, 2012).
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Abbildung 8: Einfluss von Kupfer-basierten Nanomaterialien auf den ATP-Gehalt von Beas-2B Zellen
und einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen und differenzierten Monozyten mit makrophagenahnlichen
Eigenschaften (dTHP-1) nach ALI-Exposition. Die Zellen wurden fir 10 Minuten an der Vitrocell® Cloud
gegenlber einem NM-haltigen Aerosol exponiert und fir 24 Stunden am ALl inkubiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD. Horizontale Fehlerbalken zeigen die
Varianz in der deponierten Dosis an.

Wahrend am ALl sowohl fiir Cu NP als auch fir Cu NW bei niedriger Dosierung bis ca. 0,5 ug/cm?
kein Unterschied in der Zytotoxizitdt in Mono- und Kokultur zu sehen ist, zeigte die Monokultur
bei hoheren Dosen eine starkere Sensitivitat gegentiber beiden Materialien. So wurde fir Cu NP
bei hdchster Dosierung in der Kokultur eine Reduktion der Viabilitat auf 55 % festgestellt, wahrend
der Wert in der Monokultur bei 43 % lag. Fir Cu NW war der protektive Effekt der Kokultur noch
starker ausgepragt. Hier war nach Exposition mit 2,1 ug/cm? eine Restviabilitat von 67 % in der
Kokultur zu sehen, wahrend die Exposition derselben Dosis zu einer Reduktion der Viabilitat auf
44 % in der Monokultur fuhrte. Bisher gibt es keine Daten zum Vergleich der Zytotoxizitat in
Mono- und Kokultur in Beas-2B-Zellen nach Exposition mit Kupfer-basierten Materialien. Bereits
veroffentlichte Ergebnisse in A549-Zellen stehen jedoch im Kontrast zu den in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Effekten. Hier wurde kein Unterschied in der LDH-Freisetzung in Mono- und
Kokultur nach ALI-Exposition mit CuO NP beobachtet (Wang et al., 2020). Eine mégliche Erklarung
fur die Diskrepanz zwischen Literaturdaten und den in dieser Arbeit beobachteten Ergebnissen
ist die Verwendung unterschiedlicher Endpunkte zur Ermittlung der Toxizitdt und die
unterschiedlichen Zelllinien. Fir eine Kokultur aus Beas-2B mit dTHP-1-Zellen gibt es bereits

Daten zu einem protektiven Effekt im Vergleich zur Monokultur nach Inkubation mit WC-Co. Der
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protektive Effekte wurde hierbei auf eine Barrierefunktion der dTHP-1-Zellen zurtickgefihrt,
wodurch eine direkte Interaktion des Nanomaterials mit den Epithelzellen verhindert wird
(Armstead & Li, 2016). AuBerdem wurden protektive Effekte einer Kokultur aus alveoldren
Epithel- und Endothelzellen nach submerser Inkubation mit SiO, NP beschrieben (Kasper et al.,
2011). Sowohl nach submerser Inkubation als auch nach ALI-Exposition wurden keine
Unterschiede in der Zytotoxizitat zwischen partikuldrem und faserformigen Kupfer beobachtet,

was fir eine zytotoxische Wirkung durch intrazellulér freigesetzte Kupferionen spricht.

4.1.3.2 Zellulare Verfligbarkeit

Die zellulare Verfugbarkeit der Materialien wurde submers Uber den Gehalt an intrazellular
freigesetzten Metallionen in beiden in der Arbeit verwendeten Zelllinien Beas-2B und dTHP-1
bestimmt. Um eine Uberbestimmung durch an der Zellmembran haftende, nicht aufgenommene
Materialien zu vermeiden, erfolgte in der vorliegenden Arbeit ein Ansatz, der durch eine Zelllyse
nur die |6slichen Fraktionen der Zelle und die darin befindlichen aus den Materialien
herausgelosten lonen erfasst. In Abbildung 9 sind die Ergebnisse nach submerser Inkubation mit

Kupfer-basierten Nanomaterialien zusammengefasst.

Nach Inkubation mit allen Kupfer-basierten Nanomaterialien zeigte sich eine Steigerung des
intrazellularen Kupferionen-Gehalts. Wahrend die basale Kupferionen-Konzentration in
Beas-2B-Zellen bei 19 uM lag, wiesen die dTHP-1-Zellen eine Basalkonzentration von 35 uM auf.
Fir alle untersuchten Materialien zeigte sich bei einer Dosis von 3 ug/cm? eine vergleichbare
Erhdhung der intrazelluldren lonenkonzentration auf etwa 500 uM, wobei kein Unterschied
zwischen beiden Zelllinien beobachtet wurde. Fur die Cu NW wurde nach Inkubation beider
Zelllinien mit 15 ug/cm? auBerdem eine sprunghafte Erhdhung der intrazelluldren
Kupferionen-Konzentration auf 3000-5000 uM beobachtet. Insgesamt spiegeln die beobachteten
Ergebnisse die bereits in Kapitel 4.1.2 beschriebene, hohe lysosomale Loslichkeit der
Kupfer-basierten Materialien wider und deuten auf eine Aufnahme der Materialien mit
anschlieBender lysosomaler Freisetzung hin. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits in diversen
Studien erzielt, die die intrazelluldre lonenfreisetzung aus CuO NP, CuO Mikropartikeln (MP) und
|6slichem CuCl, in A549-Zellen bzw. Beas-2B-Zellen verglichen (Semisch et al,, 2014; Strauch et
al, 2017).
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Abbildung 9: Intrazellulire Kupferionen-Konzentration nach submerser Inkubation mit
Kupfer-basierten Nanomaterialien in Beas-2B-Zellen und differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1). Die
Zellen wurden fiir 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
lysiert, die Zellmembran abgetrennt und die lonenkonzentration im Uberstand mittels GF-AAS gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen.

Kupfer-basierte Nanomaterialien besitzen eine hohe Loslichkeit im sauren Milieu, wie es
beispielsweise in den Lysosomen vorkommt. Eine rasche lysosomale Auflésung erscheint daher
wahrscheinlich, weshalb maogliche zelluldare Reaktionen vor allem durch die intrazellular
freigesetzten Kupferionen verursacht werden (Jeong et al,, 2018). Fir Cu NP und Cu NW gibt es
bislang keine Studien die den Fokus auf die intrazelluldre Aufnahme und lonenfreisetzung legen.
Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die intrazellulare lonenfreisetzung weitestgehend unabhangig

von der Materialmorphologie ist.

Zur Untersuchung der intrazellularen lonenverteilung wurde in der vorliegenden Arbeit an
Fraktionierungsprotokoll angewandt, welches es ermoglichte die I6slichen Fraktionen des
Zytoplasmas und des Zellkerns voneinander zu separieren. Die Ergebnisse der intrazelluldren
lonenverteilung sind in Abbildung 10 dargestellt. Insgesamt zeigte sich eine starke
dosisabhangige Akkumulation von Kupferionen im Zellkern beider Zelllinien. So sind nach
Inkubation mit allen drei Materialien millimolare Kupferkonzentrationen im Zellkern zu sehen,
wahrend die Konzentration im Zytoplasma bis zu einer maximalen Konzentration von 1 mM
geringer ausgepragt ist. Besonders ausgepragt ist die Freisetzung von Kupferionen im Zellkern
nach Inkubation mit Cu NP und Cu NW. Auch andere Studien mit Beas-2B- und A549-Zellen
kamen zu einer ahnlichen intrazellularen lonenverteilung nach Inkubation mit CuO NP, wonach

die intrazellulare Verteilung unabhangig von der verwendeten Zelllinie zu sein scheint (Semisch
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et al., 2014; Strauch et al, 2017; Pem et al,, 2021; Wang et al,, 2012). Wang et al. zeigten dartber
hinaus in A549 Zellen mikroskopisch eine endolysosomale Aufnahme von CuO NP in A549-Zellen
und eine anschlieBende Freisetzung von CuO NP im Zellkern (Wang et al, 2012). Die
beobachteten erhohten Konzentrationen an Kupferionen im Zellkern nach Inkubation mit allen
Kupfermaterialien und daraus resultierende mogliche genotoxische Effekte werden im weiteren

Verlauf der Arbeit weiter diskutiert.
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Abbildung 10: Intrazelluldre lonenverteilung in Zytoplasma und Zellkern nach submerser Inkubation
mit Kupfer-basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fir 24 h mit dem entsprechenden Material
inkubiert und anschlieBend einem Fraktionierungsprotokoll unterzogen. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SD aus drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten.

4.1.3.3 Genexpressionsanalysen

Teile der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden von Elisa Weschenfelder im Rahmen

ihrer wissenschaftlichen Abschlussarbeit angefertigt.

Zur Analyse des Einflusses von Kupfer-basierten Nanomaterialien auf die Genexpression, wurden
die Genexpressionsprofile von Beas-2B-Zellen in Monokultur und in Kokultur mit dTHP-1-Zellen
nach Inkubation mit Kupfer-basierten Nanomaterialien submers und am ALl untersucht. Die
Veranderungen im Genexpressionsmuster sind in Abbildung 11 nach submerser Inkubation und
in Abbildung 12 nach ALI-Exposition zusammengefasst. Mit Ausnahme quantitativer Unterschiede
sind die Genexpressionsmuster nach submerser Inkubation und nach ALI-Exposition vergleichbar
und auch hinsichtlich der unterschiedlichen Materialmorphologien waren lediglich quantitative
Unterschiede zu erkennen. Daher wird im folgenden Abschnitt eine Ubersicht Gber die

veranderten Gene nach Inkubation mit Kupfer-basierten Materialien gegeben.
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Abbildung 11: Anderung der Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer Kokultur aus
Beas-2B-Zellen und differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1) nach submerser Inkubation mit
Kupfer-basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fir 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial
submers inkubiert. Eine rote Farbung steht fur eine Induktion, eine blaue Farbung fir eine Repression der
Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. n.g.: nicht
quantifizierbar.

Im Cluster des Fremdstoffmetabolismus wurde lediglich CYPTAT als Indikator fur den oxidativen
Metabolismus von Fremdstoffen geringflgig induziert (Fujii-Kuriyama et al, 1992). Auffallig ist
sowohl nach submerser Inkubation als auch nach ALI-Exposition die starke Induktion des
Gen-Clusters der Metallhomoostase, vor allem jedoch der Gene MT1X und MT2A. Diese codieren
fur Proteine der metallbindenden Metallothionein (MT)-Familie und spielen somit eine Rolle in
der Kupferhomoostase und in der Detoxifizierung von Metallionen (Calvo et al, 2017). Eine
Aktivierung dieser Gene durch die untersuchten Kupfer-basierten Materialien postuliert eine
endozytotische Aufnahme dieser Materialien mit anschlieBender lysosomaler Freisetzung von
Metallionen. Diese Beobachtung korreliert mit der in Kapitel 4.1.2 und Kapitel 4.1.3.2 bereits
beschriebenen lysosomalen L&slichkeit und der daraus resultierenden zellularen Verfligbarkeit
der Kupfer-Materialien und wurde fir CuO NP bereits in der Literatur beschrieben (Semisch et al,
2014; Strauch et al., 2017). AuBerdem wurde TFRC induziert, das fur den Transferrin-Rezeptor TFR1
codiert und den Eisentransport in die Zelle reguliert (Liu et al., 2020). Weiterhin ist eine Induktion

im Cluster der oxidativen Stressantwort zu sehen. NQOT, welches durch alle Materialien
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geringfugig induziert wurde, codiert fir die NAD(P)H-abhangige Chinon-Oxidoreduktase, die auf
eine Beteiligung des Nrf2-Signalwegs hindeutet. Nrf2 reguliert die zellulare Antwort gegendber
Elektrophilen und Oxidantien und ist somit ein Indikator fur oxidativen Stress (Baird & Yamamoto,
2020). Eine starke Induktion erfuhren weiterhin die Gene HMOX7 und HSPATA. HMOX1, das
ebenfalls dem Nrf2-Signalweg unterliegt, fungiert dabei als Gen fur das Enzym Hamoxigenase-1,
das Ham zu Biliverdin abbaut und das durch verschiedene Transkriptionsfaktoren reguliert wird,
die durch oxidativen Stress induziert werden (Holowiecki et al, 2016; van der Veen et al, 2016).
HSPATA codiert fir das Chaperon heat shock protein 70 (HSP70). Chaperone sind fur die
Erkennung und Eliminierung fehlgefalteter Proteine zustandig und werden unter oxidativem
Stress ebenfalls vermehrt exprimiert (Kurashova et al, 2020). Weitere, an der oxidativen
Stressantwort beteiligte Proteine sind Thioredoxin und die Thioredoxinreduktase, deren
codierende Gene TXN und TXNRDT ebenfalls durch alle Kupfer-basierten Materialien geringflgig
induziert wurden. Thioredoxin spielt dabei eine wichtige Rolle bei der Reduktion oxidierter
Proteine und die Thioredoxinreduktase sorgt wiederum fir die Reduktion von Thioredoxin,
wodurch dieses wieder zuganglich gemacht wird (Holmgren & Lu, 2010). Eine erhdhte Expression
ist auBerdem fir die pro-inflammatorischen Gene /L-6 und /L-8 zu sehen, was auf eine
inflammatorische Antwort der Kupfer-basierten Materialien hindeutet. Die inflammatorische
Antwort ist dabei fur die Mono- und die Kokultur vergleichbar und wird im Redox-aktiven
Charakter von Kupfer begriindet, wodurch Kupfer die Generation von ROS induzieren und so
oxidativen, zelluldren Stress ausldsen kann (Oyinloye et al, 2015; Wei et al., 2014). Die Induktion
von /L-8 gibt darlUber hinaus weitere Hinweise auf eine Aktivitat von Nrf2 (Zhang et al, 2005).
Weitere Gene der inflammatorischen Antwort wie /L-Ta und IL-1b erfuhren nach submerser und
ALI-Exposition in der Monokultur keine Veranderung, wohingegen in der Kokultur eine
Repression beobachtet wurde. Diese konnte durch das vermehrte Absterben der Makrophagen
zustande kommen, wodurch im Vergleich zur unbehandelten Kokultur weniger inflammatorische

Gene in der Probe vorhanden waren.
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Abbildung 12: Anderung der Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer Kokultur aus
Beas-2B-Zellen und differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1) nach ALI-Exposition mit Cu NP und
Cu NW. Die Zellen wurden fur 10 Minuten gegentber einem NM-haltigen Aerosol exponiert und
anschlieBend fiir 24 h inkubiert. Eine rote Farbung steht fir eine Induktion, eine blaue Farbung fir eine
Repression der Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabh&ngigen Versuchen.
n.g.: nicht quantifizierbar.

Eine Aktivierung des Activator Proteins 1 (AP-1) zeigte sich durch die gesteigerte Expression der
Gene JUN und MYC, welche fur die gleichnamigen Zellzyklusregulatoren codieren sowie durch
die Induktion von Cyclin D (CCNDT). AP-1reguliert als Transkriptionsfaktor die Gene der zelluldren
Antwort gegenuber oxidativem oder inflammatorischem Stress (Shaulian & Karin, 2001) und eine
Aktivierung von AP-1 wurde nach Inkubation mit CuO NP fur A549-Zellen bereits in der Literatur
beschrieben (Hanagata et al, 2011). MYC wird dartber hinaus mit der Induktion der Apoptose
Uber einen durch DNA-Schadigung ausgeldsten G2/M-Phasen-Arrest in Verbindung gebracht
(Sheen et al, 2003). Die Induktion einer DNA-Schadensantwort wird durch eine geringfligig
erhohte Expression von DDIT3 (DNA damage induced transcript 3) und GADD45A, das fur das
gleichnamige Growth arrest and DNA-damage-inducible protein codiert, angedeutet (Zhan, 2005;

Guerrero-Castilla et al, 2014).

Zahlreiche Studien beobachteten bereits ahnliche Genexpressionsprofile von CuO NP in
pulmonalen Zelllinien (Hufnagel et al, 2020; Strauch et al., 2020). AuBerdem wurde eine simultane

Induktion von MT2A, HMOXT1 und IL-8 in Caco-2-Zellen nach Inkubation mit CuO NP und
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I6slichem CuSOs4 von Ude et al beobachtet. Dies liefert zusatzliche Evidenz, zum
Wirkmechanismus von Kupfer-basierten Materialien durch intrazellulédre Freisetzung von
Kupferionen, Induktion von oxidativem Stress und einer anschlieBenden inflammatorischen

Antwort (Ude et al., 2021).

Ein quantitativer Vergleich der am stérksten induzierten Gene nach submerser Inkubation und
ALI-Exposition ist in Abbildung 13 dargestellt. Alle Gene erfuhren eine dosisabhangige Induktion.
Dabei wurde nach submerser Inkubation fur die Induktion von MTIX und HMOXT keine
Abhéangigkeit vom untersuchten Zellkultursystem beobachtet. /L-8 wurde geringflgig héher in
der Kokultur induziert, was durch den Beitrag der Zytokine aus Makrophagen erklart werden kann.
Trotz vergleichbarer Induktion der Metallothionein-codierenden Gene ist nach Inkubation mit
3 yg/cm® der CuO NP eine geringere Induktion der oxidativen Stressantwort und der
inflammatorischen Antwort im Vergleich zu den Cu NP in Mono- und Kokultur zu sehen. Diese
Beobachtung wurde bereits von Denluck et al gemacht und wurde auf die erhdhte
ROS-Generierung durch Cu NP zurlckgefuhrt (Denluck et al, 2018). Zusatzlich zu den
untersuchten Nanomaterialien wurde eine lonenkontrolle mitgefihrt. Diese spiegelt den bereits
extrazelluldr im Zellkulturmedium geldsten Anteil an Kupferionen der hochsten verwendeten
Konzentration an Kupfer-basierten Nanomaterialien wider. Auch diese Kontrolle fihrte zu einer
erhéhten Expression aller drei Gene, wodurch ein Beitrag extrazelluldr im Medium gel&ster lonen

zur Wirkung der Nanomaterialien wahrscheinlich erscheint.

Nach ALI-Exposition ist eine schwachere Induktion der drei Gene zu beobachten. Diese
Beobachtung kann darin begriindet sein, dass Uber ein ALl kultivierte Zellen bereits einen héheren
Basalwert an Zytokinen und Stressmarkern aufweisen. Des Weiteren ist nach ALI-Exposition vor
allem nach Inkubation mit Cu NW und bei héheren Dosen der Cu NP eine verringerte Induktion
von MT1X und HMOXT in der Kokultur zu erkennen. Da die Materialien nach ALI-Exposition zuerst
mit den makrophagenahnlichen dTHP-1-Zellen in Berlhrung kommen ist es moglich, dass die
Materialien bereits zu einem groBen Teil von diesem Zelltyp aufgenommen wurden und dadurch
eine verringerte Aufnahme durch die Epithelzellen erfolgte. Dieser Effekt wurde bereits bei der
Untersuchung der Zytotoxizitat der Materialien in der Kokultur beobachtet. Im Falle von /L-8 ist
fur die submers inkubierten Proben eine erhohte Induktion in der Kokultur zu erkennen, wobei
dieser Unterschied jedoch jeweils nur fir die mittlere Dosis und im Falle der Cu NP zusatzlich fiir
die hochste Dosis signifikant war. Im Gegensatz dazu wurden nach ALI-Exposition mit Cu NP und

Cu NW keine Unterschiede zwischen Mono- und Kokultur in der Expression von [L-8 festgestellt.
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Im Falle der inflammatorischen Antwort scheint der protektive Effekt durch die Kokultur also nicht

ausgepragt zu sein, was durch die vermehrte Ausschittung von Zytokinen durch Makrophagen

im Vergleich zu Epithelzellen erklarbar ist.
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Abbildung 13: Induktion der Gene MT1X, HMOXT und IL-8 durch Kupfer-basierte Nanomaterialien
nach submerser Inkubation und nach Exposition liber ein ALI. Beas-2B Zellen wurden in Monokultur
und in Kokultur mit differenzierten THP-1 Zellen entweder fir 24 h submers mit dem entsprechenden
Nanomaterial inkubiert oder fur 10 min an der Vitrocell® Cloud einem NM-haltigen Aerosol gegentber
exponiert und anschlieBend fir 24 h am ALl kultiviert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen + SD. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Kultivierungsmodellen:
* <0,05, ** < 0,01 (ungepaarter t-Test).
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4.1.3.4 Genotoxizitat

Teile der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden von Elisa Weschenfelder im Rahmen

ihrer wissenschaftlichen Abschlussarbeit angefertigt.

Die Ergebnisse der Genexpressionsstudien zeigten eine leichte Induktion von DDIT3 und
GADD45A, welche als Marker fur eine DNA-Schadensantwort fungieren. Daher wurde zusatzlich
die genotoxische Wirkung der Kupfer-basierten Materialien Uber die Quantifizierung von
DNA-Strangbriichen mittels alkalischer Entwindung untersucht. Die Ergebnisse nach submerser
Inkubation und ALI-Exposition sind in Abbildung 14 dargestellt. Sowohl nach submerser
Inkubation als auch nach Exposition Uber ein ALl ist eine konzentrationsabhangige Induktion von
DNA-Strangbrichen durch Kupfer-basierte Materialien sowohl in Monokultur als auch in Kokultur
zu erkennen, die in ihrem Ausmal vergleichbar war. In der lonenkontrolle, die mit 157 uM CuCl,
inkubiert wurde, ist keine erhohte Induktion von DNA-Strangbrichen im Vergleich zur
Negativkontrolle zu sehen. Demnach leisten extrazellular im Medium freigesetzte Kupferionen

keinen Beitrag zur genotoxischen Wirkung der Kupfer-basierten Materialien.
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Abbildung 14: Induktion von DNA-Strangbriichen durch Kupfer-basierte Nanomaterialien nach
submerser Inkubation (links) und nach Exposition Uber ein ALl (rechts). Beas-2B Zellen wurden in
Monokultur und in Kokultur mit differenzierten THP-1 Zellen entweder fir 24 h submers mit dem
entsprechenden Nanomaterial inkubiert oder fir 10 Minuten an der Vitrocell® Cloud einem NM-haltigen
Aerosol gegenlber exponiert und anschlieBend fur 24 h am ALl inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD. NK: Negativkontrolle, PK: Positivkontrolle (100 uM
Menadion) Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Kultivierungsmodellen: * < 0,05, ** < 0,01
(ungepaarter t-Test).
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Wahrend DNA-Strangbriiche nach submerser Inkubation mit Cu NP und Cu NW bereits bei einer
Dosis von 3 ug/cm? verursacht wurden, ist fir CuO NP erst ab 7,5 ug/cm?® eine erhohte
Strangbruchrate zu erkennen. In vivo-Studien belegen nach oraler Gabe ebenso eine erhdhte
Genotoxizitat von Cu NP im Vergleich zu CuO MP, wobei dieser Effekt auch im GréBenunterschied
der Materialien begriindet sein kénnte (Noureen et al, 2017). Eine mogliche Erklarung der
erhdhten Toxizitdt von Cu NP und Cu NW im Vergleich zu CuO NP stellt die erhdhte oxidative
Reaktivitat von Cu NP dar, die fur die verwendeten Materialien bereits untersucht und publiziert
wurde (Wall et al, 2021). Auch andere Autoren stellten eine erhohte Toxizitat von Cu NP im
Vergleich zu CuO NP fest, die ebenfalls auf eine erhdhte Fahigkeit ROS zu produzieren

zurlckgefuhrt wurde (Denluck et al., 2018).

Im Vergleich zwischen Mono- und Kokultur ist auBerdem eine erhéhte genotoxische Wirkung
nach submerser Inkubation mit CuO NP und Cu NP in Monokultur zu erkennen, wahrend das
verwendete Zellkultursystem keinen Einfluss auf die Genotoxizitat von submers inkubierten
Cu NW hatte. Diese Beobachtung spiegelt die Ergebnisse der zytotoxischen Untersuchung wider.
Nach ALI-Exposition ist wiederum fir beide Materialien eine abgeschwdchte genotoxische
Wirkung in der Kokultur zu sehen. Dies spricht fur eine protektive Wirkung durch die in der
Kokultur vorhandenen differenzierten THP-1-Zellen, welche nach ALI-Exposition zuerst mit dem
Nanomaterial in Berlhrung kommen und dadurch bereits vermutlich einen GroBteil der
Materialien aufnehmen kénnen. Diese Beobachtung deckt sich auch mit der nach ALI-Exposition

beobachteten Befunden zur Zytotoxizat und zur Genexpression.

Zahlreiche Studien bestatigen eine genotoxische Wirkung fiir CuO NP in humanen pulmonalen
Zelllinien, wobei diese hauptsachlich durch die Freisetzung von Metallionen und der dadurch
induzierten oxidativen Stressantwort zum Tragen kommt (Akhtar et al., 2016; Karlsson et al.,, 2008;
Strauch et al,, 2017; Semisch et al,, 2014; Cronholm et al,, 2013). In dieser Arbeit wurde allerdings
zum ersten Mal die in vitro-Genotoxizitat von Cu NP und Cu NW nach submerser Inkubation und

Uber ein ALI verglichen.
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4.2 SILBER-BASIERTE NANOMATERIALIEN

Zur Untersuchung der Toxizitat von Silber-basierten Nanomaterialien wurden Ag NP und Ag NW
ausgewahlt. Die Exposition von Mono- und Kokultur gegentber Ag NP oder Ag NW fand Uber
zwei Szenarien statt. Zum einen wurden die Zellen gegentber beiden Materialien submers

inkubiert. Weiterhin fand fur beide Materialien eine Exposition Uber ein ALl statt.

4.2.1 Physikochemische Eigenschaften

Die Materialien wurden zunachst auf ihre physikochemischen Eigenschaften hin untersucht. Nach
Aufarbeitung wurde dazu einerseits die GroBenverteilung mittels Rasterelektronenmikroskopie
(REM) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bestimmt. Andererseits wurden fir Ag NP
Messungen durch dynamic light scattering (DLS) durchgefihrt. Abbildung 15 zeigt typische
elektronenmikroskopische Aufnahmen der Silber-basierten Materialien und in Tabelle 8 sind die

Ergebnisse der physikochemischen Eigenschaften zusammengefasst.

Die Vermessung der Ag NP ergab einen mittleren primaren Durchmesser von 15,5 + 0,04 nm,
wahrend der hydrodynamische Durchmesser bei 72,4 + 10 nm lag. In der Literatur wurden far
dieselben Partikel vergleichbare Abmale beschrieben (Bobyk et al, 2021). Der PDI der
Ag NP-Suspension von 0,31 deutet auf eine relativ monodisperse Suspension hin, was auch fur
die in Abbildung 15 dargestellten Ag NP ersichtlich ist. Insgesamt stimmen die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten Ergebnisse der Charakterisierungsstudien von Ag NP mit den in der Literatur
beschriebenen Eigenschaften der selben Partikel tberein (Kleiven et al, 2018). Die verwendeten
Ag NW wiesen eine mittlere Lange von 10,6 + 0,28 um und eine mittlere Breite von 110 + 1,6 nm
auf und besitzen so die Eigenschaften einer WHO-Faser mit einer Mindestlange von 5 um und
einem Lange-zu-Breite-Verhaltnis von mindestens 3:1. Als MaB fur die Stabilitat der Suspension
wurde das (-Potential gemessen, welches mit Werten zwischen -4 und -12 mV fir beide
Silber-basierten Materialien flr eine eher instabile Suspension spricht. Die Verneblung der Ag NW
verursachte eine Kirzung der Fasern auf eine mittlere Lange von 3,7 + 2,64 uym (Abbildung 15C).
AuBerdem wiesen die Fasern nach Verneblung teilweise Knicke und Krimmungen auf. Insgesamt
zeigten sich nach Verneblung jedoch dennoch typische Fasereigenschaften, wie z.B. ein

Lange-zu-Breite-Verhaltnis von mindestens 3:1.

57



SILBER-BASIERTE NANOMATERIALIEN

Abbildung 15: Exemplarische elektronenmikroskopische Aufnahmen von Ag NP (A), Ag NW (B) und
vernebelten Ag NW (C). Die Materialien wurden nach Aufarbeitung nach dem NANOGENOTOX-Protokoll
in einer Konzentration von 2,56 mg/mL auf ein TEM-Grid aufgetragen oder mittels der Vitrocell® Cloud
vernebelt und anschlieBend elektronenmikroskopisch betrachtet.

Tabelle 8: Physikochemische Eigenschaften Silber-basierter Nanomaterialien. d,: Primardurchmesser;
du: hydrodynamischer Durchmesser; PDI: Polydispersitatsindex;

Materialspezies Ag NP Ag NW Ag NW (vernebelt)
Lange (um) - 10,6 £ 0,28 3,68 + 2,64
Breite (nm) - 110 £ 1,6 110 £ 1,6

dpr (M) 15,5 £ 0,04 - -
du (nm) 72,4+ 10,0 - -
PDI 0,31+ 0,06 - -

(-Potential (mV) -11,2 £ 2,1 -4,1+ 0,1 -
Reinheit (% wt) 99,3 +0,08 991+ 0,65 -
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4.2.2 Untersuchungen zur Loslichkeit

Die Loslichkeit von Ag NP und Ag NW wurde in alveolarer und lysosomaler Modellflissigkeit,
sowie in den verwendeten Zellkulturmedien untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16
zusammengefasst. Sowohl Ag NP als auch Ag NW wiesen eine vernachlassigbar geringe
Loslichkeit in allen vier untersuchten Medien auf. Dies steht im Widerspruch zu der bereits
bekannten Loslichkeit von Silbermaterialien im sauren Milieu (Breitner et al., 2018; Shimizu et al.,
2022). Auch Pem et al. stellten eine Loslichkeit der Ag NP fest, welche jedoch mit einer raschen
Transformation Uber die Bildung von Schwefel-assoziierten Sekundarpartikeln einhergeht (Pem
et al, 2021). Die Transformation der Silbermaterialien wurde in dieser Arbeit nicht verifiziert, daher
kann eine Losung und anschlieBende Bildung von Sekundarstrukturen nicht ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 16: Loslichkeit Silber-basierter Nanomaterialien in verschiedenen physiologischen und
Zellkultur-relevanten Medien. Die Materialien wurden in einer Konzentration von 100 pg/mL fir den
jeweiligen Zeitraum bei 37 °C inkubiert. Nach Abtrennung der nicht-gelésten Ruckstdnde durch
Zentrifugation wurde der lonengehalt im Uberstand mittels GF-AAS bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SD aus drei unabhdngigen Versuchen. AAF: artifizielle alveolare Flussigkeit (pH 7,4); ALF:
artifizielle lysosomale Flussigkeit (pH 4,5); KGM: keratinocyte growth medium, RPMI: Roswell Park Memorial
Insitute Medium;
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4.2.3 Toxikologisches Wirkprofil

Die Untersuchung des toxikologischen Wirkprofils umfasste die Untersuchung des ATP-Gehalts,
der zelluldren Verfligbarkeit, Feststellungen von Anderungen im Genexpressionsprofil und die
Induktion von DNA-Strangbriichen. Die Ergebnisse dieser Endpunkte werden in den folgenden

Kapiteln dargestellt und diskutiert.

4.2.3.1 Zytotoxizitat

Teile der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden von Yvonne Kdder im Rahmen ihrer

wissenschaftlichen Abschlussarbeit angefertigt.

Die Zytotoxizitat der Silber-basierten Nanomaterialien wurde Uber die Ermittlung des
ATP-Gehalts untersucht und ist fur die submerse Inkubation in Abbildung 17 dargestellt. Fur
Ag NP ist in Mono- und Kokultur eine dosisabhdangige Abnahme der Zellviabilitat zu sehen. So
wurde bereits bei einer Dosis von 3 pg/cm? eine Reduktion auf 90 % beobachtet. Bei einer Dosis
von 15 pg/cm2 sank die Viabilitat weiter auf etwa 50 %, bis hin zu 0 % Viabilitat nach einer
Inkubationsdosis von 30 ug/cm?, was mit der Zytotoxizitat in A549-Zellen vergleichbar ist (Bobyk
et al, 2021). Ahnliche Ergebnisse fir Beas-2B-Zellen wurden nach Inkubation mit
Citrat-stabilisierten Ag NP beobachtet, wobei im MTS-Assay eine Reduktion der Viabilitat auf
50 % nach einer Inkubation mit 50 pg/mL (entspricht 15 ug/cm?) beobachtet wurde (Zhang et al,,
2015a). Jang et al. stellten dagegen bereits ab einer Konzentration von 0,75 ug/mL signifikante
zytotoxische Effekte nach Inkubation mit 5 nm groBen PVP-stabilisierten Ag NP fest. Dabei war
die Zytotoxizitat der Partikel jedoch abhangig von der GréBe, da bei groBBen Partikeln, mit einer
GroBe von 100 nm, keine zytotoxischen Effekte beobachtet wurden (Jang et al, 2021). Eine
Abhéangigkeit von der PartikelgroBe beschreiben auch Gliga et al, wobei 10 nm groBe Ag NP
unabhangig von ihrer Beschichtung eine starke Zytotoxizitat verursachten (Gliga et al,, 2014). Zu
einem anderen Ergebnis kamen dagegen AshaRani et al, die in der Hirntumorzelllinie U-251 und
in Fibroblasten nach Inkubation mit 100 ug/mL (entspricht etwa 30 ug/cm?) keine zytotoxischen
Effekte festgestellt haben. Effekte wurden hier erst ab einem Inkubationszeitraum von 48 h
beobachtet (AshaRani et al., 2009). Diese divergierenden Ergebnisse zur Zytotoxizitdt von Ag NP
kdnnen mit der Verwendung unterschiedlicher Zelllinien und einer daraus resultierenden
unterschiedlichen Internalisierungsrate erklart werden. Aber auch die Stabilisierung oder

Beschichtung der Partikel kann die Internalisierungsrate beeinflussen.
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Fur Ag NW wurde hingegen selbst nach der hochsten Inkubationsdosis von 30 ug/cm? wurde
keine Verringerung des ATP-Gehalts festgestellt. Dabei war ebenfalls kein Unterschied zwischen
Mono- und Kokultur zu sehen. In der Literatur gibt es bislang keine Daten zur zytotoxischen
Wirkung von Ag NW in Beas-2B, jedoch wurde eine ausbleibende Zytotoxizitat ebenso in der
Typ-I-Alveolarzelllinie TT1 beobachtet (Chen et al, 2013). Ergebnisse einer weiteren Studie zeigen
zwar eine vorhandene Zytotoxizitdt von Ag NW in humanen Makrophagen, welche jedoch im
Vergleich zu Ag NP geringer ausgepragt war (Theodorou et al, 2017). Im Gegensatz dazu
verursachten PVP-stabilisierte Ag NW starke zytotoxische Effekte in A549-Zellen nach 48 h
(Stoehr et al,, 2011). Es gibt also divergierende Beobachtungen beziglich der Zytotoxizitat von
Ag NW. Neben dem verwendeten Zelltyp scheint zusdtzlich die Lange der Ag NW, die

Inkubationszeit und die Beschichtung eine Rolle zu spielen.
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Abbildung 17: Einfluss submers inkubierter, Silber-basierter Nanomaterialien auf den ATP-Gehalt in
Beas-2B-Zellen und einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen und differenzierten Monozyten mit
makrophagenéahnlichen Eigenschaften (dTHP-1). Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur und in Kokultur
mit differenzierten THP-1-Zellen fur 24 Stunden mit dem entsprechenden Nanomaterial submers inkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD.

Nach ALI-Exposition ist fiir Ag NP bei einer Dosis von 4,9 pg/cm? eine Reduktion des ATP-Gehalts
auf 70 % in der Kokultur zu sehen, wahrend die Monokultur keine zytotoxischen Effekte bei dieser
Dosis zeigte. Erst ab einer Expositionsdosis von 8 ug/cm? fiel der gemessene ATP-Gehalt in
Mono- und in Kokultur auf ein vergleichbares Niveau von 70 %. Nach Exposition mit Ag NW

ergibt sich ebenfalls eine starkere Sensitivitat in der Kokultur, wobei hier bereits ab einer Dosis
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von 2,8 ug/cm? eine Reduktion des ATP-Gehalts auf 65 % zu sehen ist. Die gleiche Dosis an
Ag NW zeigte in der Monokultur keine Effekte. Hier wurden leichte Effekte erst ab einer Dosis von
6,47 ug/cm?® beobachtet (ATP-Gehalt 85 %). Nach Exposition mit der héchsten Dosis an Ag NW
(11,47 ug/cm?) ist fr beide Kultivierungssysteme eine starke Zytotoxizitét zu erkennen, wobei die
Kokultur sensitiver reagierte. Es war auBBerdem zu beobachten, dass die Starke der zytotoxischen
Wirkung nach ALI-Exposition fur Ag NP und Ag NW in etwa vergleichbar war. Diese Beobachtung
wird auch in der Literatur beschrieben, wobei eine Tetrakultur aus Epithelzellen, Makrophagen,

Fibroblasten und Endothelzellen gegenliber Ag NP und Ag NW (ber ein ALl exponiert wurde und
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Abbildung 18: Einfluss von Silber-basierten Nanomaterialien auf den ATP-Gehalt von Beas-2B-Zellen
und einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen und differenzierten Monozyten mit makrophagenahnlichen
Eigenschaften (dTHP-1) nach ALI-Exposition. Die Zellen wurden fur 10 Minuten an der Vitrocell® Cloud
gegenuber einem NM-haltigen Aerosol exponiert und fir 24 Stunden am ALl inkubiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD. Horizontale Fehlerbalken zeigen die
Varianz in der deponierten Dosis an.

nach 24 h fir beide Materialien eine Erhéhung der LDH-Freisetzung bei einer Inkubationsdosis
von 5 pg/cm? beobachtet wurde (Fizesan et al, 2019). Die nach ALI-Exposition erhaltenen
Zytotoxizitatsdaten sind im Falle der Ag NP mit den Ergebnissen nach submerser Inkubation
vergleichbar. Sowohl die Mono- als auch die Kokultur reagierten nach ALI-Exposition dagegen
weitaus sensitiver auf Ag NW. Eine hohere Sensitivitat nach ALI-Exposition gegenUber submerser
Exposition wurde bereits fur TiO, NP und CeO, NP beobachtet (Diabaté et al, 2020). Als
maoglicher Grund kann hierfir die tatsachliche Depositionsdosis angegeben werden, welche nach

submerser Inkubation nicht ermittelt wurde.
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Eine weitere mdgliche Erklarung fur die vorhandene Zytotoxizitat der Ag NW nach ALI-Exposition
im Gegensatz zur submersen Inkubation kann in der Lange der Fasern begriindet sein: Wahrend
die Fasern in der submersen Inkubation eine mittlere Lange von 10,6 um aufwiesen, lagen die
Fasern nach ALI-Exposition gekirzt auf eine Lange von 3,7 um vor. In der Literatur wurde bereits
beobachtet, dass kirzere Fasern mit einer mittleren Lange von 4 um hohere zytotoxische Effekte
aufweisen als langere Fasern mit einer mittleren Lange von 10-20 um. Wahrend kurze Ag NW
komplett in Makrophagen phagozytiert wurden, neigten langere Ag NW zur Induktion einer
proinflammatorischen Wirkung, die mit einem Ausbleiben zytotoxischer Effekte einherging

(Toybou et al.,, 2019).

Nach ALI-Exposition mit Ag NW wurde aullerdem eine hdhere zytotoxische Wirkung in der
Kokultur beobachtet. Die in der Kokultur befindlichen Makrophagen scheinen also einen Einfluss
auf die Zytotoxizitat nach ALI-Kultivierung zu haben. Diese Beobachtung ist in der Literatur noch
nicht beschrieben. Sie zeigt jedoch, dass die Kokultur ein empfindlicheres Zellsystem gegentber

Ag NW darstellt.

4.2.3.2 Zelluldre Verfiigbarkeit

Die zellulare Verfigbarkeit von Ag NP und Ag NW wurde als intrazellulare lonenfreisetzung
submers in Beas-2B- und in differenzierten THP-1-Zellen untersucht. Um eine Uberbestimmung
der aufgenommenen Materialien durch an der Zellmembran anhaftende Materialriickstande zu
verhindern, wurde ein Ansatz gewahlt, der mittels einer Zelllyse nur die |8slichen Fraktionen der
Zelle und die darin befindlichen freigesetzen lonen erfasst. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19
dargestellt. Aufgrund der hohen Toxizitdt von Ag NP in dTHP-1-Zellen, wurden fir diese
Inkubation geringere Dosen ausgewahlt. Nach Inkubation mit Ag NP stieg die intrazellulare
Silberionen-Konzentration vor allem in den differenzierten THP-1-Zellen stark an. So wurde bei
einer Dosis von 3 ug/cm? bereits eine Konzentration von 174 uM beobachtet, wahrend die
Exposition der Beas-2B-Zellen durch die Ag NP nach 3 ug/cm? lediglich zu einer Erhéhung auf
60 uM fuhrte und bei héheren Dosen auf maximal 119 uM anstieg. Ein dhnliches Bild ergab sich
fr die Ag NW. Hier wurde nach einer Inkubation der differenzierten THP-1-Zellen mit 30 pg/cm?
eine Silberionen-Konzentration von 324 uM festgestellt, wahrend die intrazellulare

lonenkonzentration nach Inkubation der Beas-2B-Zellen mit der gleichen Dosis 97 uM betrug.
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Der erhdhte lonengehalt in dTHP-1-Zellen spricht flr eine erhdhte Aufnahme von Silber-basierten
Nanomaterialien in Zellen mit makrophagenahnlichen Eigenschaften durch eine erhdhte
Phagozytose-Aktivitat. Die Ergebnisse werden durch Studien von Li & Wang unterstitzt, die die
Aufnahme von Ag NW in HaCaT-Zellen und Mausmakrophagen untersuchten. Hier wurde
ebenfalls eine erhdhte Aufnahme von Ag NW in die Makrophagen beobachtet (Li & Wang, 2021).
Eine Aufnahme von Ag NP und Ag NW und rasche intrazellulare Freisetzung wurde bereits in
einigen Studien in unterschiedlichen Zelllinien festgestellt (Matteis et al., 2015; Theodorou et al,
2017). Die Wirkweise der Silberionen wird dabei durch anschlieBende Bindung an zellulare
Thiol- und Chloridgruppen beschrieben, wodurch zellulare Proteinfunktionen und antioxidative
Mechnismen beeinflusst werden und somit zytotoxische Effekte auftreten (Jiang et al., 2015; Hsiao

et al, 2015; Bobyk et al.,, 2021).
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Abbildung 19: Intrazelluldre Silberionen-Konzentration nach submerser Inkubation mit
Silber-basierten Nanomaterialien in Beas-2B-Zellen und differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1). Die
Zellen wurden fur 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
lysiert, die Zellmembran abgetrennt und die lonenkonzentration im Uberstand mittels GF-AAS gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD.

Neben dem lonengehalt in der gesamten Zelle, wurde die intrazelluldre lonenverteilung in
Zytoplasma und Zellkern beider Zelllinien untersucht. Dazu wurde eine Fraktionierungsmethode
angewandt, wodurch die |6slichen Fraktionen des Zytoplasmas und des Zellkerns isoliert werden

konnten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 als heatmap dargestellt. Wahrend nach Inkubation

mit beiden Materialien geringe Konzentrationen von Silberionen im Zytoplasma detektiert

64



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

wurden, wurde eine erhdhte Akkumulation von beiden untersuchten Materialien im Zellkern der

Beas-2B-Zellen und fur Ag NW zusatzlich im Zellkern der differenzierten THP-1-Zellen gefunden.
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Abbildung 20: Intrazelluldre lonenverteilung in Zytoplasma und Zellkern nach submerser Inkubation
mit Silber-basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fur 24 h mit dem entsprechenden Material
inkubiert und anschlieBend einem Fraktionierungsprotokoll unterzogen. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SD aus drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten.

Diese Arbeit betrachtet erstmals die intrazelluldre Verteilung von Silberionen, die aus
Silber-basierten Nanomaterialien freigesetzt wurden. Dagegen gibt es Veroffentlichungen zur
intrazelluldren Verteilung von ungel6sten Ag NP. Diese zeigen teilweise ein Vorhandensein von
Ag NP im Zellkern (AshaRani et al, 2009), teilweise jedoch auch den Verbleib der Ag NP im
Zytoplasma mit Anlagerung um den Zellkern (Greulich et al, 2011). Insgesamt zeigen jedoch alle
veroffentlichten Daten zur intrazelluldren Verteilung von Silber eine rdumliche Nahe zwischen den
Silbermaterialien und dem Zellkern. Dies deutet auf eine mdgliche Interaktion der Materialien mit
Zellkern-Bestandteilen wie beispielsweise der DNA und damit eine mdglicherweise genotoxische

Wirkung hin. Im Verlauf dieser Arbeit wird diese Korrelation weiter diskutiert.

4.2.3.3 Genexpressionsanalysen

Teile der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden von Yvonne Koéder im Rahmen ihrer

wissenschaftlichen Abschlussarbeit angefertigt.

Zur Untersuchung des Genexpressionsprofils nach Inkubation mit Ag NP und Ag NW wurden die
Anderungen im Genexpressionsmuster nach submerser und ALI-Exposition mit beiden
Materialien untersucht. Die Genexpressionsmuster sind nach submerser Inkubation in Abbildung
21 und nach ALI-Exposition in Abbildung 22 in einer heatmap zusammengefasst. Insgesamt ist zu

sehen, dass die ALI-Exposition mit Ag NP und Ag NW eine geringere Auswirkung auf die
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Genexpression in Mono- und Kokultur hat. Mit Ausnahme der quantitativen Unterschiede zeigen
beide Kultivierungssysteme jedoch nach submerser Inkubation und nach ALI-Exposition ein

vergleichbares Genexpressionsmuster.
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Abbildung 21: Anderung der Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer Kokultur aus
Beas-2B-Zellen mit differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1) nach submerser Inkubation mit
Silber-basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fir 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial
submers inkubiert. Eine rote Farbung steht fur eine Induktion, eine blaue Farbung fur eine Repression der
Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen. n.g.: nicht
quantifizierbar.

Die leichte Aktivierung des Gens der antioxidativ wirkenden NAD(P)H-abhdngigen
Chinon-Oxidoreduktase 1 (NQOT), deutet auf eine Detoxifizierung von oxidativem Stress und eine
Beteiligung des Nrf2-Signalwegs hin. Nrf2 reguliert generell die zellulare Antwort gegentber
Elektrophilen und Oxidantien. Bei Anderungen im Redox-Status der Zelle wird Nrf2 aktiviert und
induziert Antioxidantien, Faktoren des Fremdstoffmetabolismus oder andere protektive Enzyme
(Baird & Yamamoto, 2020). Nach Exposition gegentiber beiden Silbermaterialien wurde auBerdem
das Gen TFRC induziert. Dieses codiert fir den Transferrin-Rezeptor TFR1, welcher den
endozytotischen Transport von Eisen durch Transferrin in die Zelle sicherstellt (Liu et al, 2020).

Das Gen SLC30AT, welches fir den Zinktransporter ZNT1 codiert, wurde im schwacheren MaBe

induziert. Durch seine Aufgabe der Regulation der Kationenkonzentration in der Zelle, wird
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jedoch ebenfalls eine Beteiligung an der Metallhomd&ostase diskutiert (Segal et al., 2004; Kambe
et al, 2008). Weiterhin wurden durch oxidativen Stress aktivierte Gene induziert, wobei im
Einzelnen die Gene HMOXT und HSPATA zu nennen sind. HMOXT unterliegt dabei ebenfalls der
Regulation des Nrf2-Signalwegs (Rushworth et al, 2005). Die fur die gleichnamigen Zytokine
codierenden Gene /L-6 und /L-8 wurden durch beide Silbermaterialien ebenfalls induziert und
deuten damit auf eine inflammatorische Wirkung beider Materialien hin, die ebenfalls Gber den
Nrf2-Signalweg reguliert wird (Zhang et al, 2005). Die Induktion von MT1X und MT2A als Gene
fur Proteine der Metallothioneinfamilie zeigt eine intrazelluldre Freisetzung von Silberionen. Eine
Induktion Metallothionein-codierender Gene, Gene der oxidativen Stressantwort und /L-8 nach
Inkubation von Beas-2B-Zellen mit Ag NP wurde bereits von Jang et al. festgestellt und wurde
auf eine Freisetzung von Silberionen und der damit erhéhten Induktion von oxidativem Stress
zurlckgefuhrt (Jang et al., 2021). Weitere Studien zeigen eine Induktion der Zytokine IL-6 und IL-8
nach 24-stundiger Inkubation mit Ag NP in mesenchymalen Stammzellen (Hackenberg et al,
2011). Fur die Gene CCLZ22 und IL-Ta wurde nach Inkubation mit Ag NP in der Kokultur eine
Repression beobachtet, die mit der zytotoxischen Wirkung der Ag NP in Makrophagen begriindet

werden kann.

Auffallig ist weiterhin eine Aktivierung des fur c-Jun codierenden Gens JUN, welches an der
Bildung des Transkiptionsfaktors AP-1 und damit direkt an der Zellzyklusregugulation, der
Apoptose und der Differenzierung beteiligt ist (Hess et al, 2004). JUN wird analog zu den Genen
der oxidativen Stressantwort vermehrt nach Inkubation mit Ag NP induziert, wahrend nach
Inkubation mit Ag NW nur geringe, biologisch nicht relevante Effekte zu sehen sind. Eine
Aktivierung von JUN deutet ebenfalls auf eine oxidative Stressantwort hin (Ma, 2010). Dartber
hinaus wurde eine Expression des flr das gleichnamige Protein codierenden Gens MYC
beobachtet, welche zu einem durch DNA-Schadigung ausgeldsten G2/M-Phasen-Arrest fuhrt
und dadurch die Einleitung der Apoptose verstarkt (Sheen et al, 2003). Die Auslésung einer
DNA-Schédigung durch beide Silber-basierten Materialien wird dartber hinaus durch die
Induktion von DDIT3 (DNA damage inducible transcript 3) deutlich, das an der
DNA-Schadensantwort beteiligt ist fir das jedoch ebenfalls eine Beteiligung an der Apoptose
diskutiert wird (Zhang et al., 2020; Guerrero-Castilla et al,, 2014).
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Abbildung 22: Anderung der Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer Kokultur
aus Beas-2B-Zellen mit differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1) nach ALI-Exposition mit Ag NP und
Ag NW. Die Zellen wurden fir 10 Minuten gegeniber eines NM-haltigem Aerosols exponiert und
anschlieBend fiir 24 h inkubiert. Eine rote Farbung steht fir eine Induktion, eine blaue Farbung fir eine
Repression der Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.
n.g.: nicht quantifizierbar.

Da die Veranderung der Genexpression fur alle Gene innerhalb eines Genclusters etwa gleich war,
werden im Folgenden die quantitativen Veranderungen der am starksten verdnderten Gene und
Cluster diskutiert. Diese beinhalten MT1X, HMOXT und /L-8 und sind nach submerser Inkubation
und nach ALI-Exposition in Abbildung 23 dargestellt. Sowohl nach submerser Inkubation, als auch
nach ALI-Exposition beider Silber-basierter Materialien ist eine 5-6-fache Induktion des
Metallothionein-codierenden Gens MTIX zu sehen. Signifikante Unterschiede zwischen
Mono- und Kokultur wurden dabei lediglich nach submerser Inkubation mit 22,5 ug/cm? Ag NP
festgestellt. Fir HMOXT7 wurde nach Exposition gegenlber Ag NP eine tendenziell verringerte
Induktion in der Kokultur beobachtet, wobei diese verringerte Induktion submers fur die beiden
geringeren Dosen und nach ALI-Exposition fur die mittlere Dosis signifikant war. Im Vergleich
dazu wurde nach Exposition gegentber Ag NW kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Kultivierungssystemen festgestellt. Eine dhnliche Tendenz zeigte auch die Induktion von /L-8,

wobei die abgeschwéchte Induktion in der Kokultur nur fuir geringere Konzentrationen signifikant

war.
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Abbildung 23: Induktion der Gene MT1X, HMOXT und IL-8 durch Silber-basierte Nanomaterialien nach
submerser Inkubation und nach Exposition lber ein ALl. Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur und in
Kokultur mit differenzierten THP-1 Zellen entweder fur 24 h submers mit dem entsprechenden
Nanomaterial inkubiert oder fir 10 Minuten an der Vitrocell® Cloud einem NM-haltigen Aerosol gegentiber
exponiert und anschlieBend fur 24 h am ALl inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen + SD. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Kultivierungsmodellen:
*<0,05, ** £ 0,01, ***< 0,001 (ungepaarter t-Test).

Im Vergleich wurden zwischen submerser und ALI-Exposition sowohl mit Ag NP als auch mit
Ag NW keine quantitativen Unterschiede in der Genexpression festgestellt. Nach submerser
Inkubation mit Ag NW war im Vergleich mit Ag NP eine geringere Induktion aller Gene zu sehen,
was mit der ebenfalls verringerten, in Kapitel 4.2.3.2 und Kapitel 4.2.3.1 beschriebenen

lonenfreisetzung aus Ag NW und der in verringerten Zytotoxizitat einhergeht.
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4.2.3.4 Genotoxizitat

Teile der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden von Yvonne Kdéder im Rahmen ihrer

wissenschaftlichen Abschlussarbeit angefertigt.

Zur Ermittlung der Genotoxizitat der Silber-basierten Materialien wurde die Detektion von
DNA-Strangbrichen mittels alkalischer Entwindung herangezogen. In Abbildung 24 sind die
Ergebnisse sowohl nach submerser Inkubation als auch nach ALI-Exposition dargestellt. Bereits
ab einer submersen Inkubationsdosis von 15 ug/cm? konnte fiir Ag NP eine genotoxische
Wirkung in der Monokultur beobachtet werden, wahrend fur die Kokultur noch keine Effekte
beobachtet wurden. Der Unterschied zwischen beiden Kulturen wurde nach Inkubation mit
30 yg/cm? Ag NP noch verstarkt, wobei in der Monokultur mit 2,5 Strangbrichen pro
10° Basenpaare mehr als doppelt so viele Strangbriiche induziert wurden wie bei gleicher Dosis
in der Kokultur. In beiden Kultivierungssystemen kann die Induktion der DNA-Strangbriche bei
dieser Konzentration jedoch auch durch die hohe Zytotoxizitat zustande kommen, die bereits in

Kapitel 4.2.3.1 beschrieben ist.
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Abbildung 24: Induktion von DNA-Strangbriichen durch Silber-basierte Nanomaterialien nach
submerser Inkubation (rechts) und nach Exposisiton tber ein ALl (links). Beas-2B-Zellen wurden in
Monokultur und in Kokultur mit differenzierten THP-1-Zellen entweder fir 24 h submers mit dem
entsprechenden Nanomaterial inkubiert oder fur 10 Minuten an der Vitrocell® Cloud einem NM-haltigen
Aerosol gegenlber exponiert und anschlieBend fur 24 h am ALl inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD. NK: Negativkontrolle. PK: Positivkontrolle (100 yM
Menadion). Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Kultivierungsmodellen: * < 0,05,
(ungepaarter t-Test).
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Die Inkubation mit Ag NW verursachte ebenfalls eine genotoxische Wirkung in beiden
Kultivierungssystemen, jedoch ist diese erst bei der héchsten Konzentration von 30 pg/cm?
ausgepragt. Gleichzeitig wurde nach Inkubation mit Ag NW kein signifikanter Unterschied
zwischen Mono- und Kokultur festgestellt. Auch nach ALI-Exposition mit beiden Materialien
wurden genotoxische Effekte beobachtet, wobei die Effekte in Mono- und Kokultur ahnlich stark
ausgepragt waren. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung war fir Ag NP nach ALI-Exposition mit der
submersen Inkubation vergleichbar. Aquivalent zur Zytotoxizitat verursachten die Gber das ALl
exponierten Ag NW bereits ab einer Dosis von 2,8 ug/cm? genotoxische Effekte, wobei

Mono- und Kokultur vergleichbar waren.

Eine genotoxische Wirkung von Ag NP in Beas-2B-Zellen wurde submers bereits in mehreren
Studien festgestellt, wobei diese teilweise schon bei geringeren Konzentrationen (Garcia-
Rodriguez et al, 2019b; Gliga et al, 2014), teilweise jedoch auch bei vergleichbarer Dosis
verursacht wurde (Nymark et al., 2013). Dabei wird die genotoxische Wirkung der Ag NP stets auf
deren intrazellulare Freisetzung von Silberionen und anschlieBende Induktion von oxidativem
Stress zurlckgefuhrt (Kim et al, 2011; Nymark et al, 2013; Garcia-Rodriguez et al, 2019b). Als
weiterer Grund flir eine genotoxische Wirkung wurde darlber hinaus zusatzlich das
Vorhandensein von Ag NP im Zellkern und dadurch eine direkte Interaktion mit der DNA
diskutiert (AshaRani et al, 2009). Auch Li et al (2017) untersuchten den genotoxischen
Wirkmechanismus von Ag NP und stellten dabei fest, dass Ag NP zwar durch die Induktion von
oxidativem Stress eine genotoxische Wirkung aufweisen konnen, jedoch auch zusatzliche
Mechanismen der Genotoxizitat auftreten, welche unabhangig von den freigesetzten Silberionen
sind. Es wird beispielsweise die Bildung von ROS direkt durch Ag NP beschrieben (Foldbjerg et
al, 2011). Bislang gibt es nur zwei Studien, die die genotoxische Wirkung von Ag NW betrachten.
Dabei wurden keine mutagenen Effekte von AgNW im Ames-Test und in einem
Chromosomenaberrations-Test beobachtet (Charehsaz et al, 2017). Wang et al. stellten bei einer
Inkubationskonzentration von 50 ug/mL (15 ug/cm?) jedoch mehrkernige Zellen fest (Wang et al.,
2019).
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4.3 NICKEL-BASIERTE NANOMATERIALIEN

Zur Untersuchung des toxikologischen Wirkprofils Nickel-basierter Nanomaterialien wurden
Ni NP und Ni NW verwendet. Die Untersuchungen beider Materialien fand im Rahmen des

Projekts nur submers statt.

4.3.1 Physikochemische Eigenschaften

Zunachst wurden beide Nickel-basierten Nanomaterialien physikochemisch charakterisiert. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Ni NP und Ni NW sind in Abbildung 25 zu sehen. In

Tabelle 10 sind die wesentlichen Eigenschaften zusammengefasst.

Abbildung 25: Exemplarische elektronenmikroskopische Aufnahmen der Nickelmaterialien. Die
Materialien wurden nach Aufarbeitung nach dem NANOGENOTOX-Protokoll in einer Konzentration von
2,56 mg/mL auf ein TEM-Grid aufgetragen und elektronenmikroskopisch betrachtet. A: Ni NP; B: Ni NW;

Wahrend Ni NP in elektronenmikroskopischen Aufnahmen einen Primdrdurchmesser von
21,4 £ 01 nm aufwiesen, zeigten Aufnahmen Uber dynamische Lichtstreuung einen
hydrodynamischen Durchmesser von 388,0 + 33,2 nm, was auf eine starke Agglomeration der
Partikel in Suspension hindeutet. Ein Polydispersitatsindex von 0,67 + 0,02 spricht auBerdem fur
eine polydisperse Suspension, was durch die Ausbildung unterschiedlich groBer
Partikelagglomerate aufgrund der ferromagnetischen Eigenschaften der Ni NP erklart werden
kann. Ni NW wiesen eine mittlere Lange von 9,97 + 0,29 um und eine Breite von 280 + 6 nm auf,

wodurch auch fir diese Faserspezies die Kriterien einer WHO-Faser erfiillt sind.
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Die (-Potentiale beider Materialien liegen in einem Bereich von ca. -15 mV und deuten damit auf
eine instabile Suspension hin. Diese Tatsache konnte auch optisch durch ein schnelles
Absedimentieren der Materialien beobachtet werden. Vor allem Ni NW zeigten auBerdem

magnetische Eigenschaften, was die Stabilitat der Suspension weiter beeinflusste.

Tabelle 9: Physikochemische Eigenschaften Nickel-basierter Nanomaterialien. Die Daten wurden nach
Aufarbeitung nach dem NANOGENOTOX-Protokoll erhoben.

Partikelspezies Ni NP Ni NW
Lange (um) - 9,97 + 0,29
Breite (nm) - 280 £ 6

dp (nmM) 21,4 + 0,1 -

du (nm) 388,0 + 33,2 -

PDI 0,67 £ 0,02 -
(-Potential (mV) -15,7 + 0,2 -14,5
Reinheit (% wt) 98,7 + 0,86 99,1

4.3.2 Untersuchungen zur Loslichkeit

Die Loslichkeit der Nickel-basierten Nanomaterialien wurde in alveoldrer und lysosomaler
Modellflissigkeit sowie in den verwendeten Zellkulturmedien untersucht. Die L&slichkeit nach
24 h, 48 h und nach 7 Tagen ist in Abbildung 26 dargestellt. Nach 7 Tagen wurde fir beide
untersuchten Materialien eine maximale Loslichkeit von 5 % in artifizieller alveolarer Flussigkeit
festgestellt, welche ein Mal3 fur eine extrazelluldre Loslichkeit in der Lungenflissigkeit darstellt.
Damit ist ein Beitrag von extrazellular in der LungenflUssigkeit geldsten lonen zur Toxizitat der
Materialien ausgeschlossen. Ebenso wurde eine geringe Loslichkeit von beiden Nickel-basierten
Nanomaterialien in den verwendeten Zellkulturmedien festgestellt, sodass auch in vitro ein
Beitrag bereits im Medium geldster lonen vernachlassigbar ist. Um den lonenbeitrag auf Basis
dieser Loslichkeit dennoch zu Uberprifen, wurde fir die Untersuchung der Genotoxizitat und der

Genexpression eine lonenkontrolle mitgefuhrt.

In artifizieller lysosomaler Flussigkeit (ALF) zeigten beide Materialien dagegen eine zeitabhangige
Freisetzung von Nickelionen, welche fur Ni NP bereits nach 24 h bei 45 % lag und auf bis zu 55 %
nach 7 Tagen anstieg. Eine Freisetzung von Nickelionen in ALF aus Ni NP wurde bereits in
diversen Studien untersucht. Dabei wurde nach 24 h eine Freisetzung von 80-100 % beobachtet

(Latvala et al, 2016; Mazinanian et al, 2013). Jedoch war hierbei der hydrodynamische
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Durchmesser mit einem Median von 140 nm nur etwa halb so gro3 wie der in der vorliegenden
Arbeit gemessene hydrodynamische Durchmesser von 388 nm. Ein geringerer hydrodynamischer
Durchmesser deutet auf eine geringere Agglomerationsrate der Partikel hin, wodurch die héhere

Aufldsungsrate erklart werden kdnnte (Latvala et al, 2016).
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Abbildung 26: Zeitabhangige Loslichkeit Nickel-basierter Materialien in verschiedenen
physiologischen und Zellkultur-relevanten Medien. Die Materialien wurden in einer Konzentration von
100 pg/mL fur den jeweiligen Zeitraum bei 37 °C inkubiert. Nach Abtrennung der nicht-geldsten
Rickstande durch Zentrifugation wurde der lonengehalt im Uberstand mittels GF-AAS bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen Versuchen. AAF: artifizielle alveolare
Flassigkeit (pH 7,4); ALF: artifizielle lysosomale Flissigkeit (pH 4,5); KGM: keratinocyte growth medium; RPMI:
Roswell Park Memorial Insitute Medium;

Die Freisetzung von Nickelionen aus Ni NW in ALF lag nach 24 h hingegen nur bei 5 %, stieg nach
7 Tagen jedoch auf 35 % an, was fur eine langsame Auflésung der Ni NW spricht. Perez et al.
untersuchten ebenfalls die Loslichkeit von Ni NW in einer physiologischen Modellflussigkeit bei
verschiedenen pH-Werten. Bei pH 4,8 zeigten die Ni NW eine Auflésungsrate von 3 % nach 24 h,
die anschlieBend eine zeitabhdngige Steigerung erfuhr. Gleiche Effekte wurden auch fur die
physiologische Modellflissigkeit mit pH 7,4 beobachtet, wobei die Loslichkeit nach 24 h nur 0,5 %
betrug (Perez et al,, 2016). Der pH-Wert scheint also einen Einfluss auf die Loslichkeit von Ni NW

zu haben, was auch in dieser Arbeit beobachtet wurde.
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4.3.3 Toxikologisches Wirkprofil

4.3.3.1 Zytotoxizitat

Die Zytotoxizitat von Ni NP und Ni NW wurde nach 24 h tber die Abnahme des ATP-Gehalts
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt. Beide Materialien verursachten eine
dosisabhangige Abnahme des ATP-Gehalts sowohl in Mono- als auch in Kokultur auf 70 % bzw.
80 % im Falle der Ni NP respektive der Ni NW bei der héchsten Dosis. Sowohl im Vergleich der
beiden Materialmorphologien, als auch zwischen Mono- und Kokultur wurde kein Unterschied in
der Viabililtat festgestellt. Die Zytotoxizitat von Ni NP wurde bereits in diversen Zelllinien
untersucht. Zytotoxische Effekte wurden dabei in A549-Zellen bereits bei geringeren Dosen von
5-7,5 ug/cm? beobachtet (Magaye et al, 2016; Ahamed, 2011). Diese Tatsache kénnte darin
begrindet sein, dass Ni NP effektiver durch A549-Zellen aufgenommen und freigesetzt werden

im Vergleich zu Beas-2B-Zellen (Wall et al,, 2021).
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Abbildung 27: Einfluss submers inkubierter, Nickel-basierter Nanomaterialien auf den ATP-Gehalt in
Beas-2B-Zellen und einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen und differenzierten Monozyten mit
makrophagenéahnlichen Eigenschaften (dTHP-1). Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur und in Kokultur
mit differenzierten THP-1-Zellen fur 24 Stunden mit dem entsprechenden Nanomaterial submers inkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD.

Weitere Studien konnten dagegen keine oder lediglich eine geringe zytotoxische Wirkung von

Ni NP nach 24 h in pulmonalen Zelllinien und Makrophagen nachweisen (Akerlund et al.,, 2019;
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Latvala et al., 2016) und auch fur NiO NP wurde nur eine geringe Zytotoxizitat in Beas-2B-Zellen
beobachtet (Capasso et al., 2014). Generell ist fir Nickel-basierte Nanomaterialien eine zeitliche
Abhéangigkeit der Zytotoxizitat zu sehen. So wurde von Latvala et al. eine signifikante zytotoxische
Wirkung von Ni NP in A549-Zellen nach 48 h festgestellt (Latvala et al, 2016). Auch fur Ni NW
wurde eine zytotoxische Wirkung in verschiedenen Zelllinien wie Colon-Karzinom-Zellen und
humanen Fibroblasten erst nach einem langeren Inkubationszeitraum von mindestens 48 h

festgestellt (Perez et al,, 2016; Felix et al., 2016).

4.3.3.2 Zellulare Verfligbarkeit

Nach Inkubation mit beiden Nickel-basierten Nanomaterialien wurde die intrazellulare
lonenfreisetzung in den Monokulturen der Beas-2B- und dTHP-1-Zellen als MafB fir die zellulare
Verfligbarkeit der Materialien gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 dargestellt. Es ist
ersichtlich, dass Ni NP in beiden untersuchten Zellkulturen eine dosisabhangige Erhéhung des
intrazelluldaren Nickelionen-Gehalts verursachten. In Beas-2B-Zellen ist bei einer Dosis von
3 ug/cm? eine Erhéhung der intrazelluldren Nickelionen-Konzentration auf 336 uM zu sehen.
Dieser Gehalt nimmt bei einer Dosis von 15 pg/cm? bis zu einem Wert von 1217 uM weiter zu. Fir
dTHP-1-Zellen ist im Vergleich zu den Beas-2B-Zellen eine héhere Nickelionen-Freisetzung nach
Inkubation mit Ni NP zu sehen. Bereits bei einer Dosis 0,3 ug/cm? betrug die Konzentration an
intrazellular freigesetzten Nickelionen 255 uM, wahrend bei einer Dosis von 3 ug/cm? schon ein
Gehalt von 720 uM ermittelt wurde. Damit werden aus Ni NP bei der geringsten und der mittleren
Dosis mehr als doppelt so viele Nickelionen in dTHP-1-Zellen freigesetzt wie in Beas-2B-Zellen.
Die Inkubation mit 15 ug/cm? verursachte schlieBlich eine mit den Beas-2B-Zellen vergleichbare
Nickelionen-Konzentration von 1280 uM. Bezogen auf die absolute Aufnahme je Zelle ist
allerdings auch hier eine deutlich hdhere Aufnahme in dTHP-1-Zellen zu sehen (siehe Anhang
7.2.5). Eine mogliche Erklarung fur die erhdhte Aufnahme der dTHP-1-Zellen ist deren erhdhte
Phagozytoseaktivitdt. Es ist auferdem moglich, dass eine langere Inkubationszeit der
Beas-2B-Zellen zu einer erhdhten Internalisierung und Freisetzung von Nickelionen fuhren
konnte. Diese Beobachtung wurde bereits von Pietruska et al. gemacht, die eine zeitabhangige
Erhdhung der intrazelluldren lonenfreisetzung aus Ni NP in der humanen primaren
Lungenepithelzelllinie H460 feststellten. Die lonenfreisetzung wurde hierbei Gber den
Fluoreszenzfarbstoff Newport Green untersucht, der in der Gegenwart von Nickelionen

fluoresziert. 48 h nach Inkubation mit Ni NP beobachteten die Autoren ein intrazellulares
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Vorhandensein von Nickelionen (Pietruska et al, 2011). Eine zeitabhangige Aufnahme von Ni NP
in Beas-2B-Zellen wurde auch von Di Bucchianico et al beobachtet: Wahrend nach 24 h

20 ug/10° Zellen aufgenommen wurden, stieg dieser Wert nach 48 h auf 55 pg/10° Zellen.
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Abbildung 28: Intrazellularer Nickelionen-Gehalt nach submerser Inkubation mit Nickel-basierten
Nanomaterialien in Beas-2B-Zellen und differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1). Die Zellen wurden fur
24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, die
Zellmembran abgetrennt und die lonenkonzentration im Uberstand mittels GF-AAS gemessen. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.

Die Inkubation mit Ni NW verursachte eine dosisabhangige Steigerung der intrazellularen
Nickelionen-Konzentration in dTHP-1-Zellen. So wurde bereits bei einer Dosis von 0,3 pg/cm2 die
intrazellulare lonenkonzentration auf einen Wert von 126 uM erhoht. Bei einer Inkubationsdosis
von 15 pg/cm? ist eine intrazellulire lonenkonzentration von 576 uM zu erkennen. Im Gegensatz
dazu wird in Beas-2B-Zellen selbst bei der hochsten Dosis von 30 ug/cm®  die
Nickelionen-Konzentration nur auf einen maximalen Wert von 89 uM erhéht. Ni NW scheinen
also effektiv durch dTHP-1-Zellen aufgenommen zu werden, wéahrend eine Aufnahme in
Beas-2B-Zellen nur geringflgig erfolgt. Dies ist wiederum durch die unterschiedliche
Phagozytoseaktivitat der beiden Zelllinien zu erkldren, wobei die Zelllinie Beas-2B als
Epithelzelllinie nur eine geringe Phagozytoseaktivitat besitzt. Perez et al untersuchten den
Aufnahmeweg von Ni NW in HCT 116-Zellen und stellten fest, dass Ni NW ausschlieBlich tber

Phagozytose in die Zellen aufgenommen werden (Perez et al., 2016).

Die intrazelluldre lonenverteilung fur beide Nickel-basierten Materialien wurde in Beas-2B- und

dTHP-1-Zellen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt. Nach Inkubation mit
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Ni NP wurden vergleichbare Konzentrationen an freigesetzten Nickelionen in den 1&slichen
Fraktionen des Zellkerns und des Zytoplasmas beobachtet. Daraus ergibt sich, dass nur ein
geringer Anteil der intrazellular freigesetzten Nickelionen in den Zellkern gelangt. Diese
Beobachtung wurde auch fir NiO Mikropartikel gemacht, wobei eine geringere Konzentration
von freigesetzten Nickelionen im Zellkern im Vergleich zum Zytoplasma zu sehen war (Schwerdtle
& Hartwig, 2006). Laut einer Studie von Edwards et al. wurde dartber hinaus nach Inkubation mit
Nickelchlorid weniger als die Halfte der in Makrophagen gefundenen Nickelionen im Zellkern
lokalisiert (Edwards et al, 1998). Nach Inkubation mit Ni NW wurde ebenfalls eine vergleichbare
Freisetzung in Zellkern und Zytoplasma beobachtet, diese ist jedoch im Vergleich zu der
Freisetzung durch Ni NP deutlich geringer und spiegelt die verringerte Freisetzung in der

gesamten Zelle wider (Abbildung 28).
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Abbildung 29: Intrazelluldre lonenverteilung in Zytoplasma und Zellkern nach submerser Inkubation
mit Nickel-basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fir 24 h mit dem entsprechenden Material
inkubiert und anschlieBend einem Fraktionierungsprotokoll unterzogen. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SD aus drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten.

4.3.3.3 Genexpressionsanalysen

Die Genexpression nach Inkubation mit Nickel-basierten Nanomaterialien wurde submers in
Beas-2B-Zellen und in einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen mit differenzierten THP-1-Zellen
durchgefiihrt. In Abbildung 30 sind die log,-fachen Anderungen im Genexpressionsmuster als
heatmap zusammengefasst. Die Inkubation mit 34 uM NiCl, ergab keine Anderung im
Genexpressionsmuster, wonach ein Beitrag extrazellular im Medium geloster Nickelionen
vernachlassigbar ist. Dagegen verursachten Nickel-basierte Nanomaterialien eine Induktion von
Genen in Clustern der Inflammation, der Fibrose, der Metallhomdostase, der oxidativen

Stressantwort, der Zellzyklusregulation und der DNA-Schadensantwort. Im Folgenden werden die
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Unterschiede in der Genexpression hinsichtlich  Mono- und Kokultur sowie der

Materialmorphologie diskutiert.
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Abbildung 30: Anderung der Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer Kokultur
aus Beas-2B-Zellen mit differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1) nach submerser Inkubation mit
Nickel-basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fur 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial
submers inkubiert. Eine rote Farbung steht fur eine Induktion, eine blaue Farbung flr eine Repression der
Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen. n.g.: nicht
quantifizierbar.

Die inflammatorischen Gene, die nach Inkubation mit Nickel-basierten Materialien die auffalligste
Veranderung erfuhren, sind in Abbildung 31 dargestellt. Nach Inkubation mit Ni NP wurden vor
allem die fir die gleichnamigen proinflammatorischen Zytokine codierenden Gene /L-6 und /L-8
um einen log.-fachen Wert von 4 bzw. 6 in der Monokultur erhoht. Dieser Effekt trat
gleichermalien auch in der mit Ni NP inkubierten Kokultur auf. AuBerdem induzierten Ni NP die
verstarkte Expression der inflammatorischen Gene /L-Ta und IL-1b, die flr die gleichnamigen
Interleukine codieren und dem Gen der Cyclooxygenase 2 COX2. Nach Inkubation mit Ni NW
wurde dagegen lediglich das Gen /L-8 unabhangig von der verwendeten Zellkultur auf einen
logz-fachen Wert von ca. 2,4 induziert, wahrend andere inflammatorische Gene nur eine
biologisch nicht relevante Induktion erfuhren. Sowohl nach Inkubation mit Ni NP als auch mit
Ni NW ist auBerdem eine Induktion des proinflammatorischen und profibrotischen Gens OPN zu

sehen, das fur Osteopontin codiert. Osteopontin kann als proinflammatorisches Zytokin

fungieren, das unter anderem durch IL-1B und IL-6 induziert werden kann (Lund et al., 2009). Die
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Induktion von OPN deutet also auch auf eine proinflammatorische Antwort durch beide

Nickel-basierten Materialien hin.
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Abbildung 31: Induktion inflammatorischer Gene nach submerser Inkubation mit Nickel-basierten
Materialien. Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur und in Kokultur mit differenzierten THP-1 Zellen fir
24 h submers inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen +
SD. Signifikante Unterschiede zwischen Mono- und Kokultur wurden mittels ungepaartem t-Test
ausgeschlossen. n.g. : nicht quantifizierbar.

Auf funktioneller Ebene konnte eine erhohte IL-Ta- und IL-13-Ausschittung nach Inkubation mit
Ni NP in dTHP-1-Zellen bereits von Akerlund et al. beobachtet werden, wahrend eine Induktion
von IL-6 und IL-8 in dieser Zelllinie ausblieb (Akerlund et al, 2019). Im Falle von NiO NP gibt es
dagegen mehrere Studien, die eine Induktion von IL-6 und IL-8 in Beas-2B-Zellen belegen
(Capasso et al,, 2014; Veranth et al, 2007). Eine Induktion inflammatorischer Mediatoren wird
unter anderem mit der Aktivierung des MAPK (mitogen activated protein kinase)-NF-kB-(nuclear
factor kB)-Signalwegs in Verbindung gebracht (Ding et al, 2006; Ke et al, 2008). NF-kB spielt
dabei als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle in der inflammatorischen Antwort und der
Apoptose (Denkhaus & Salnikow, 2002). Die Induktion von /L-1b, IL-1a und COX2 deutet dariber
hinaus auf eine zusatzliche Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms hin. Eine solche Induktion durch
Nickel wurde sowohl fur Makrophagen als auch fir Beas-2B-Zellen bereits gezeigt (Guo et al.,

2019; Xin et al.,, 2019).

Cai et al. stellten stellten nach Inkubation von Beas-2B-Zellen mit NiCl, oder NiS eine Relation
zwischen der Induktion von oxidativem Stress und der Expression von COX2 her und schlossen

daraus auf eine Interaktion der Signalwege von NF-kB und NFAT (Cai et al., 2011). Eine Induktion
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von COX2 wurde darlber hinaus bereits in Beas-2B-Zellen fir 16sliches NiCl, und fir unslésliches
NiS beobachtet. Die Autoren flhrten diese Induktion auf eine Unterdriickung der Apoptose in

Beas-2B-Zellen zurlck (Ding et al,, 2006).

Die detaillierten Ergebnisse im Gencluster der oxidativen Stressantwort und der
DNA-Schadensantwort nach Inkubation mit Ni NP und Ni NW sind in Abbildung 32 dargestellt.
Hier zeigt sich insbesondere eine erhdhte Genexpression in der Kokultur, wobei nach Inkubation
mit Ni NP die Gene NFKBT, NFKB2 und SOD2 um einen log-Faktor von 1,8-, 1,6- und 3,7 induziert
wurden. Weitere induzierte Gene im Cluster der oxidativen Stressantwort stellen Gene fur die
Hamoxygenase 1 (HMOXT, 3-fach) und die Thioredoxinreduktase 1 (TXNRD1; 1,9-fach) dar. Nach
Inkubation der Monokultur mit Ni NP wurde dagegen lediglich das Gen HMOXT in biologisch
relevantem Mal3 induziert. Die durch die Kokultur verstarkte oxidative Stressantwort kann durch
den ,oxidativen Burst” erklart werden, wobei eine Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
durch Makrophagen gemeint ist (Babior, 2000). Dieser Effekt wurde fur zweiwertiges Nickel
bereits in Neutrophilen nachgewiesen (Freitas et al, 2010). Die Abgabe von ROS durch
Makrophagen in das umgebende Medium nach Stimulation mit Ni NP wurde bereits beschrieben.
Die Autoren zeigten hierbei einen sekundaren genotoxischen Effekt in Zellen des humanen
Bronchialepithels nach Inkubation mit dem konditionierten Medium der Makrophagen (Akerlund
et al, 2019). Eine mdgliche sekundare Genotoxizitat, die durch Makrophagen verursacht wird, wird
auch durch die vermehrte Induktion (log.-Faktor 3) der Gene DDIT3 und GADD45A deutlich,
welche ausschlieBlich in der Kokultur exprimiert wurden und Marker der DNA-Schadensantwort
darstellen. Weiterhin wurden nach Inkubation mit Ni NP vor allem in der Kokultur die Gene von
Zellzyklusregulatoren beeinflusst. Hierbei sind vor allem die proapoptotischen Gene JUN, MYC,
PMAIPT und VEGFA zu nennen. PMAIPT codiert fir das proapoptotische Protein Noxa und kann
durch die Interaktion mit p53 den Zellzyklusarrest auslésen und die Apoptose einleiten (Oda et
al., 2000). Die Induktion der Gene JUN und MYC in der Kokultur deuten dartber hinaus auf eine
Aktivitat von AP-1 hin, die ebenfalls Uber den ,oxidativen Burst” durch Makrophagen und damit
der endogenen Produktion von ROS zustande kommt (lles et al, 2002). Nach Inkubation mit
Ni NP ist weiterhin vor allem in der Kokultur die Induktion des Gens VEGFA auffallig, das fur den
vascular endothelial growth factor a (VEGF-A) codiert. VEGF-A reguliert den MAPK/ERK-Signalweg
(Wu et al, 2000), dartber hinaus wurde gezeigt, dass VEGF-A den NF-kB-Signalweg aktiviert (Kim
et al, 2001).
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Abbildung 32: Induktion von Genen der oxidativen Stressantwort und der DNA-Schadensantwort
nach submerser Inkubation mit Ni NP. Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur und in Kokultur mit
differenzierten THP-1 Zellen fir 24 h submers inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens
drei unabhdngigen Versuchen + SD. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Kultivierungsmodellen: * < 0,05, ** < 0,01, ***< 0,001 (ungepaarter t-Test).

In den Clustern der oxidativen Stressantwort und der DNA-Schadensantwort wurden keine
Verdanderungen im Genexpressionsmuster durch Ni NW verursacht. Dies kdnnte auf die langsame
Auflésungsrate der Ni NW zurtickgefihrt werden (siehe Kapitel 4.3.2 und 4.3.3.2), wodurch nach
24 h nur eine sehr geringe Menge an freigesetzten Nickelionen aus Ni NW in Beas-2B-Zellen zu
beobachten war. Es ist moglich, dass Effekte nach einer langeren Inkubationszeit mit Ni NW
auftreten koénnten. Eine Induktion von ROS wurde fur Ni NW zwar bereits nach 24 h in
Hela-Zellen beobachtet, jedoch betrug die mittlere Lange der Ni NW in dieser Studie nur 1 um,
wodurch eine schnellere Internalisations- und Auflésungsrate vermutet werden kann (Ma et al,
2014). Trotz der geringen Effekte durch Ni NW auf die oxidative Stressantwort, ist tendenziell eine

hohere Genexpression in der Kokultur zu sehen. Dies gibt Hinweise auf eine durch Makrophagen

induzierte Stressreaktion, die beispielsweise Folge einer ,frustrierten Phagozytose” sein kann.

4.3.3.4 Genotoxizitat

Die genotoxische Wirkung der Nickel-basierten Materialien wurde submers tber die Induktion

von DNA-Strangbriichen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt. Sowohl fur
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Ni NP als auch fir NiNW wurde nach 24-stindiger Inkubation keine Induktion von

DNA-Strangbrtchen in Mono- und Kokultur beobachtet.

w Monokultur &
P Kokultur §

DNA-Strangbriche
(pro 10° Basenpaare)

NK 34 03 3 15 3 15 30 PK
uM pg/cm? pg/cm?
Ni%* Ni NP Ni NW

Abbildung 33: Induktion von DNA-Strangbriichen durch Nickel-basierte Nanomaterialien nach
submerser Inkubation. Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur und in Kokultur mit differenzierten THP-1
Zellen fur 24 h submers mit dem entsprechenden Nanomaterial inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus mindestens drei unabhangigen Versuchen + SD. NK: Negativkontrolle. PK: Positivkontrolle (100 uM
Menadion).

Wahrend fiir Ni NW noch keine publizierten Daten zur Genotoxizitat vorliegen, gibt es im Falle
der Ni NP zahlreiche Studien die eine genotoxische Wirkung zeigen. Magaye et al. wiesen nach
24-stindiger Inkubation eine genotoxische Wirkung in A549-Zellen im Comet Assay nach
(Magaye et al, 2016). Di Bucchianico et al. stellten dagegen nach 48-stiindiger Inkubation nur
eine geringe Genotoxizitat in Beas-2B-Zellen in Form einer Induktion von DNA-Strangbrtichen
fest. Dagegen zeigten die selben Autoren nach 48 h jedoch eine signifikante Induktion von
Mikrokernen, nukleoplasmatischen Bricken und Chromatid-artigen Aberrationen, was eine
aneugene Wirkung von Ni NP vermuten lasst (Di Bucchianico et al., 2018). Der ausbleibende Effekt
in der vorliegenden Arbeit und die von Di Bucchianico et al. beobachteten Effekte nach 48 h
deuten darlber hinaus auf eine zeitabhangige Genotoxizitat der Ni NP hin. Die Induktion von
DNA-Strangbrichen wurde in Beas-2B-Zellen auch nach einer 6-wdchigen low dose Inkubation
beobachtet (Gliga et al, 2020). Ein viel diskutierter genotoxischer Mechanismus von Ni NP ist
auBerdem die Induktion oxidativer DNA-Schaden. Akerlund et al. beobachteten beispielsweise

bereits nach dreistindiger Inkubation mit Ni NP ab einer Dosis von 25 ug/mL (entspricht
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7,5 pg/cmz) eine Induktion von oxidativen DNA-Schdden in Zellen des humanen
Bronchialepithels (Akerlund et al, 2018). Diese sogenannte sekundare Genotoxizitdt kommt vor
allem Uber eine Entziindungsantwort der Zellen und einen ,oxidativen Burst” durch Makrophagen

zustande (Akerlund et al, 2019).
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4.4 TITAN(IV)-DIOXID NANOPARTIKEL, CERIUM(IV)-DIOXID

NANOPARTIKEL UND CARBON NANOTUBES (CNT)

Zur Untersuchung von Materialien, fir die keine relevante Loslichkeit bekannt ist, wurden TiO, NP
und CeO, NP als partikuldre Verbindungen verwendet. Zusatzlich wurde eine Faserkontrolle

bestehend aus unléslichen carbon nanotubes (CNT) mitgefihrt.

Die Untersuchung der physikochemischen Eigenschaften und der Loslichkeit erfolgten fur die
beiden Metall-basierten partikularen Verbindungen TiO, NP und CeO; NP. Fir die Faserkontrolle
CNT wurden keine Charakterisierungsstudien vorgenommen, da dieses Material lediglich als

Faserkontrolle diente in der Literatur bereits umfassend charakterisiert ist (Rasmussen et al., 2014).

4.41.1 Physikochemische Eigenschaften

Zur Vermessung der TiO2 NP und CeOz NP wurden zunéchst elektronenmikroskopische
Aufnahmen gemacht. Exemplarische Aufnahmen hierzu sind in Abbildung 34 dargestellt. Die
Ergebnisse der physikochemischen Untersuchungen sind weiterhin in Tabelle 10

zusammengefasst.

Abbildung 34: Exemplarische elektronenmikroskopische Aufnahmen von TiO, NP (A) und
CeO: NP (B). Die Materialien wurden nach Aufarbeitung nach dem NANOGENOTOX-Protokoll in einer
Konzentration von 2,56 mg/mL auf ein TEM-Grid aufgetragen und elektronenmikroskopisch betrachtet.

Beide Materialien wiesen Primardurchmesser in ahnlicher GréBenordnung von 20-25 nm auf,
wahrend sich die hydrodynamischen Durchmesser der Materialien zwischen 160 und 190 nm

bewegten. Die gemessenen Polydispersitatsindizes von 0,14 bzw. 0,2 fur TiO2 NP bzw. fur
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CeO: NP deuten auf monodisperse Suspensionen hin. Das Zetapotential beider Materialien lag
bei ca. -15 mV und ist mit Literaturdaten von TiO, NP und CeO, NP mit dhnlicher PartikelgroRe
vergleichbar (Xia et al,, 2008).

Tabelle 10: Physikochemische Eigenschaften von TiO, NP, CeO; NP und carbon nanotubes (CNT). Die
Daten wurden nach Aufarbeitung nach dem NANOGENOTOX-Protokoll erhoben. * Daten wurden aus
JRC-Bericht entnommen (Rasmussen et al,, 2014).

Partikelspezies TiO> NP CeO, NP CNT*
Lange (Um) - - 4,048 + 2,371
Breite (nm) - - 67 + 24

dp (NM) 23,7+ 0,5 215+ 0,3 -

du (nm) 165,8 + 14,2 1870 £ 7,3 -

PDI 0,14 + 0,01 0,2 +0,02 -

(-Potential (mV) -14,8 + 0,2 -15+ 0,6 -
Reinheit (% wt) 98,5 99,3 + 0,08 >95

4.4.1.2 Untersuchungen zur Loéslichkeit

Die Loslichkeit von TiO, und CeO, NP wurde sowohl nach sieben Tagen in artifizieller alveolarer
und lysosomaler Flussigkeit als auch nach 24 Stunden in den verwendeten Zellkulturmedien
untersucht. Die Ergebnisse der Ldslichkeitsuntersuchungen sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
Nach sieben Tagen wurde weder fir TiO, NP noch fur CeO, NP eine Loslichkeit in beiden
untersuchten physiologischen  Flussigkeiten festgestellt. Auch in den untersuchten
Zellkulturmedien konnte keine Loslichkeit beobachtet werden. Eine geringe bis nicht vorhandene
Loslichkeit fur dieselben Materialien wurde nach sieben Tagen ebenfalls von Zanoni et al
festgestellt. Die Loslichkeit hing hierbei von der jeweiligen Zusammensetzung der lysosomalen
Modellflissigkeit ab, betrug fur TiO, NP jedoch maximal 4 % und fir CeO, NP maximal 0,3 %. Die
minimalen Abweichungen zu den in dieser Arbeit ermittelten Loslichkeitsraten konnten durch die
unterschiedlichen Versuchsansatze zustande kommen. Wéhrend in der vorliegenden Arbeit ein
statisches System angewandt wurde, verwendeten Zanoni et al. ein dynamisches System und
erreichten dadurch eine geringfiigig hdhere Loslichkeit (Zanoni et al,, 2022). Bahl et al. ermittelten
dariiber hinaus eine Loslichkeit von 0,013 ng/cm?/h fiir TiO> NP und eine Léslichkeit von
0,06 ng/cm?/h fiir CeO. NP. Im Vergleich mit der Léslichkeitsrate von bekanntermaBen gut
l6slichen Materialien wie CuO NP oder ZnO NP von 200-300 ng/cm?/h, wurde demnach auch hier
fur TiO2 NP und CeO; NP eine vernachlassigbare Loslichkeit beobachtet (Bahl et al,, 2020). Gleiche
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Beobachtungen wie in der vorliegenden Arbeit wurden fir TiO, NP und CeO, NP auch von

Koltermann-Jilly et al. gemacht (Koltermann-Jilly et al., 2018).

Tabelle 11: Léslichkeit von TiO2 NP und CeO: NP in unterschiedlichen physiologischen und
Zellkultur-relevanten Medien. Die Materialien wurden in einer Konzentration von 100 pg/mL fir den
jeweiligen Zeitraum bei 37 °C inkubiert. Nach Abtrennung der nicht-geldsten Partikelriickstdnde durch
Zentrifugation wurde die lonenkonzentration im Uberstand mittels ICP-MS bestimmt. AAF: artifizielle
alveoldre Flussigkeit (pH 7,4); ALF: artifizielle lysosomale Flissigkeit (pH 4,5); KGM: keratinocyte growth
medium, RPMI: Roswell Park Memorial Insitute Medium;

Materialspezies Loslichkeit nach 7 Tagen in % Loslichkeit nach 24 h in %
AAF (pH 7,4) ALF (pH 4,5) KGM RPMI

TiO2 NP 0,002 0,022 0,001 0,008
CeO2 NP 0,001 0,021 0,001 0,005

4.4.2 Toxikologisches Wirkprofil

Fur die Untersuchung des toxikologischen Wirkprofils wurden Beas-2B-Zellen in Mono- und in
Kokultur mit differenzierten Makrophagen fur 24 h mit TiO; NP, CeO, NP und CNT submers

inkubiert.

4.4.2.1 Zytotoxizitat

Die Zytotoxizitdt der beiden partikuldren Verbindungen TiO, NP und CeO, NP und der
faserformigen CNT wurde in Mono- und in Kokultur nach 24-stindiger Inkubation Utber die
Ermittlung des ATP-Gehalts bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 35 dargestellt. Fir beide
partikularen Verbindungen TiO, NP und CeO, NP war selbst fir die hdchste Konzentration von
30 pg/cm? sowohl in Mono- als auch in Kokultur keine zytotoxische Wirkung zu sehen. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit Literaturdaten. So wurden fur TiO, NP keine bis maximal
moderate zytotoxische Effekte in Beas-2B-Zellen und anderen Zellen des Bronchialepithels
beobachtet (Biola-Clier et al., 2017; Ghosh et al., 2017). Auch in anderen pulmonalen Epithelzellen
wie A549-Zellen wurde keine zytotoxische Wirkung von TiO2 NP beobachtet (Gu et al, 2017;
Diabaté et al, 2020). Hinsichtlich der Zytotoxizitat von CeO, NP gibt es in der Literatur jedoch
divergierende Aussagen: Wahrend einige Autoren CeO2 NP keine zytotoxischen Eigenschaften in
verschiedenen Zelllinien zuschreiben (EI Yamani et al, 2017; Garcia-Rodriguez et al, 2019b;
Diabaté et al, 2020; Bhattacharya et al, 2017), beschreiben andere Autoren eine Beeinflussung

der Viabilitdt von Beas-2B- und Leberzellen durch CeO,NP bereits bei geringen Dosen
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(Rosenkranz et al., 2012; Park et al, 2008a). Dartiber hinaus werden sogar zytoprotektive Effekte
von CeO; NP beschrieben, die aufgrund der redoxaktiven und damit antioxidativen Eigenschaften

von CeO; zustande kommen kdénnen (Xia et al,, 2008).
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Abbildung 35: Einfluss von submers inkubierten TiO, NP, CeO, NP und carbon nanotubes (CNT) auf
den ATP-Gehalt in Beas-2B-Zellen und einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen und differenzierten
Monozyten mit makrophagenahnlichen Eigenschaften (dTHP-1). Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur
und in Kokultur mit differenzierten THP-1-Zellen fur 24 Stunden mit dem entsprechenden Nanomaterial
submers inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhédngigen Versuchen + SD.

Im Gegensatz zur ausbleibenden Zytotoxizitat von TiO, NP und CeO, NP, zeigte sich im Falle der
CNT eine dosisabhangige Abnahme des ATP-Gehalts, wobei jedoch erst ab einer Konzentration
von 15 pg/cm? ein ausgepragter Effekt mit einer reduzierten Viabilitit von 80 % zu erkennen war.
Bei einer Konzentration von 30 ug CNT/cm? sank die Viabilitdt sowohl in Mono- als auch in
Kokultur weiter auf ein Niveau von 70 %. In der Literatur werden widersprichliche Effekte
hinsichtlich der Zytotoxizitdt von CNT beschrieben. Vergleichbare Auswirkungen auf die Viabilitat
in Beas-2B-Zellen wurden von Garcia-Rodriguez et al. beschrieben, wobei die Viabilitat bei einer
Dosis von 100 ug/mL (entspricht 30 ug/cm?) auf ein Niveau von 40 % fiel (Garcia-Rodriguez et al,
2019b). Keine zytotoxischen Auswirkungen wurden hingegen nach Inkubation der
Lungenepithelzelllinien Calu-3 und A549 beobachtet, wahrend CNT in Mausmakrophagen eine
leichte Zytotoxizitat verursachten (Di Cristo et al, 2019; Garcia-Rodriguez et al, 2019b). Im
Gegensatz dazu wurde in der Literatur ein starker zytotoxischer Effekt von CNT in Beas-2B-Zellen
beschrieben, die in serumhaltigem Medium kultiviert wurden (Hirano et al, 2010). Haniu et al.
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stellten fest, dass die zytotoxische Wirkung von CNT maBgeblich vom Inkubationsmedium
abhangt. Wahrend keine zytotoxische Wirkung in Beas-2B-Zellen festgestellt wurde, die mit CNT
in serumfreiem Medium inkubiert wurden, sank die Viabilitat der Zellen nach Inkubation mit CNT
in serumhaltigem Medium signifikant ab. Dieser Effekt wird auf die Proteinzusammensetzung der
Medien zurlickgefihrt, welche zu einer unterschiedlichen Internalisierungsrate der CNT in die
Zellen fuhren kann. CNT die in serumfreien Medium suspendiert wurden werden demnach in
geringerem Male internalisiert und zeigen vielmehr eine Anheftung an die Zelloberflache (Haniu
et al, 2013). Ursini et al. zeigten darUber hinaus, dass unterschiedliche Zytotoxizitatsassays zu
unterschiedlichen Ergebnissen nach Inkubation mit CNT flihren kénnen. So wurde mittels
WST1-Assay keine Zytotoxizitat beobachtet, wahrend die Zellen im MTT-Assay starke zytotoxische
Reaktionen zeigten (Ursini et al., 2014). Dartber hinaus gibt es in der Literatur Hinweise auf eine
maogliche geringere Zytotoxizitdt einer Kokultur gegeniber CNT. Hierbei wurden eine
A549-Monokultur und eine kontaktlose Kokultur aus A549- und dTHP-1-Zellen gegenlber CNT
und Asbest exponiert (Ventura et al., 2020). Eine solche Beobachtung wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht beobachtet. Ein moglicher Grund hierfir kénnten die unterschiedlichen Zelllinien

darstellen.

4.42.2 Zelluldre Verfiigbarkeit

Die zelluldre Verfugbarkeit wurde fur TiO2 NP und CeOz NP nach 24-stiindiger Inkubation in den
beiden Monokulturen der Beas-2B- und dTHP-1-Zellen untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 36 dargestellt. Bei einer Inkubationsdosis von 30 ug/cm? ist sowohl fir TiO> NP als
auch fur CeO2 NP nur eine geringe Erhéhung der intrazellularen lonenkonzentration im Vergleich
zu den Basalkonzentrationen auf maximal 25 pM zu sehen. Diese geringe lonenfreisetzung durch
TiO2 NP und CeO; NP in beiden Zelllinien ist vereinbar mit der in Kapitel 4.4.1.2 beschriebenen
lysosomalen Unldslichkeit beider Materialien. Die intrazelluldre lonenfreisetzung nach Inkubation
mit TiO> NP und CeO, NP wurde in der Literatur bislang nicht untersucht. Es wird jedoch eine
Aufnahme beider Materialien in die Zellen beschrieben (Xia et al., 2008; Vales et al.,, 2015; Park et
al, 2008b). Singh et al. beobachteten auBBerdem eine Kolokalisation von internalisierten CeO, NP
mit Lysosomen und schlossen daraus auf eine endozytotische Aufnahme der Partikel (Singh et al.,
2010). Fur die Faserkontrolle CNT wurden in der vorliegenden Arbeit keine Aufnahmestudien
durchgefihrt, in der Literatur wurde jedoch gezeigt, dass CNT in Bronchialepithelzellen

aufgenommen werden (Maruyama et al,, 2015).
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Abbildung 36: Intrazelluldre Titan- und Ceriumionen-Konzentration nach submerser Inkubation mit
TiO2 NP und CeO; NP in Beas-2B-Zellen und differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1). Die Zellen wurden
fur 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, die
Zellmembran abgetrennt und die lonenkonzentration im Uberstand mittels ICP-MS gemessen. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.

4.4.2.3 Genexpressionsanalysen

Die Genexpression in Mono- und Kokultur wurde nach submerser Inkubation mit TiO, NP,
CeO2 NP und CNT untersucht. In Abbildung 37 sind die logs-fachen Anderungen im
Genexpressionsmuster als heatmap zusammengefasst und in Abbildung 38 werden die

auffalligsten Veranderungen im Detail dargestellt.

Insgesamt werden nach Inkubation mit allen drei Materialien nur wenige Gencluster aktiviert. Eine
biologisch relevante Anderung tritt nur im Cluster der Inflammation auf. Fir TiO2 NP und CeO, NP
wurde keine biologisch relevante Anderung im Genexpressionsmuster sowohl in Mono- als auch
in Kokultur beobachtet. Es ist tendenziell eine etwas starker ausgepragte Induktion der
Inflammationsmarker in der Monokultur zu sehen, jedoch ist diese nicht signifikant. CeO, NP
verursachten dagegen in der Monokultur eine Repression von /L-Ta um einen logz-fachen Wert

von -1,6.
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Abbildung 37: Anderung der Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer Kokultur
aus Beas-2B-Zellen mit differenzierten THP-1-Zellen (dTHP-1) nach submerser Inkubation mit
TiO2 NP, CeO; NP und carbon nanotubes (CNT). Die Zellen wurden fir 24 h mit dem entsprechenden
Nanomaterial submers inkubiert. Eine rote Farbung steht fur eine Induktion, eine blaue Farbung fir eine
Repression der Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.
n.g.. nicht quantifizierbar.

Fur TiO, NP wurde ein ausbleibender Einfluss auf das Transkriptom bereits in drei verschiedenen
immunkompetenten Zellen beschrieben (Tuomela et al, 2013). Im Gegensatz dazu zeigten
weitere Autoren einen Einfluss durch TiO, NP auf die oxidative Stressantwort und die
inflammatorische Antwort (Park et al, 2008b). Auch Diabaté et al zeigten nach submerser
Inkubation in einer Kokultur aus A549- und dTHP-1-Zellen und nach ALI-Exposition in
A549-Zellen inflammatorische Effekte. Hierbei wurde jedoch nach submerser Inkubation nur eine
geringfliigige Induktion von IL-8 beobachtet, wahrend die inflammatorische Antwort nach
ALI-Exposition starker ausgepragt war. Nach Inkubation mit CeO2 NP wurden dagegen weder
nach submerser Inkubation mit Makrophagen, noch nach ALI-Exposition proinflammatorische

Effekte beobachtet. (Diabaté et al., 2020).

Nach Inkubation mit CNT wurden in der Monokultur Gene der inflammatorischen Antwort
lediglich geringfigig induziert. Im Vergleich dazu ist nach Inkubation der Kokultur mit CNT eine

erhdhte Induktion von Inflammationsgenen zu erkennen. Vor allem das Gen /L-8 wurde vermehrt

91



TITAN(IV)-DIOXID NANOPARTIKEL, CERIUM(IV)-DIOXID NANOPARTIKEL UND CARBON NANOTUBES (CNT)

exprimiert. Weitere, im schwacheren MaBe induzierte Gene der inflammatorischen Antwort
stellten /L-7a und /L-6 dar. Dartber hinaus wurden nach Inkubation mit CNT in der Kokultur die

Gene FTH1, SOD2 und VEGFA geringfigig, biologisch jedoch nicht relevant induziert.
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Abbildung 38: Induktion inflammatorischer Gene nach submerser Inkubation mit TiO, NP, CeO, NP
und carbon nanotubes (CNT). Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur und in Kokultur mit differenzierten
THP-1Zellen fir 24 h submers inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen
Versuchen + SD.

Eine erhohte Expression von Inflammationsmarkern nach CNT-Inkubation wurde in
Beas-2B-Zellen ebenfalls von Hirano et al. festgestellt. Hierbei wurden erhdhte mRNA-Gehalte
von /L-6 und /L-8 in Verbindung mit einer Aktivierung von NF-kB beobachtet und auf eine
Beteiligung des NF-kB-Signalwegs zurtickgefuhrt (Hirano et al, 2010). Die vermehrte Induktion
inflammatorischer Gene in Kokulturen aus Epithelzellen und Makrophagen im Vergleich zu
Monokulturen wurde nach Inkubation mit CNT schon mehrfach beschrieben (Fukai et al., 2018;
Ventura et al, 2020). Di lanni et al wiesen aulerdem eine erhdhte Induktion von /L-8 in
dTHP-1-Zellen im Vergleich zu A549-Zellen auf. Zusatzlich wurde hierbei eine Kokultur aus
A549-Zellen, dTHP-1-Zellen und Lungenfibroblasten tber ein ALl untersucht und ebenfalls eine
erhdhte Expression von [L-8 detektiert (Di lanni et al, 2021). Auf Proteinebene konnte IL-8
dagegen nicht nachgewiesen werden (Haniu et al, 2013). Die erhdhte Expression von
inflammatorischen Markern und Markern der oxidativen Stressantwort in der Kokultur betont den

Beitrag der Makrophagen bei der CNT-induzierten Toxizitdt. Eine inflammatorische Wirkung

92



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

durch CNT wird in der Literatur haufig auf eine ,frustrierte Phagozytose” zurtickgefiihrt. Jedoch
ist fir kirzere CNT zusatzlich eine vollstandige Phagozytose und eine darauffolgende Schadigung
von Lysosomen denkbar. Dies fihrt zur Freisetzung von internalisierten CNT ins Zytoplasma und

einer zusatzlichen Bildung von ROS (Di Cristo et al., 2019).

4.4.2.4 Genotoxizitat

Die genotoxische Wirkung von TiO, NP, CeO, NP und CNT wurde Uber die Induktion von
DNA-Strangbriichen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 39 dargestellt. Fur alle drei
Materialien zeigte sich keine Induktion von DNA-Strangbrichen bei einer Inkubationsdosis von
30 pg/cm?. Die ausbleibende genotoxische Wirkung ist dabei fiir die Monokultur sowie fiir die
Kokultur zu sehen. Lediglich die Inkubation mit der Positivkontrolle fihrte zu einer starken
Induktion von DNA-Strangbriichen bis zu einem Wert von 3 Strangbriichen pro 10° Basenpaaren

in der Monokultur und 3,6 Strangbrichen pro 10° Basenpaaren in der Kokultur.

In der Literatur werden teilweise widersprichliche Effekte zur genotoxischen Wirkung von TiO, NP
beschrieben. Wahrend einige Autoren ebenfalls keine genotoxischen Effekte von TiO2 NP in
Beas-2B-Zellen und anderen Lungenepithelzellen in Monokultur und in Kokultur beobachteten
(Branddo et al,, 2020; Cervena et al., 2021; Bhattacharya et al,, 2009; Haase et al,, 2017; Vales et al.,
2015), zeigen Ergebnisse einer weiteren Studie in Beas-2B-Zellen eine genotoxische Wirkung
(Biola-Clier et al, 2017). Es wurde auBerdem beschrieben, dass die genotoxische Wirkung von
TiO2 NP maBgeblich begleitender Lichteinstrahlung und deren Dauer abhangt. TiO; stellt ein
photokatalytisches Material dar, wodurch die erhdhte Genotoxizitat bei Lichtinkubation zustande

kommen kann (Di Bucchianico et al., 2017).

Im Falle der CeO, NP wird in der Literatur in Beas-2B-Zellen ebenfalls eine ausbleibende Induktion
von DNA-Strangbriichen bei einer Inkubationsdosis von 100 ug/mL (entspricht 30 pg/cm?)
beschrieben (Garcia-Rodriguez et al., 2019b). Die gleichen Autoren beschreiben in Beas-2B-Zellen
auBerdem eine ausbleibende Induktion von Mikrokernen nach Inkubation mit CeO, NP (Garcia-
Rodriguez et al, 2019a). Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise auf eine genotoxische Wirkung von
CeO; NP, welche in TK6-Zellen bereits ab einer Inkubationsdosis von 42 ug/mL auftrat (El Yamani
et al, 2017). Obwohl einige Autoren die genotoxische Wirkung von CeO; NP beschreiben, gibt es

keine einheitliche Tendenz. Es werden sowohl prooxidative als auch antioxidative Eigenschaften
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von CeO; NP, welche mit einer induzierten oder ausbleibenden Genotoxizitat einhergehen (Souza

et al, 2018).
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Abbildung 39: Induktion von DNA-Strangbriichen durch TiO2 NP, CeO, NP und carbon nanotubes
(CNT) nach submerser Inkubation. Beas-2B-Zellen wurden in Monokultur und in Kokultur mit
differenzierten THP-1 Zellen fur 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial inkubiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen + SD. NK: Negativkontrolle, PK: Positivkontrolle
(100 uM Menadion).

Die genotoxische Wirkung von CNT wurde in der Literatur bereits umfassend untersucht. Generell
beobachteten die meisten Autoren keine genotoxische Wirkung in Form von einer Induktion von
DNA-Strangbrichen (Louro et al, 2016; Di lanni et al, 2021; Garcia-Rodriguez et al, 2019b).
Allerdings wird mehrfach eine Induktion von Mikrokernen nach Inkubation mit CNT beschrieben
(Louro et al,, 2016; Pinto et al,, 2022; Ventura et al,, 2020; Garcia-Rodriguez et al,, 2019a), was auf
aneugene Effekte hindeutet. Die genotoxische Wirkung scheint auBerdem Zelllinien-abhéangig zu
sein. Wahrend fur die Zelllinie Beas-2B weder eine Induktion von DNA-Strangbriichen noch eine
Induktion von Mikrokernen festgestellt wurde (Louro et al, 2016), zeigte die Inkubation mit CNT
genotoxische Wirkungen in dTHP-1-Zellen in Form von DNA-Strangbrichen (Di lanni et al., 2021)
und eine Induktion von Mikrokernen in A549-Zellen (Pinto et al., 2022; Louro et al., 2016). Ventura
et al. stellten im Falle von A549-Zellen zusatzlich eine héhere Induktion von Mikrokernen nach
Kokultivierung mit dTHP-1-Zellen fest, was eine synergistische Wirkung der Makrophagen zur

Genotoxizitat postuliert (Ventura et al., 2020). Eine solche Beobachtung wurde in der vorliegenden
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Arbeit jedoch nicht gemacht. Hier wurde sowohl in Mono- als auch in Kokultur keine genotoxische

Wirkung beobachtet.
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5 ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION

Das immer breiter werdende Spektrum der industriell produzierten Nanomaterialien erfordert
stichhaltige Konzepte zur Bewertung toxikologischer Wirkmechanismen. Das Ziel des Projekts
MetalSafety, in das sich diese Arbeit eingliedert, war daher die systematische Untersuchung
Metall-basierter =~ Nanomaterialien ~ und  die  Entwicklung  daraus  resultierender
Bewertungskonzepte. Innerhalb der vorliegenden Arbeit stand hierzu die Aufklarung des
toxikologischen Wirkprofils und der zu Grunde liegenden Wirkmechanismen von zehn
partikuldren (NP) und faserférmigen (Nanowire (NW)) Metall-basierten Nanomaterialien in
in vitro-Testmodellen im Fokus. Einige dieser Materialien wurden bereits umfassend untersucht,
wahrend es fur andere Materialien in der Literatur noch keine Daten zum toxikologischen
Wirkmechanismus gibt. Als Zellkulturmodelle wurden die gut etablierte Bronchialepithel-Zelllinie
Beas-2B verwendet und vergleichend hierzu ein Kokultur-System bestehend aus Beas-2B-Zellen
und differenzierten THP-1-Zellen mit makrophagenahnlichen Eigenschaften angewandt. Die
Kokultur sollte die Situation im Zielorgan Lunge realistischer widerspiegeln als eine reine
Monokultur aus Epithelzellen. Wéahrend alle Materialien nach submerser Inkubation untersucht
wurden, fand fur Kupfer- und Silber-basierte Materialien zusatzlich eine Exposition der Zellen Gber
ein air-liquid interface (ALl) statt. Hierfir wurden die Zellen in Mono- und Kokultur an einer
Vitrocell® Cloud mit einem Nanomaterial-haltigen Aerosol exponiert. Der Vorteil einer solchen
Exposition gegenuber einer herkdmmlichen submersen Exposition ist die Moglichkeit, durch eine
integrierte Quarzkristall-Mikrowaage die tatsachlich deponierte Dosis der Nanomaterialien zu
ermitteln. Eine ALI-Exposition spiegelt auBerdem eine inhalative Aufnahme von Nanomaterialien
besser wider. Zunachst wurden die Materialien physikalisch-chemisch charakterisiert. Der Fokus
lag auf der Untersuchung der Lo&slichkeit in unterschiedlichen Medien. Die Léslichkeit in
kinstlicher lysosmaler Flussigkeit sollte beispielsweise Aufschluss dartiber geben, inwieweit die
Materialien intrazellular abgebaut werden und so zu einer intrazelluldren lonenfreisetzung fihren.
AnschlieBend wurde fiir jedes Material das toxikologische Wirkprofil untersucht. Als toxikologisch
relevante Endpunkte wurde die zellulare Verfugbarkeit der Materialien, die Zytotoxizitat anhand
der Modulation des zellularen ATP-Gehalts, die Untersuchung der Genotoxizitat Uber die

Quantifizierung von DNA-Strangbrichen und die Erfassung von Anderungen im
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Genexpressionsprofil der Cluster Inflammation, oxidative Stressantwort, DNA-Schadensantwort
und Zellzyklusregulation ausgewahlt. In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse

aufgeteilt nach Metallspezies zusammengefasst und diskutiert.

Kupfer-basierte Materialien

Alle Kupfer-basierten Nanomaterialien setzten intrazelluldr Kupferionen frei. Diese Beobachtung
wird durch Loslichkeitsversuche in kunstlicher lysosomaler Flissigkeit gestutzt, wobei fur alle
Materialien eine Loslichkeit von 70-80 % nach 24 h beobachtet wurde. Zuséatzliche
Untersuchungen in Beas-2B-Zellen und dTHP-1-Zellen zeigten, dass alle Kupfer-basierten
Nanomaterialien ebenfalls intrazellullar zu einer Freisetzung von Kupferionen fuhren. Hierbei
wurde eine vergleichbare, Materialmorphologie-unabhangige, jedoch dosisabhangige
Freisetzung von Kupferionen in beiden Zelllinien beobachtet. Zusatzlich wurden die freigesetzten
Kupferionen hauptsachlich im Zellkern der Zellen lokalisiert, was Interaktionen mit
Zellkernbestandteilen maglich werden lasst. Fir CuO NP wurde eine endozytotische Aufnahme
mit anschlieBender lysosomaler lonenfreisetzung bereits in der Literatur beschrieben und als
trojan horse type Mechanismus bezeichnet (Semisch et al., 2014; Karlsson et al., 2008; Jeong et al.,

2018; Strauch et al.,, 2020).

Eine zytotoxische Wirkung wurde fiur alle Kupfer-basierten Materialien als Abnahme des
ATP-Gehalts in Mono- und in Kokultur beobachtet. Die starksten Effekte verursachten fur Cu NP
und Cu NW, wobei bereits bei einer Dosis von 15 pg/cm?® eine Reduktion des ATP-Gehalts
beobachtet wurde. Nach ALI-Exposition wurden zytotoxische Effekte bereits bei niedrigeren
Dosen verursacht, wobei zytotoxische Effekte von Cu NP ab 0,5 ug/cm? und von Cu NW ab
1 ug/cm? auftraten. Dies kann auf die tatsachlich deponierte Dosis zurlickgefiihrt werden und
wurde schon nach ALI-Exposition weiterer Materialien beobachtet (Bessa et al, 2021; Diabaté et

al., 2020).

Fur alle drei Kupfer-basierten Materialien wurde eine starke Induktion der Gene MT1X und MT2A
beobachtet, die fur Proteine der metallbindenden Metallothionein-Familie codieren und eine
Rolle bei der Detoxifizierung von Metallionen spielen (Calvo et al, 2017). Die Induktion dieser
Gene durch die Kupfer-basierten Materialien korreliert mit der lysosomalen L&slichkeit und der
intrazelluldren Freisetzung der Materialien und zeigt eine Freisetzung von Kupferionen. Weiterhin
wurden Gene der oxidativen Stressantwort induziert. Es wurde beispielsweise eine starke

Induktion der Gene fur die Hamoxigenase-1 (HMOXT) und das Chaperon HSP70 (HSPATA)
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beobachtet, die fur die Regulation von oxidativem Stress verantwortlich sind. Zusatzlich wurden
die Gene fur Thioredoxin (TXN) und die Thioredoxinreduktase (TXNRDT) induziert, die eine
wichtige Rolle bei der Reduktion oxidierter Proteine einnehmen (Holmgren & Lu, 2010). Eine
Entzindungsantwort durch alle Kupfer-basierten Materialien war durch die Induktion
inflammatorischer Marker zu beobachten, wobei hier im Einzelnen vor allem /L-6 und /L-8 zu
nennen sind. Diese wurden in der Kokultur geringfligig héher induziert, was durch den Beitrag
der Zytokine aus den Makrophagen erklart werden kann. Dartber hinaus zeigt die Induktion der
Gene JUN und MYC eine Aktivierung des Proteins AP-1 welches als Transkriptionsfaktor ebenfalls
die zelluldre Antwort gegentber oxidativem und inflammatorischem Stress reguliert (Hanagata et
al, 2011). MYC wird darlber hinaus mit der Induktion der Apoptose in Verbindung gebracht
(Sheen et al,, 2003). Das beobachtete Genexpressionsprofil deutet auf einen Wirkmechanismus
der Kupfer-basierten Materialien hin, der auf einer Freisetzung von Kupferionen und einer
dadurch induzierten oxidativen und inflammatorischen Stressantwort basiert und fir CuO NP
schon mehrfach gezeigt wurde (Hufnagel et al, 2021; Strauch et al., 2020; Ude et al, 2021). Nach
ALI-Exposition war generell eine schwachere Induktion aller Gene zu beobachten. Eine mogliche
Begriindung fur diese Beobachtung kdnnte darin liegen, dass am ALl kultivierte Zellen bereits

einen hoheren Basalgehalt an Zytokinen und Stressmarkern aufweisen.

Sowohl die submerse Inkubation mit allen drei Kupfer-basierten Materialien als auch die
ALI-Exposition mit Cu NP und Cu NW verursachten genotoxische Effekte, die sich in der Induktion
von DNA-Strangbriichen &uBerten. CuO NP verursachten ab einer Dosis von 7,5 ug/cm?
DNA-Strangbriche in der Monokultur. Im Falle von Cu NP und Cu NW wurde ein genotoxischer
Effekt hingegen bereits ab 1,5 bzw. 3 ug/cm? beobachtet. Hinsichtlich der Cu NP kann diese
Beobachtung mit deren erhdhter oxidativen Reaktivitdt im Vergleich zu CuO NP begrindet
werden (Denluck et al., 2018). Nach ALI-Exposition waren genotoxische Effekte von Cu NP ab einer
Dosis von 1,79 pg/cm2 und von Cu NW ab einer Dosis von 1,15 pg/cm2 ersichtlich. Eine
genotoxische Wirkung von CuO NP in humanen pulmonalen Zelllinien wurde in der Literatur
schon mehrfach beschrieben (Akhtar et al,, 2016; Karlsson et al., 2008; Cronholm et al., 2013). Die
genotoxische Wirkung aller drei Kupfer-basierter Materialien war dartber hinaus proportional zur
Kupferionen-Konzentration im Zellkern beider Zelllinien. Dies spricht fir eine genotoxische
Wirkung durch direkt mit dem Zellkern interagierende Kupferionen, was in der Literatur fur

CuO NP bereits beschrieben wurde (Semisch et al., 2014; Strauch et al., 2017).
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Alle Kupfer-basierten Materialien zeigten eine geringere Toxizitat in den inkubierten Kokulturen.
Besonders deutlich wurde dieser Effekt nach ALI-Kultivierung von Cu NP und Cu NW. Hier wurden
neben der geringeren Zytotoxizitat in der Kokultur auch weniger DNA-Strangbriche verursacht.
DarUber hinaus wurde auch die Genexpression in einem geringeren Mafe beeinflusst. Frihere
Studien zum Vergleich von Mono- und Kokultur beschreiben teilweise ein anderes Bild. In
A549-Zellen wurde nach submerser Inkubation in der Kokultur eine héhere Zytotoxizitat von
CuO NP festgestellt (Hufnagel et al, 2021). Nach ALI-Exposition einer Tripelkultur aus A549-,
dTHP-1- und Endothelzellen wurde hingegen kein Unterschied zur A549-Monokultur festgestellt
(Wang et al,, 2020). Fur die Kokultur aus Beas-2B-Zellen und dTHP-1-Zellen wurde ein protektiver
Effekt dagegen nach Inkubation mit WC-Co NP festgestellt, der auf eine Barrierefunktion der
dTHP-1-Zellen zurtickgefuhrt wird (Armstead & Li, 2016). Die unterschiedlichen Beobachtungen
kdnnen auf die unterschiedliche Sensitivitat der Zelllinien zurtckgefihrt werden. Mechanistisch
scheinen fur Kupfer-basierte Nanomaterialien unabhéngig von ihrer Morphologie freigesetzte

Kupferionen entscheidend fir das toxikologische Wirkprofil zu sein.

Silber-basierte Materialien

Loslichkeitsuntersuchungen mit Ag NP und Ag NW zeigten eine vernachladssigbar geringe
Loslichkeit in artifizieller lysosomaler Flussigkeit. Dies steht im Widerspruch zu bereits
verdffentlichten Ergebnissen zur lysosomalen Loslichkeit von Ag NP (Shimizu et al.,, 2022; Breitner
et al, 2018). Der vermeintlichen Unldslichkeit liegt vermutlich eine rasche Bildung von
Sekundarstrukturen zugrunde, die eine Erfassung des urspriinglich geldsten Anteils nicht méglich
macht (Pem et al, 2021). Untersuchungen zur intrazelluldren lonenfreisetzung zeigten dagegen
eine Zunahme der intrazellularen Silberionen-Konzentration in beiden in der Arbeit verwendeten
Zelllinien, was auf eine Aufnahme und intrazellulare Loslichkeit der Silbermaterialien schlieflen
lasst. Es zeigten sich hierbei jedoch starke, Zelltyp-spezifische Unterschiede. Wahrend nur eine
geringe Freisetzung von Silberionen aus Ag NP und Ag NW in Beas-2B-Zellen zu beobachten
war, zeigten beide Materialien eine starke Freisetzung von Silberionen in dTHP-1-Zellen. Diese
Beobachtung wird auf die erhdhte phagozytotische Aktivitat von Makrophagen zurlckgefiihrt,
welche bereits in der Literatur beschrieben wurde (Li & Wang, 2021). Weiterhin wurde die
intrazelluldre Silberionen-Verteilung untersucht. Dabei wurde eine starke Akkumulation von
Silberionen im Zellkern beider Zelllinien nach Inkubation mit beiden Silber-basierten Materialien
beobachtet, was eine Interaktion mit Zellkernbestandteilen moglich macht. Die Untersuchung der
intrazelluldren Verteilung von Silberionen wurde in dieser Arbeit erstmals untersucht. Jedoch
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wurde ein Vorhandensein von Ag NP in réumlicher N&dhe zum Zellkern schon in mehreren Studien

gezeigt (AshaRani et al., 2009; Greulich et al., 2011).

Ag NP verursachten in beiden Zellsystemen eine starke zytotoxische Wirkung, bereits ab einer
Dosis von 15 ug/cm?. Auch in der Literatur wurde eine starke zytotoxische Wirkung von Ag NP in
Beas-2B-Zellen und anderen Lungenepithelzellen beschrieben (Bobyk et al., 2021; Zhang et al.,
2015a). Fir Ag NW wurde hingegen selbst fir die héchste Konzentration von 30 ug/cm? keine
Zytotoxizitat beobachtet. Frihere Untersuchungen zur Zytotoxizitdt von Ag NW zeigen
unterschiedliche Ergebnisse. Einerseits wird ebenfalls eine ausbleibende Zytotoxizitat von Ag NW
in der Typ-I-Alveolarzelllinie TT1 beobachtet (Chen et al, 2013), andererseits werden leichte
zytotoxische Effekte in dTHP-1-Zellen beobachtet (Theodorou et al, 2017). In A549-Zellen wird
sogar eine hdhere Zytotoxizitat von Ag NW im Vergleich zu Ag NP nach 48 h beschrieben (Stoehr
et al, 2011). Neben der verwendeten Zelllinie scheint also auch die zeitliche Komponente eine
Rolle bei der Zytotoxizitdt von Silber-basierten Materialien zu spielen. In ALI-Versuchen konnte
die bereits submers beobachtete dosisabhangige Zytotoxizitat von Ag NP bestatigt werden. Mit
Ausnahme der mittleren Dosis war hier ebenfalls kein Unterschied zwischen Mono- und Kokultur
zu sehen. Ag NW verursachten nach ALI-Exposition dagegen starkere Effekte im Vergleich zur
submersen Inkubation. Diese Beobachtung konnte einerseits auf die absolut deponierte Dosis
zurtckzufihren sein, die nach submerser Inkubation nicht ermittelt wurde. Andererseits wiesen
die Uber die Cloud exponierten Fasern eine geringere mittlere Lange auf, was die zytotoxische
Wirkung der Fasern zusatzlich erhdhen kann und bereits in der Literatur gezeigt wurde (Toybou
et al, 2019). Die Kokultur reagierte nach ALI-Exposition mit Ag NW bereits ab 2 pg/cm? mit einer
zytotoxischen Antwort, wihrend die Monokultur erst ab 7 ug/cm? zytotoxische Effekte zeigte.
Diese Beobachtung deutet auf eine Faser-spezifische Wirkung der Ag NW in der Kokultur hin, die
speziell nach ALI-Exposition auftritt. Im Vergleich zu Ag NP ist eine etwa vergleichbare

Zytotoxizitat beobachtet worden, was mit Literaturdaten Ubereinstimmt (Fizesan et al, 2019).

Die Veranderungen im Genexpressionsmuster nach Inkubation mit Silber-basierten Materialien
deuten auf einen Wirkmechanismus Uber oxidative Stressfaktoren hin. Weitestgehend
unabhangig vom Expositionsszenario wurden MT-codierende Gene, Gene der oxidativen
Stressantwort und Inflammationsmarker induziert. Dieses Genexpressionsmuster deutet auf eine
intrazelluldre Freisetzung von Silberionen und dadurch induzierten oxidativen Stress hin und
wurde fur Ag NP bereits in der Literatur beschrieben (Jang et al., 2021). Eine Aktivierung der Gene

JUN und MYC spiegelt dartber hinaus die Einleitung der Apoptose wider, welche durch einen
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durch DNA-Schadigung ausgeldsten G2/M-Phasen-Arrest zustande kommt (Sheen et al., 2003).
Nach submerser Inkubation wurde zudem das Gen DDIT3 als Marker einer DNA-Schadensantwort
in biologisch relevanter Menge induziert. Vor allem im Cluster der oxidativen Stressantwort und
der Inflammation ist dartber hinaus ein teilweise signifikanter protektiver Effekt durch die Kokultur
zu sehen. Vor allem die Gene HMOXT und /L-8 wurden nach Inkubation mit Ag NP in der Kokultur
in geringerem Male induziert, was in der stark erhdhten intrazelluldren lonenfreisetzung von
Ag NP in Makrophagen und einer dadurch abfangenden Funktion durch Makrophagen
begrindet sein kann (Armstead & Li, 2016).

Analog zur starken zytotoxischen Wirkung wurde eine starke Induktion von DNA-Strangbriichen
durch die submers inkubierten Ag NP ab einer Dosis von 15 pg/cm? verursacht, wobei die
Monokultur hierbei noch etwas sensitiver reagierte. Trotz ausbleibender Zytotoxizitat
verursachten die submers inkubierten Ag NW DNA-Strangbriiche ab einer Dosis von 15 ug/cm?,
bei vergleichbarer Intensitat fir Mono- und Kokultur. Nach ALI-Exposition verursachten Ag NP
ab einer Dosis von 8 ug/cm? genotoxische Effekte in Mono- und Kokultur. Fir Ag NW wurden
nach ALI-Exposition hingegen bereits ab 2,8 ug/cm?® genotoxische Effekte beobachtet. Sowohl
eine genotoxische Wirkung von Ag NP als auch von Ag NW wurde nach submerser Inkubation
bereits mehrfach gezeigt (Garcia-Rodriguez et al, 2019b; Nymark et al, 2013; Gliga et al, 2014),
wobei neben der Induktion von ROS (Tavares et al,, 2012; Foldbjerg et al,, 2011) auch eine direkte
Interaktion von Ag NP mit der DNA diskutiert wurde (AshaRani et al,, 2009). Neben der Induktion
von ROS durch Silberionen (Armstead & Li, 2016) werden fur Ag NP zusatzliche genotoxische
Effekte beschrieben, die in der oxidativen Reaktivitat der Partikel begrindet sind (Li et al, 2017;
Foldbjerg et al,, 2011).

Nickel-basierte Materialien

Ni NP zeigten in artifizieller lysosomaler Flussigkeit eine Auflosungsrate von 45 % nach 24 h, die
zeitabhangig weiter auf bis zu 55 % anstieg. Fir Ni NW wurde nach 24 h hingegen nur eine
Loslichkeitsrate von 5 % ermittelt, die zeitabhangig auf bis zu 35 % nach sieben Tagen anstieg.
Eine zeitabhangige Auflésung von Ni NW wurde bereits in der Literatur beschrieben (Perez et al.,
2016). Untersuchungen zur intrazelluldren lonenfreisetzung in Beas-2B-Zellen und dTHP-1-Zellen
spiegelten die lysosomale Loslichkeit teilweise wider. So wurde nach 24-stiindiger Inkubation mit
Ni NP in beiden Zelllinien eine dosisabhangige intrazellulédre Freisetzung von Nickelionen

beobachtet, wobei bei einer Dosis von 15 ug/cm? die intrazelluldre Nickelionenkonzentration auf
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1200-1300 uM in Beas-2B-Zellen und dTHP-1-Zellen anstieg. Die Inkubation mit Ni NW fuhrte
nach 24 h dagegen nur in dTHP-1-Zellen zu einer dosisabhangigen Freisetzung von Nickelionen
auf bis zu 880 uM, wahrend in Beas-2B-Zellen nur eine geringe, dosisunabhangige Freisetzung
von Ni NW zu sehen war. Dies lasst sich mit den unterschiedlichen phagozytotischen Aktivitaten
der beiden Zelllinien erkldren, wobei Beas-2B-Zellen nur eine geringe Phagozytoseaktivitat
aufweisen und Ni NW ausschlieBlich Uber Phagozytose in die Zellen aufgenommen werden (Perez
et al, 2016). Die Untersuchung der intrazellularen Verteilung beider Materialien deutet auf einen
Verbleib der Nickelionen im Zytoplasma der Zellen hin, wonach lediglich geringe Konzentrationen
an Nickelionen im Zellkern beider Zelllinien gefunden wurden. Diese Beobachtung steht im
Einklang mit bereits publizierten Daten zur Lokalisation von Nickelionen in der Zelle (Schwerdtle

& Hartwig, 2006; Edwards et al., 1998).

Sowohl Ni NP als auch Ni NW verursachten in beiden untersuchten Zellsystemen ab einer Dosis
von 15 pg/cm? leichte zytotoxische Effekte, die zu einer Reduktion des ATP-Gehalts auf 80-85 %
fuhrten. Die Viabilitat der Zellen sank mit zunehmender Konzentation von 30 pg/cm? auf einen
Wert von 70-80 % weiter ab. Ahnliche Wirkungen durch Ni NP und Ni NW wurden bereits in der
Literatur gezeigt (Akerlund et al,, 2019; Latvala et al, 2016; Capasso et al., 2014). Dartber hinaus
wurde sowohl fur Ni NP als auch fiir Ni NW eine zeitabhdngige Zytotoxizitat beschrieben, die erst
nach 48 h eintritt (Perez et al, 2016; Felix et al, 2016; Latvala et al, 2016). Es ist daher moglich,

dass starkere zytotoxische Effekte nach einem langeren Zeitraum auftreten.

In Genexpressionsanalysen zeigte sich sowohl in Mono- als auch in Kokultur eine durch Ni NP
verursachte inflammatorische Antwort. Dies duBerte sich in der Induktion von Genen wie /L-6, IL-8
und COX2 um logz-fache Werte von 4-5, 6-7 und 2-2,5. In der Kokultur ist dabei meist eine hdhere
Induktion zu sehen, jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant. Fir Ni NW wurde im Cluster
der Inflammation lediglich das Gen /L-8 in biologisch relevanter Menge um einen log>-fachen
Wert von 2,3 induziert. Die Induktion von /L-8 durch Ni NW war dabei fur Mono- und Kokultur
vergleichbar. Diese Beobachtung ist vor allem im Falle der Monokultur interessant. Trotz einer
geringen Freisetzung von Nickelionen durch Ni NW in Beas-2B-Zellen, ist eine starke Induktion
von IL-8 zu sehen, was auf eine inflammatorische Wirkung hindeutet, die aufgrund der
nicht-geldsten Ni NW zustande kommt. Es wird hier also ein faserspezifischer Effekt deutlich. Die
Genexpressionsanalysen beider Nickel-basierter Materialien zeigen deutlich einen Beitrag einer
sekundaren Toxizitat. Wahrend in der Monokultur lediglich Gene der inflammatorischen Antwort

induziert wurden, sind in der Kokultur zuséatzlich weitere Gencluster aktiviert worden. Besonders
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auffallig war hierbei eine Aktivierung der Gene der oxidativen Stressantwort und der
DNA-Schadensantwort, welche ausschlieBlich in der Kokultur nach Inkubation mit Ni NP in
biologisch relevanter Menge induziert wurden. Ausgepragt war dieser Effekt besonders fur die
Gene HMOX1, NFKB1, SOD2 und DDIT3. Diese Gene waren in der Kokultur mindestens doppelt so
hoch induziert wie in der Monokultur. Weitere in der Kokultur induzierte Gene, die mit der
oxidativen Stressantwort in Verbindung gebracht werden kénnen, waren MYC und JUN. Diese
deuten auf eine Aktivitdt von AP-1 hin, was ebenfalls ein Anzeichen auf oxidativen Stress ist. Die
Induktion des Gens VEGFA in Verbindung mit der Induktion von inflammatorischen Marken und
NF-kB gibt einen Hinweis auf eine Beteiligung des NF-kB-Signalwegs. Eine Aktivitat von AP-1in
Verbindung mit der Induktion von NF-kB wird auBerdem mit dem Auftreten von Tumoren in
Verbindung gebracht (Wu & Kong, 2020; Magaye et al, 2014). Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass die Inkubation der Kokultur mit Ni NP einen ,oxidativen Burst” verursacht. Dieser
wird durch endogene, durch Makrophagen produzierte reaktive Sauerstoffspezies charakterisiert.
Eine solche Reaktion von Kokulturen auf Nickel wurde bereits in der Literatur beschrieben und
mit einer genotoxischen Wirkung von Ni NP in Verbindung gebracht (Freitas et al.,, 2010; Akerlund
et al, 2019).

Die Untersuchung der Genotoxizitat ergab keine Induktion von DNA-Strangbrichen durch Ni NP
und Ni NW, unabhangig vom verwendeten Kultivierungssystem. Dies steht im teilweisen
Widerspruch zu bereits publizierter Literatur, in der eine genotoxische Wirkung von Ni NP
teilweise schon nach kurzer Inkubationszeit beschrieben wurde (Magaye et al, 2014). Andere
Autoren beschreiben dagegen eine zeitabhdngige Genotoxizitat von Ni NP, wobei eine Induktion
von DNA-Strangbriichen erst nach einer Inkubationszeit von mindestens 48 h beobachtet wurde
(Di Bucchianico et al,, 2018; Gliga et al, 2020). In der vorliegenden Arbeit wurde nur eine geringe
Konzentration an Nickelionen im Zellkern der untersuchten Zelllinien gefunden. Das lasst die
Vermutung zu, dass der in der Literatur beobachteten genotoxischen Wirkung kein primarer
Mechanismus durch Interaktion von Nickelionen mit der DNA zugrunde liegt. Eine genotoxische
Wirkung von Nickel wird auch Gber die Induktion einer sekunddren Genotoxizitdt Uber einen
durch Makrophagen ausgeldsten ,oxidativen Burst” beschrieben (Akerlund et al.,, 2019). Darlber
hinaus sind oxidative DNA-Schaden denkbar (Akerlund et al, 2018). Fiir Ni NW liegen bislang

keine publizierten Daten zur genotoxischen Wirkung vor.
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Titan(IV)-dioxid Nanopartikel, Cerium(lV)-dioxid Nanopartikel und Carbon Nanotubes

TiO2 NP, CeO, NP und CNT wurden in der vorliegenden Arbeit als unlosliche Materialien
verwendet. Alle drei Materialien wurden durch das Joint Research Center (JRC) bereits umfassend
charakterisiert und eignen sich daher als Referenzmaterialien, flr einen Partikel- bzw. Fasereffekt
(Landsiedel et al, 2014). Weder TiO, NP noch CeO, NP wiesen eine Loslichkeit in lysosomaler
Flissigkeit auf, was bereits mehrfach in der Literatur beschrieben wurde (Bahl et al., 2020; Zanoni
et al, 2022; Koltermann-Jilly et al, 2018). Die gleiche Beobachtung wurde auch fir die
intrazellulare Freisetzung der Materialien gemacht. Nach 24 h wurde keine relevante Steigerung
des Titanionen-Gehalts in beiden untersuchten Zelllinien beobachtet und auch im Hinblick auf
CeO, NP war die intrazellulare lonen-Freisetzung vernachlassigbar gering. In der Literatur wurde
die intrazelluldre Freisetzung von TiO, NP und CeO; NP bislang nicht untersucht, jedoch wurde
gezeigt, dass beide Materialien durch Endozytose in die Zellen aufgenommen werden (Xia et al,
2008; Vales et al., 2015; Park et al, 2008b; Singh et al, 2010). Eine endozytotische Aufnahme von
CNT in Bronchialepithelzellen wurde ebenfalls gezeigt (Maruyama et al., 2015). Daher wurden im

Folgenden maogliche zelluldre Effekte untersucht.

Der beobachtete toxikologische Wirkmechanismus von TiO, NP und CeO, NP war vergleichbar
und auch zwischen den einzelnen Kultivierungssystemen wurde kein Unterschied in der zellularen
Antwort auf die Nanomaterialien festgestellt. Selbst bei einer Dosis von 30 pg/cm? wurden keine
zytotoxischen Wirkungen beider Materialien beobachtet. Die ausbleibenden Effekte sind auch
hinsichtlich der genotoxischen Wirkung ersichtlich. Hier wurde keine Induktion von
DNA-Strangbrichen mittels alkalischer Entwindung festgestellt. Zusatzlich wurden sowohl durch
TiO, NP als auch durch CeO, NP keine Gene in biologisch relevantem AusmaB induziert oder
reprimiert. Hinsichtlich des Literaturvergleichs sind Diskrepanzen zwischen den einzelnen Studien
ersichtlich. Einige Autoren beschreiben in Beas-2B-Zellen ebenfalls keine Zytotoxizitat von
TiO2 NP und CeO; NP (Bhattacharya et al.,, 2009; Garcia-Rodriguez et al., 2019b; El Yamani et al,
2017; Diabaté et al, 2020; Brandao et al, 2020). Es gibt jedoch auch Hinweise auf eine geringe
Zytotoxizitat von TiO, NP nach 24 h (Biola-Clier et al, 2017) und auch fur CeO, NP wurden
teilweise schon bei geringen Dosen zytotoxische Effekte beschrieben (Park et al,, 2008a). Daruber
hinaus werden fir CeO. NP in der Literatur teilweise zusatzliche zytoprotektive Effekte
beschrieben, die in der Redoxaktivitat begrindet sind (Xia et al, 2008). Die beobachtete
ausbleibende Genotoxizitat der Materialien spiegelt ebenfalls zumeist die in der Literatur

beschriebenen Beobachtungen wider (Brand&o et al., 2020; Cervena et al., 2021; Haase et al., 2017;
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Garcia-Rodriguez et al, 2019b). Lediglich einzelne Studien beschreiben eine vorhandene
genotoxische Wirkung von TiO, (Biola-Clier et al, 2017) die sich in einer Induktion von
DNA-Strangbrichen zeigt. Die unterschiedlichen Beobachtungen hinsichtlich der zytotoxischen
und genotoxischen Wirkung von TiO, NP k&nnen neben der Verwendung unterschiedlicher
Zelllinien und toxikologischer Endpunkte auch durch die Proteinzusammensetzung des Mediums
begrindet werden (Prasad et al, 2014). Speziell fur TiO, NP spielen auBerdem die
physikochemischen Eigenschaften eine Rolle. TiO, NP sind photoaktiv, weshalb die genotoxische
Wirkung dieser Materialien haufig abhangig von der Exposition gegentber UV-Strahlung ist (Di
Bucchianico et al, 2017). Eine besonders hohe photokatalytische Eigenschaft besitzt die
Kristallstruktur Anatase, die aufgrund dieser Eigenschaft spontan zur Induktion von ROS neigt
(Charles et al., 2018; Braydich-Stolle et al, 2009). Aufgrund dieser Eigenschaft ist reines Anatase
meist toxischer als das in der vorliegenden Arbeit verwendete Gemisch aus Anatase und Rutil

(Charles et al., 2018).

Carbon nanotubes (CNT) hatten ab einer Dosis von 15 ug/cm? einen Einfluss auf die Viabilitét in
beiden Kultivierungssystemen. Bei einer Dosis von 30 pg/cm? war eine Reduktion der Viabilitét
auf 70 % zu beobachten. Die zytotoxische Wirkung von CNT in Beas-2B-Zellen wurde schon
ausfuhrlich beschrieben (Garcia-Rodriguez et al, 2019b; Hirano et al, 2010). In der Literatur
wurden flr eine Kokultur aus A549-Zellen und dTHP-1-Zellen im Vergleich zur A549-Monokultur
auBerdem geringere zytotoxische Effekte beobachtet (Ventura et al, 2020). Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Moglicherweise kénnte diese Beobachtung in der
Verwendung unterschiedlicher Zelllinien begrindet sein. Selbst bei der héchsten verwendeten
Konzentration von 30 pg/cm? konnte fiir CNT keine Induktion von DNA-Strangbriichen in beiden
Kulturen nachgewiesen werden. Eine solche Beobachtung ist in der Literatur schon zahlreich
beschrieben (Garcia-Rodriguez et al, 2019b; Louro et al, 2016; Di lanni et al, 2021). Es werden
jedoch aneugene Effekte wie zum Beispiel die Induktion von Mikrokernen beobachtet (Louro et
al, 2016; Pinto et al., 2022; Ventura et al., 2020; Garcia-Rodriguez et al., 2019a). CNT verursachten
vor allem in der Kokultur bei einer Dosis von 30 pg/cm2 inflammatorische Effekte, die sich in der
Induktion der Gene IL-Ta, IL-6 und IL-8 duBerten. Diese Beobachtung deutete auf eine vermehrte
Zytokinausschittung durch in der Kokultur befindliche Makrophagen hin. Ahnliche Effekte
wurden bereits in Kokulturen aus verschiedenen Epithelzellen mit Makrophagen gezeigt (Fukai et
al., 2018; Ventura et al, 2020). Eine Induktion von /L-6 und /L-8 wurde von Hirano et al. mit der

Aktivierung des NF-kB-Signalwegs in Verbindung gebracht (Hirano et al,, 2010). Mégliche Grinde
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fur die vermehrte inflammatorische und oxidative Stressantwort der Makrophagen kann eine
Jfrustrierte Phagozytose” in die Makrophagen sein. Des Weiteren ist durch eine vollstandige

Phagozytose kurzerer Fasern eine Schadigung der Lysosomen denkbar (Di Cristo et al., 2019).

Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse ermdoglichen erstmals einen systematischen
Vergleich der toxikologischen Wirkprofile unterschiedlicher partikularer und faserférmiger,
Metall-basierter Nanomaterialien. Anhand der intrazellularen Verflgbarkeit und Verteilung sowie
toxikologisch relevanter Endpunkte wie Genotoxizitdt, Entzindung und oxidative Stressantwort
konnten Toxizitdtsmuster flr einzelne Materialgruppen herausgearbeitet werden. Eine Ubersicht
Uber die Ergebnisse der toxikologischen Endpunkte fur die in dieser Arbeit untersuchten

Nanomaterialien gibt Abbildung 40.
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Abbildung 40: Ubersicht iiber die toxikologischen Endpunkte verschiedener Nanomaterialien in einer
Monokultur aus Beas-2B-Zellen und einer Kokultur aus Beas-2B-Zellen mit differenzierten
THP-1-Zellen mit makrophagenahnlichen Eigenschaften. AAF: artifizielle alveolare Flussigkeit; ALF:
artifizielle lysosomale Flussigkeit;

Dabei wurde auch deutlich, dass die Zellsysteme nach ALI-Exposition sensitiver reagierten. Die

submerse Inkubation macht eine Abschatzung der absolut deponierten Dosis schwierig, da die
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Materialien durch Ausbildung einer Proteincorona im Medium stabilisiert werden kénnen und
somit nicht absedimentieren oder weil die Materialien bereits extrazellular im Medium lonen
freisetzen kdnnen. Vor allem letzteres kdnnte eine Begrindung dafiir sein, warum eine verstarkte
Toxizitat nach ALI-Exposition vor allem fir die vergleichsweise leichter 16slichen Kupfer-basierten

Materialien beobachtet wurde.

Durch den Vergleich einer Mono- und einer Kokultur konnte ferner gezeigt werden, dass sich die
Wirkmechanismen in beiden Zellkultursystemen in Abhangigkeit des untersuchten Materials
unterscheiden. Wahrend die Kokultur gegentber schnell |6slichen Materialien einen protektiven
Effekt aufwies, zeigte sie sich gegeniber schlechter 16slichen Materialien als sensitiveres System.
Die lysosomale Loslichkeit stellt also einen wichtigen Faktor fiir die Vorhersage einer toxischen
Wirkung dar. Von dieser Loslichkeit hangt unter anderem ab, ob eine Morphologie-spezifische
Wirkung vorliegt. Fir Materialien mit einer hohen lysosomalen Loslichkeit ist eine Wirkung, die
ausschlieBlich durch freigesetzte lonen verursacht wird, wahrscheinlich. Als Beispiel hierftr kdnnen
die Kupfer-basierten Materialien herangezogen werden, fur die trotz unterschiedlicher
partikuldrer und faserférmiger Morphologien eine vergleichbares Toxizitatsprofil ermittelt werden
konnte. Der zugrundeliegende Mechanismus fur diese Materialgruppe ist der vielfach
demonstrierte trojan horse type Mechanismus, der auf einer endozytotischen Aufnahme gefolgt
von einer intrazelluldren Freisetzung von Metallionen beruht (Strauch et al, 2020; Jeong et al,
2018; Karlsson et al, 2008; Semisch et al, 2014). Eine schematische Darstellung Gber den
Wirkmechanismus von Nanomaterialien, die eine hohe Ldslichkeit im sauren Milieu aufweisen, ist

in Abbildung 41 zu sehen.

Materialien mit geringerer Ldslichkeit zeigten dagegen Morphologie-spezifische Unterschiede.
Besonders deutlich war dieser Effekt fur die in dieser Arbeit untersuchten unléslichen Materialien
zu sehen: Wahrend TiO, NP und CeO: NP nach 24 h keine toxikologisch relevanten Effekte
verursachten, zeigten sich im Falle der unléslichen CNT Effekte in der zytotoxischen und
inflammatorischen Wirkung. Vor allem in der Kokultur wurde eine faserspezifische Toxizitat
beobachtet. Folgender Wirkmechanismus kann daher fir unlésliche Materialien abgeleitet
werden: Die Aufnahme aller unléslichen Materialien verlduft Uber endozytotische Mechanismen
in die Zelle ab. CNT werden vor allem von Makrophagen Uber Phagozytose aufgenommen. Ab
einer Lange von 10 ym kdnnen Makrophagen die Fasern nicht mehr vollstandig phagozytieren
und es kommt zu einer sog. ,frustrierten Phagozytose”. Dies verursacht eine zellulare Antwort

durch Auschittung von Stressfaktoren wie Zytokinen, wodurch eine inflammatorische Antwort
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der Zelle Uber den NF-kB-Signalweg ausgeldst wird (Padmore et al., 2017). Kirzere Fasern, die
vollstdndig phagozytiert werden koénnen, kénnen dartber hinaus einen Lysosomenbruch
verursachen, der wiederum mit der Induktion von oxidativem Stress und Inflammation einhergeht
(Keshavan et al, 2021). Eine Ubersicht tber den Wirkmechanismus unléslicher Nanowire ist in

Abbildung 42 zu sehen.

Makrophage

TF \
Induktion von AVAVAN AVAVN
DNA-Schéaden

Epithelzelle

i Lysosom (pH 4,5)

i M™ Metallionen
Induktion von

W TF
AAVAVAVAVN DNA-Schéden Transkriptionsfaktor

Abbildung 41: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus leicht |6slicher Metall-basierter
Nanomaterialien. Die Materialien werden unabhangig von ihrer Morphologie endo- bzw. phagozytotisch
in die Zellen aufgenommen und lysosomal freigesetzt. Freigesetzte Metallionen kénnen entweder zur
Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und damit zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
fuhren oder durch raumliche Nahe zum Zellkern direkt mit der DNA interagieren.
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Abbildung 42: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus unlslicher Nanowire. Die Aufnahme
erfolgt Uber Phagozytose. Je nach Lange der Fasern kommt es zu einer ,frustrierten Phagozytose” oder zu
einer vollstandigen Aufnahme gefolgt von einem Lysosomenbruch. Beides fuhrt zur Induktion des
NF-kB-Signalwegs, wodurch eine Ausschittung an Zytokinen und oxidativen Stressmarkern verursacht
wird.

Fir Silber- und Nickel-basierte Materialien konnte kein klarer Zusammenhang zwischen
lysosomaler Freisetzung von Metallionen und der Wirkweise beobachtet werden. Beide Metalle
zeigten in der zelluldren Verfigbarkeit starke Unterschiede in den Zelllinien. Wahrend die
Materialien in Epithelzellen nur geringfligig lonen freisetzten, flhrten sie zu einer héheren

lonenfreisetzung in den Makrophagen. Diese Diskrepanz war vor allem fur die untersuchten

Nanowire zu sehen, was mit dem Aufnahmemechanismus dieser Materialien Uber Phagozytose
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begrindet werden kann. Vor allem fir Nickel-basierte Materialien wurde auB3erdem eine

zeitabhangige Auflésung beobachtet.

Ag NP zeigten trotz der geringeren Freisetzung an Metallionen einen Wirkmechanismus, der
ahnlich zu dem der Kupfer-basierten Materialien war. Auch hier wurden hohe Konzentrationen
an Silberionen im Zellkern gefunden und beide Materialien wiesen einen Wirkmechanismus Uber
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und Nrf2 und eine genotoxische Wirkung auf. Zumindest fur
Ag NP kann eine lysosomale Auflésung als wahrscheinlich angesehen werden, die aufgrund einer
raschen Bildung von Sekundarstrukturen nur teilweise detektiert werden konnte. DarUber hinaus
gibt es allerdings auch Hinweise auf eine Partikelwirkung von Ag NP. Fir Ag NW konnte kein
einheitliches Bild gezeichnet werden. ALI-Untersuchungen zur Zytotoxizitat geben Hinweise auf
eine Fasertoxizitat der Ag NW, diese konnte jedoch submers und in Genexpressionsanalysen nicht

bestatigt werden.

Die Beobachtungen zum Wirkmechanismus der Nickel-basierten Materialien zeigten sowohl
Effekte, die auf der Freisetzung von Nickelionen beruhen als auch Morphologie-spezifische
Effekte, vor allem fir Ni NW. Die Kokultur reagierte hierbei wesentlich empfindlicher, was mit

einem durch Makrophagen verursachten ,oxidativen Burst” begriindet werden kann.

Zusammengefasst zeigt die vorgelegte Arbeit, dass die Toxizitdt von Metall-basierten
Nanomaterialien unter anderem von physikochemischen Eigenschaften wie der L&slichkeit,
insbesondere unter sauren Bedingungen, wie sie in den Lysosomen herrschen, abhangt. Diese
bestimmt im Wesentlichen den Wirkmechanismus der Materialien. Kokulturen geben dabei ein
realitatsnaheres Bild, indem sie entweder protektive Effekte oder eine synergistische Toxizitat
beispielsweise durch einen ,oxidativen Burst" aufweisen. Die ALI-Exposition hat sich als
sensitiveres System im Vergleich zur submersen Kultivierung herausgestellt. Die Beobachtungen
dieser Arbeit unterstreichen die Notwendigkeit erweiterter Inhalationsmodelle in der Partikel- und
Fasertoxikologie, die eine in vivo-Situation besser widerspiegeln und somit zu einer Reduktion

herkdmmlicher in vivo-Experimente beitragen kénnen.
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7 ANHANG

7.1 CHEMIKALIEN UND INSTRUMENTE

7.1.1 Chemikalien

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten Chemikalien und deren Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

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

2x TagMan PreAmp Master Mix
AAS-Kupfer-Standard
AAS-Magnesium-Matrixmodifier
AAS-Nickel-Standard
AAS-Palladium-Matrixmodifier
AAS-Silber-Standard

Accutase®

Albumin Fraktion V low endotoxin (BSA)
Amersham ECL Western Blotting Detection
Ammoniumpersulfat (APS)
Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Calciumchlorid

CasyTon®

Cerium(IV)-dixoxid Nanopartikel (NM212)
Collagen Type | rat tail

Cu(Il)-oxid Nanopartikel
di-Kaliumhydrogenphosphat, 299 %, p.A.
Dimethylsulfoxid (DMSO), > 99,9 %
di-Natriumhydrogenphosphat, > 99% p.A.
DNA Away

DNA-Suspensionspuffer

DOC

Fluidigm (San Francisco)

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

Perkin Elmer (Rodgau)

Roth (Karlsruhe)

Perkin Elmer (Rodgau)

Perkin Elmer (Rodgau)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

GE Healthcare (Buckinghamshire)
Roth (Karlsruhe)

BioRad (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

OLS (Bremen)

Joint Research Centre (Brissel)
Corning (Glendale)
Plasmachem (Berlin)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

TEKnova (Kristiansand)

Roth (Karlsruhe)
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Tabelle 12 - Fortsetzung

Chemikalie

Hersteller

EDTA > 99%

Ethanol (96 %ig)
Exonuclease |

Exonuclease Reaktionspuffer
Fetales Kalberserum (FKS)
Fibronectin

Glycerin

Glycin

Hochst-Farbstoff 33258
Hydroxylapatit

IFC Control Line Fluid
Kaliumchlorid, 299,5 %, p.A.
Kaliumdihydrogenphosphat
KGM (Keratinocyte Growth Medium)

Kohlenstoffnanoréhren (carbon nanotubes;
CNT) (NM4017)
Kupfer Nanopartikel

Kupfer Nanowire

Ladepuffer
Magnesiumchlorid

Methanol

Menadion

Milchpulver

Natriumacetat
Natriumchlorid, > 99,5 %, p.A.
Natriumcitrat

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

Natrium-dodecylsulfat (SDS) 10 %ig
Natriumhydrogrencarbonat
Natriumhydroxid

Natriumlactat

Natriumpyruvat

Natriumsulfat

Natriumtartrat

Natronlauge 1N

Nickel Nanopartikel

Nickel Nanowire

PAGE Ruler Prestained Protein Ladder (10-170

kDa

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

New England (Massachusetts)
New England (Massachusetts)
Invitrogen (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
MP Biomedicals (Eschwege)
Fluidigm (San Francisco)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Lonza (Basel)

Joint Research Centre (Brissel)

lolitec (Heilbronn)
Plasmachem (Berlin)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma Aldrich (Steinheim)
Plasmachem (Berlin)
Thermo Scientific (Rochester)
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Tabelle 12 - Fortsetzung

Chemikalie

Hersteller

PCR-zertifiziertes Wasser

Penicillin (5 U/mL) / Streptomycin (5 mg/mL)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Phosphatidylcholin

Primarantikérper GAPDH

Primarantikdrper Lamin b

Primarantikdrper o-Tubulin

Primer Fluidigm

Protease-Inhibitor

Roti®-Load 4x konzentriert

Rotiphorese® (Acrylamid-Bisacrylamid (40 %))

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-
Medium)
Salpetersaure (69 %ig)

Salzsaure 0,1 N

Salzsdure 4 N

Sekundarantikdrper m-IgGk BP-HRP
Sekundarantikérper mouse anti-goat-HRP
Silber Nanopartikel Agpure W10 (NM300k)
Silber Nanowire (ECOS HC)

SsoFastTM EvaGreen® Supermix mit Low ROX
TEMED

Titan(IV)-dioxid Nanopartikel (NM104)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Tris

TRIS-EDTA-Puffer

Triton-X 100

Tween® 20

Wasserstoffperoxid (31 %ig)

Zitronensaure

TEKnova (Kristiansand)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

Santa Cruz Biotechnology (Dallas)
Santa Cruz Biotechnology (Dallas)
Santa Cruz Biotechnology (Dallas)
Fluidigm (San Francisco)

Roche (Basel)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Santa Cruz Biotechnology (Dallas)
Santa Cruz Biotechnology (Dallas)
RAS AG (Regensburg)

RAS AG (Regensburg)

BioRad (MUnchen)

Roth (Karlsruhe)

Joint Research Centre (Brissel)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

TEKnova (Kristiansand)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck Millipore (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
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Tabelle 13: Zusammensetzung der Gele und Puffer fiir SDS-PAGE und Western Blot.

Gele/Puffer

Zusammensetzung

Sammelgel (4 %)

500 L Tris (1 M; pH 6,8)

40 pL SDS (10 %)

80 uL EDTA (0,1 M)

2,93 mL bidestilliertes H,O
400 pL Acrylamid

40 pL APS (10 %)

10 yL TEMED

1 Spatelspitze Bromphenolblau

Trenngel (10 %)

1,25 mL Tris (1,5 M; pH 8,8)
50 ulL SDS (10 %)

50 pL Glycerin

100 uL EDTA (0,1 M)

2,245 mL bidestilliertes H,O
1,25 mL Acrylamid

50 uL APS (10 %)

5 uL TEMED

Laufpuffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Transferpuffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol

PBST

0,05 % Tween in PBS

7.1.2 Verwendete Kits

Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Kits.

Verwendete Kits

Hersteller

CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay

Nuclear Extract Kit

Keratinocyte Growth Medium BulletKit™

NucleoSpin® RNA Plus Kit
qScriptTM cDNA Synthesis Kit

Promega (Madison)
Active Motif (Carlsbad)
Lonza (Basel)
Macherey-Nagel (Diren)
QuantaBio (Beverly)
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7.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 15: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien sowie deren Hersteller.

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

1,2 mL Sample Cups

2,5 mL Sample Cups

12-well/ 24-well Platten

5 mL round bottom tube

96-well Platten white bottom
Balzers™ AT Quarzkristalle
Casy-Cups

Corning Costar Transwell Zellkultureinsatze 12 well
Dynamic Array IFC

Einmalspritzen Omnifix® (3mL)
Eppendorf-Reaktionsgefal, 2 mL
ReaktionsgefaB, 1,5 mL
Glasfilterfritte Whatman GF/D 10 mm
Graphitrohr

Handschuhe (Latex)

Handschuhe (Nitril)

Folded capillary cells

KUvetten (Polystyrol)

Kryoréhrchen mit Gewinde
Multiply® Pro-GefaBe (0,5 mL)
Multiply ® -u-Strip (0,2-Kette) + Deckel
Parafilm

Pipettenspitzen 20 pL
Pipettenspitzen 0,5-10 pL
Pipettenspitzen 100-1000 pL
Pipettenspitzen 2-200 pL
Pipettenspitzen 500 pL- 5 mL
Sterilfilter

Sterilindikatorband Autoklav
Sterilindikatorband HeiBluftsterilisator
Schraubdeckelglas (10 mL)
TEM-Gitternetzchen

Wageschiffchen

Zellkulturflasche, 150 cm?
Zellkulturflasche, 75 cm?

Perkin Elmer (Waltham)
Perkin Elmer (Waltham)
Jet-Biofil (Guangzhou)
Corning (Amsterdam)
Thermo Scientific (Rochester)
Colnatec (Gilbert)

Roche (Mannheim)

Corning (Amsterdam)
Fluidigm (San Francisco)
Braun (Melsungen)
Eppendorf (Hamburg)
Brand (Wertheim)

Cytiva (Marlborough)
Perkin Elmer (Waltham)
Braun (Meldungen)

LLG Labware (Meckenheim)
Malvern Panalytical (Herrenberg)
LLG Labware (Meckenheim)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Mettler-Toledo (GieBen)
Brand (Wertheim)

Brand (Wertheim)

Brand (Wertheim)
Eppendorf (Hamburg)
Thermo Scientific (Rochester)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Fisher Scientific (Schwerte)
Plano (Wetzlar)

Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)

132



Tabelle 19 - Fortsetzung

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Zellkulturschalen (150 mm, 100 mm, 60 mm,
35 mm)
Zentrifugenréhrchen, 15 mL und 50 mL

Sarstedt (NUmbrecht)

LLG Labware (Meckenheim)

7.1.4 Losungen, Puffer und Gele

Tabelle 16: Zusammensetzung der kiinstlichen physiologischen Fliissigkeiten fir

Loslichkeitsuntersuchungen.

die

Lésungen

Zusammensetzung

Kiinstliche alveolare Fliissigkeit
(AAF; pH 7,4)

0,0952 g/L MgClz

6,0193 g/L NaCl

0,2982 g/L KCl

0,1420 g/L Na,HPO4
0,0710 g/L NazSOs4

0,3676 g/L CaCl,*2 H.0O
0,9526 g/L NaAcetat*2 H,O
2,6043 g/L NaHCO3

0,0970 g/L NaCitrat* H,O
0,1000 g/L Phosphatidylcholin
in bidestillliertem H,O

Kunstliche lysosomale Flissigkeit
(ALF; pH 4,5)

3,210 g/L NaCl

6,000 g/L NaOH

20,800 g/L Zitronensaure
0,1285 g/L CaCl;*2 H.O
0,0710 g/L NaHPO4

0,0390 g/L NaxSOq4

0,0476 g/L MgCl,

0,0590 g/L Glycin

0,0770 g/L Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
0,0900 g/L NaTartrat*2 H.O
0,0850 g/L Natriumlactat
0,0860 g/L Natriumpyruvat
in bidestilliertem H,O
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Tabelle 17: Puffer fur die Zellkultur.

Puffer

Zusammensetzung

PBS (pH 7,4)

0,1 M NadCl
0,0045 M KCl
0,007 M NaxHPO4
0,003 M KH2PO4

Tabelle 18: Puffer und Lésungen fiir die alkalische Entwindung.

Puffer/L6sung Zusammensetzung
Alkalische Losung 2,625 g NaCl
1 mL NaOH, 1M

1 mL Na;HPOy4, 0,5 M
aufgefillt auf 50 mL mit bidestilliertem H,O

0,15 M KP-Puffer

15,3 mL KH2PO4, 0,5 M
14,7 mL KzHPO4, 0,5 M
aufgefillt auf 100 mL mit bidestilliertem H,O

0,35 M KP-Puffer

37,5 mL KHzPO4, 0,5 M
34,3 mL KzHPO4, 0,5 M
aufgefillt auf 100 mL mit bidestilliertem H,O

0,5 M KP-Puffer

51 mL KH2POg4, 0,5 M
49 mL K;HPO4, 0,5 M

0,01 M NaP-Puffer

1,96 mL Na;HPO4, 0,5 M
2,04 mL NaH2PO4, 0,5 M
aufgefillt auf 200 mL mit bidestilliertem H,O

Hydroxylapatit-L6sung

pro Saule: 0,1 g Apatit in TmL 0,01 M NaP

Tabelle 19: Zusammensetzung RIPA-Puffer fiir intrazelluldre Verfligbarkeit.

Puffer

Zusammensetzung

RIPA-Puffer

10 mM Tris (pH 7,6)

150 mM NaCl

TmM EDTA

1% (v/v) Triton-X 100

1% DOC

0,01% SDS

1x Protease Inhibitor Cocktail
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7.1.5 Gerate und Software

Tabelle 20: Auflistung der verwendeten Gerate und Softwares sowie deren Hersteller.

Gerat/Software

Firma

Aerosol Generator (Advanced Nebulizer)

Atomabsorptionsspektrometer PinAAcle 900 T

Autoklav D-150

Biofreezer Herafreeze Top
Biomark

Brutschrank Heracell 150i

Casy® TCC Cell Counter & Analyser System

Cryo 1°C Cooler

Eismaschine

Eppendorf Pipette 1000-5000 uL
Eppendorf Pipette 100-1000 uL
Eppendorf Pipette 10-100 ulL
Eppendorf Pipette 2,5-10 pL
Eppendorf Pipette 1-2,5 pL
Eppendorf Pipette 2-20 uL
Eppendorf Pipette 20-200 uL
Feinwaage Entris

Feinwaage Cubis® ||

Galaxy Mini Centrifuge
Glaspipetten 5, 10, 20 mL
Glove-Box Basic Vinyl Glove Bag
HeiBluftsterilisator

ICP-MS X-Series2

IFC Controller HX

KUhl- und Gefrierschranke
Laborspulmaschine Professional G7883
LAS 3000

Megafuge 1.0

Mehrkanalpipette 1-10 pL (8-Kanal)
MicroCentrifuge

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

PCR Workstation Pro

pH-Meter 3210

Pipetus®

Reinstwasseranlage Milli-Q

REM 1530 Gemini LEO

Rotator

Schittelinkubator B15

Vitrocell (Waldkirch)

Perkin Elmer (Waltham)

Systec (Linden)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Fluidigm (San Francisco)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Roche (Mannheim)

VWR International (Darmstadt)
Ziegra (Isernhagen)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Sartorius (Gottingen)

Sartorius (Gottingen)

VWR International (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

COY Lab Products (Grass Lake)
Memmert (Schwabach)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Fluidigm (San Francisco)

Bosch (Gerlingen)

Miele (Gutersloh)

Fujifilm (Ratingen)

Heraeus (Hanau)

Eppendorf (Hamburg)

Roth (Karlsruhe)

Carl Zeiss AG (Feldbach)

Mettler Toledo (Giel3en)

Gilson (Middleton)

Tecan Group (Crailsheim)

Peglab (Erlangen)

WTW (Weilheim)

Hirschmann Laborgerate (Eberstadt)
Merck Millipore (Darmstadt)
Zeiss (Oberkochen)

Labinco B.V. (Bredastadt)
Heraeus (Hanau)




Tabelle 20 -

Gerat/Software

Fortsetzung

Hersteller

Software ,Fluidigm Real Time PCR Analysis”
Software “GenEx"

Software “Image)”

Software “Tecan iControl 1.10"

Software “Vitrocell Monitor”

Sonifier W-250 D

Sonifier S-450 D

Sterilwerkbank laminar flow HERAsafeKS
T100 Thermal Cycler

Tecan Infinite M200 PRO

Thermo Mixer C

Tischzentrifuge
Transmissionselektronenmikroskop CM 200
FEG

Ultraschallbad Sonorex RK 103 H
Umwalzthermostat MA-26

Vitrocell® Cloud 12/12

Vortex-Genie 2T

Waage VWR 1502

Wasserbad

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5810R

Zetasizer Nano series

Fluidigm (San Francisco)
MultiD Analyses (Goteborg)
Open Source

Tecan Group (Crailsheim)
Vitrocell (Waldkirch)

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

Tecan Group (Crailsheim)
Eppendorf (Hamburg)

VWR International (Darmstadt)

Philips (Amsterdam)

Bandelin (Berlin)

Julabo (Seelbach)

Vitrocell (Waldkirch)

Scientific Industries (New York)
Sartorius (Gottingen)

Memmert (Schwabach)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Malvern Panalytical (Herrenberg)
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7.2 ERGANZENDE DATEN

7.2.1 Temperaturprogramme zur Quantifizierung der Metalle mittels

Atomabsorptionsspektrometrie

Tabelle 21: Zusammenfassung des Temperaturprogramms zur atomabsorptionsspektrometrischen

Quantifizierung von Kupfer.

Gasstrom (Argon)

Temperatur in [°C] Aufheizphase [s] Haltezeit [s]
[mL/min]
Trocknung 1 120 1 30 250
Trocknung 2 140 15 30 250
Pyrolyse 1200 10 20 250
Atomisierung 2000 0 5 0
Ausheizen 2450 1 3 250

Tabelle 22: Zusammenfassung des Temperaturprogramms zur atomabsorptionsspektrometrischen

Quantifizierung von Silber.

Gasstrom (Argon)

Temperatur in [°C] Aufheizphase [s] Haltezeit [s]
[mL/min]
Trocknung 1 10 1 30 250
Trocknung 2 130 15 30 250
Pyrolyse 800 10 20 250
Atomisierung 1700 0 5 0
Ausheizen 2450 1 3 250
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Tabelle 23: Zusammenfassung des Temperaturprogramms zur atomabsorptionsspektrometrischen
Quantifizierung von Nickel. Nach jeweils sieben Messungen wurde eine erneute Kalibrierung
durchgefihrt.

Gasstrom (Argon)
Temperatur in [°C] Aufheizphase [s] Haltezeit [s]

[mL/min]
Trocknung 1 10 1 30 250
Trocknung 2 150 15 40 250
Pyrolyse 1100 10 20 250
Atomisierung 2300 0 5 0
Ausheizen 2500 1 3 250

7.2.2 Nachweis einer erfolgreichen Fraktionierung mittels Western Blot

Lamin b (67-76 kDa) - e
a-Tubulin (52-59 kDa) .

GAPDH (38-40 kDa)

PO — ——
Zellzahl (x106) 09 0,9 2 2 2 2
Z N Z N Z N
{ ) | J
|
Beas-2B THP-1

Abbildung 43: Nachweis einer erfolgreichen Fraktionierung von Zytoplasma und Zellkern in
Beas-2B- und dTHP-1-Zellen. Die Zellen wurden mittels eines Zellfraktionierungs-Kits von ActiveMotif in
eine zytoplasmatische (Z) und eine Kernfraktion (N) separiert. a-Tubulin diente dabei als Marker fir die
zytoplasmatische Fraktion, Lamin b diente als Marker fur die Kernfraktion und GAPDH diente als
Ladekontrolle.
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7.2.3 Daten zu Genexpressionsanalysen

Eine Liste der in der HT RT-gPCR verwendeten Gene ist in Tabelle 24 dargestellt. Die Proteine, fur
welche die Gene codieren wurden bereits in Fischer et al. (2016) aufgefiihrt. Zum Genset

hinzugefugte Gene und deren korrespondierende Proteine sind in Tabelle 25 zusammengefasst.

Tabelle 24: Liste der in der HT RT-qPCR verwendeten Gene nach Genclustern sortiert.

Referenz- Fremdstoff- Inflammation Fibrose Metall-  Oxidative Apoptotische DNA-
gene  metabolismus homoostase Stress- Faktoren und Schadens-
antwort  Zellzyklus-  antwort
regulatoren und
Reparatur
ACTB AHR CCLe? ACTAZ FTHT CAT APAFT APEXT
B2M CYPIAT COX2 COLTAT MTIX G6PD BAX ATM
GAPDH IL-TA CTNNBT MT2A GCLC BBC3 ATR
GUSB IL-1B FNT SLC30AT GPXT BCL2 BRCAT
HPRTI IL-6 OPN TFRC GPX2 BTRC BRCAZ
IL-8 PDGFA GSR CCND1 DDBT
TNF-A TGF-B HMOX1 CDKNTA DDB2
TIMPT HSPATA CDKN1B ERCCT
VIM KEAPT E2FT ERCC4/XPF
MAP3K5 EGFR ERCC5/XPG
NFE2L2 JUN GADD45A
NFKBT MDM?2 LIGT
NFKB2 MYC LIG3
NFKBIA PLK3 MGMT
PRDX1 PMAIPT MLHT
SODT PPMID MSH2
SoD2 SIRTZ PARPT
TXN TNFRSF10B PCNA
TXNRD1 VEGFA POLQ
NQOT XIAP POLD1
RAD50
RADS5T
RRMZ2B
XPA
XPC
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Tabelle 25: Auflistung der zu Fischer et al. (2016) erganzten Gene und deren korrespondierende

Proteine.

Gen Codiertes Protein

ACTA2 actin alpha 2, smooth muscle

CCLzz C-C motif chemokine ligand 22

COLTAT collagen type | alpha 1 chain

CTNNB1 catenin beta 1

FNT fibronectin 1

ILTA interleukin 1 alpha

ILTB Interleukin 1 beta

IL6 Interleukin 6

PDGFA Platelet derived growth factor subunit A
PTGS2 (COX2) prostaglandin-endoperoxide synthase 2

SPPT (OPN))
TGFB1
TIMP1

TNF

VIM

secreted phosphoprotein 1
transformin growth factor beta 1
TIMP metallopeptidase inhibitor 1
tumor necrosis factor

vimentin
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Abbildung 44: Schematisch dargestellte Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer
Kokultur aus Beas-2B-Zellen mit differenzierte Makrophagen nach submerser Inkubation mit Kupfer-
basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fir 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial submers
inkubiert. Eine rote Farbung steht fur eine Induktion, eine blaue Farbung flr eine Repression der Gene.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. n.g.. nicht
quantifizierbar.
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Abbildung 45: Schematisch dargestellte Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer
Kokultur aus Beas-2B-Zellen mit differenzierte Makrophagen nach ALl-Exposition mit Kupfer-
basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fur 10 Minuten gegeniber eines NM-haltigem Aerosols
exponiert und anschlieBend fur 24 h inkubiert. Eine rote Farbung steht fir eine Induktion, eine blaue
Farbung flr eine Repression der Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen. n.g.: nicht quantifizierbar.
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Abbildung 46: Schematisch dargestellte Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer
Kokultur aus Beas-2B-Zellen mit differenzierte Makrophagen nach submerser Inkubation mit Silber-
basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fur 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial submers
inkubiert. Eine rote Farbung steht fur eine Induktion, eine blaue Farbung flr eine Repression der Gene.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. n.g.. nicht
quantifizierbar.
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Abbildung 47: Schematisch dargestellte Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer
Kokultur aus Beas-2B-Zellen mit differenzierte Makrophagen nach ALI-Exposition mit Silber-
basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fur 10 Minuten gegeniber eines NM-haltigem Aerosols
exponiert und anschlieBend fur 24 h inkubiert. Eine rote Farbung steht fir eine Induktion, eine blaue
Farbung flr eine Repression der Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei
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Abbildung 48: Schematisch dargestellte Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer
Kokultur aus Beas-2B-Zellen mit differenzierte Makrophagen nach submerser Inkubation mit Nickel-
basierten Nanomaterialien. Die Zellen wurden fur 24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial submers
inkubiert. Eine rote Farbung steht fur eine Induktion, eine blaue Farbung flr eine Repression der Gene.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. n.g.. nicht
quantifizierbar.
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Abbildung 49: Schematisch dargestellte Genexpressionsprofile einer Beas-2B-Monokultur und einer
Kokultur aus Beas-2B-Zellen mit differenzierte Makrophagen nach submerser Inkubation mit
TiO2 NP, CeO; NP und carbon nanotubes (CNT). Die Zellen wurden fiir 24 h mit dem entsprechenden
Nanomaterial submers inkubiert. Eine rote Farbung steht fur eine Induktion, eine blaue Farbung fir eine
Repression der Gene. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.
n.q.: nicht quantifizierbar.
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7.2.4 Etablierung der ALI-Kultivierung
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Abbildung 50: Untersuchung des ATP-Gehalts in Bezug auf die Kultivierungsmethode in Mono- und
Kokultur. Beas-2B-Zellen wurden entweder in Monokultur oder in Kokultur mit differenzierten
THP-1-Zellen entweder fir 24 h submers kultiviert oder fiir 30 Sekunden tber ein ALI mit einer 0,1 %-igen
PBS-Losung exponiert und anschlieBend 24 h kultiviert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus
mindestens drei unabhangigen Versuchen. PK: Positivkontrolle (500 nM Staurosporin).
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Abbildung 51: Untersuchung der Induktion von DNA-Strangbriichen in Bezug auf die
Kultivierungsmethode in Mono- und Kokultur. Beas-2B-Zellen wurden entweder in Monokultur oder in
Kokultur mit differenzierten THP-1-Zellen entweder flr 24 h submers kultiviert oder fur 30 Sekunden Uber
ein ALl mit einer 0,1 %-igen PBS-L&sung exponiert und anschlieBend 24 h kultiviert. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SD aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. PK: Positivkontrolle (100 uM Menadion).
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7.2.5 Erganzende Daten zur zellularen Verfiligbarkeit der

Nickel-basierten Nanomaterialien
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Abbildung 52: Intrazelluldrer Nickelionen-Gehalt nach submerser Inkubation mit Nickel-basierten
Nanomaterialien in Beas-2B-Zellen und differenzieren THP-1-Zellen (dTHP-1). Die Zellen wurden fur
24 h mit dem entsprechenden Nanomaterial inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, die
Zellmembran abgetrennt und die lonenkonzentration im Uberstand mittels GF-AAS gemessen. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.
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7.3 ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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MT Metallothionein

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium, inner salt
MWCNT  Multi-walled CNT
NaP Natriumpuffer
NK-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NLRP3 NLR family pyrin domain containing 3-Inflammasom

NM Nanomaterialien

NP Nanopartikel

NW Nanowire

PBS Phosphate buffered saline

PDI Polydispersitatsindex

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat
QCM Quarzkristall-Mikrowaage

REM Rasterelektronenmikroskopie
RIPA Radioimmunoprecipitation assay
RPMI Roswell Park Memorial Institute
ROS Reaktive Sauerstoffspezies

SD Standardabweichung

SOD Superoxiddismutase

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
WHO World Health Organization
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