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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Neuen Technologien wird oftmals mit Argwohn und Vorurteilen sowie einem hohen
Anspruch auf Sicherheit und regulatorischen MalRinahmen begegnet. Im Fall der
Nanotechnologie missen den viel versprechenden neuen Mdoglichkeiten die potentiellen
Risiken einer Expositionsgefahrdung am Arbeitsplatz oder der Umwelt bei der Bewertung
gegeniibergestellt werden. Ahnlich wie bei der Exposition gegeniiber Ultrafeinstauben,
stellt sich mit zunehmender Produktion und Verarbeitung von Nanomaterialien die Frage
nach einer moglichen Toxizitdt bzw. ihren Auswirkungen auf die Umwelt. Die
toxikologische  Charakterisierung  beispielsweise von neuartigen  Kohlenstoff-
Nanomaterialien hat gerade erst begonnen, und die bisherigen Daten sind noch sehr
lickenhaft und oftmals widersprichlich.

Als wichtige Vertreter fir Nanomaterialien wurden fur die vorliegende Arbeit
verschiedene Typen von einwandigen Kohlenstoff Nanordhren (single-walled Carbon
Nanotubes; SWCNTSs) ausgewdhlt, die sich hauptsachlich in der Art und Menge ihrer
synthese-bedingten Verunreinigungen, wie z.B. den Metallen und amorphem Kohlenstoff,
unterschieden. Einen der bedeutendsten Expositionswege stellt sicher die Inhalation und
damit die Exposition der Lunge dar. Aus diesem Grund wurden humane
Lungenepithelzellen (A549) sowie humane Endothel-&hnliche Zellen (ECV304) gewabhlt,
um eine potentielle Toxizitdt, sowie deren zugrunde liegende Mechanismen dieser
neuartigen Kohlenstoff-Nanoteilchen, im in vitro Zellsystem eingehend zu untersuchen
und zu charakterisieren.

Mithilfe lichtmikroskopischer und elektronenmikroskopischer Methoden konnte zuné&chst
eine intrazelluldre Aufnahme der SWCNTs dokumentiert werden, die sowohl frei als auch
in membranumschlossenen Vesikeln vorlagen, was zu verdndertem zelluldren Verhalten
flhren konnte. Weiterhin konnte mithilfe standardisierter Vitalitatstests (WST-1, LDH-
Test, PI-Farbung) keinerlei akut cytotoxische Wirkung der SWCNTSs auf unterschiedliche
Zelllinien festgestellt werden. Allerdings wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
Kohlenstoff-Nanoréhren mit dem MTT-Test interagieren kénnen und somit einen ,falsch
positiven“ Effekt, in Bezug auf ihre Cytotoxizitzat hervorrufen. Des Weiteren konnte
weder eine apoptotische noch anti-proliferative Wirkung nach SWCNT-Kontakt der
Zellen nachgewiesen werden. Eine Schlisselrolle in der SWCNT-induzierten Toxizitéat

scheint jedoch die Fahigkeit einzunehmen, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und somit
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Oxidativen Stress auszuldsen, wobei die Art und Menge der Verunreinigungen hierbei
einen wesentlichen Faktor darstellen, der sowohl die Hohe als auch die zeitliche ROS-
Freisetzung bestimmt. Auch bei der Aktivierung von pro-inflammatorischen Signalwegen,
wie dem NFkB-Signalweg scheint ROS eine zentrale Bedeutung zu haben, auch wenn
Antworten beobachtet wurden, die aulRerhalb der ROS-vermittelten Reaktionswege liegen
mussen.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse sind richtungweisend in Bezug auf die
potentielle Toxizitdt und das inflammatorische Potential der neuartigen Kohlenstoff-
Nanomaterialien. Die Ergebnisse belegen, dass die hier verwendeten SWCNTSs keinerlei
akute Cytotoxizitat in vitro aufweisen, jedoch erheblichen Einfluss auf die
Analysesysteme selbst ausiiben koénnen. Auf der anderen Seite haben sie eine hohe
Attraktivitat far Zellen inne, die zu einer aktiven Umstrukturierung der Zellen und
SWCNT-Zell-Agglomeraten fihrt.

Die vorliegenden Hinweise untermauern die Notwendigkeit, dass eine genaue
Uberpriifung, sowohl der Toxizitat als auch der Biokompatibilitat, mit standardisierten
Materialien sowie unabhédngigen Testsystemen, unerldsslich ist, um die Sicherheit der
Materialien aber auch der gewonnenen Erkenntnisse zu gewahrleisten, damit der Weg fr
potentiell neue Anwendungen der neuen Nanomaterialien nachhaltig gestaltet werden

kann.




Abstract

Influence of carbon nanoparticles on cell physiology — mechanistic
studies on the toxic effects

Abstract

New technologies often have to face high suspicion and prejudice and at the same time
they also have to fulfill a high demand for safety and regulation. For emerging
nanomaterials new possibilities as well as the potential risks of an occupational and
environmental exposure needs to be evaluated carefully. As for ultrafine particles, the
potential and the growing use of nanoparticles and their mass production have raised
several questions about their safety and environmental impact. Research on the toxicity of
new carbon conformations have just begun and the data are still fragmentary and often
contradictory.

In the present study different types of single-walled carbon nanotubes (SWCNTSs) were
used as a model nanoparticle, which mainly differ in the type and amount of synthesis-
related impurities (amorphous carbon, metals). At the moment one of the most likely
exposure-routes for SWCNTs is by inhalation. In the following work human lung
epithelial cells (A549) as well as an endothelial-like cell line were used in order to
measure and characterize potential toxicity and the underlying mechanisms of these new
carbon nanoparticles.

First of all an intracellular uptake of SWCNTSs, which were either found freely distributed
or enclosed in membrane-bound vesicles, was clearly demonstrated by the use of light and
electron microscopy and may induce adverse effects. Although, no acute cytotoxicity
could be observed after SWCNT-incubation of different cell lines using several viability
assays (WST-1, LDH, Pl-staining), the present study could demonstrate that carbon
nanotubes can interact with widely used viability assays (MTT) leading to “false positive”
results regarding their cytotoxic potential. Additionally, neither an apoptotic nor anti-
proliferative effect could be detected. A key role in the SWCNT-induced toxicity seems to
be their ability to induce reactive oxygen species (ROS) and therefore leading to oxidative
stress. The type and amount of impurities play an important role in the amount of ROS
induction as well as the time-dependency of the SWCNT-induced ROS-release. ROS also
seems to be an important element in the activation of pro-inflammatory signalling

pathways, e.g. the NFkB pathway. However, it has been shown that there exist other
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mechanisms besides ROS-mediated signalling in order to explain the inflammatory
potential of SWCNTSs.

The present results have highlighted the difficulties in dealing with this new carbon
nanomaterial and give raise to their potential toxicity and inflammatory potential. The
data show that these SWCNTSs exhibit no acute cytotoxicty in vitro but rather pose some
attractiveness to cells to get closely attached to SWCNT material and to actively form
SWCNT-cell-agglomerates. The available data clearly indicate that further studies on the
possible toxicity as well as the biocompatibility with well-characterized nanomaterials are
needed and the validation of these effects with independent test-systems is a prerequisite
to determine the safety of nanomaterials and to open up new ways for possible

applications.
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Einleitung

1 Einleitung

,Haben wir denn derart jeden Malistab verloren, dass wir glauben, der Mensch misse sich
neuen Technologien anpassen, statt dass wir als VVorbedingung jeder neuen Technologie

fordern, dass sie dem Menschen angepasst sein misse?* (Hans A. Pestalozzi).

Lange bevor die Technik in den Nanometerbereich vordringen konnte, waren Menschen
bereits gegenuber kleinsten Partikeln exponiert. Noch vor Beginn der industriellen
Revolution, die eine enorme Zunahme der anthropogenen Partikel, wie z.B. Rul3partikel,
mit sich brachte, war der Mensch bereits mit einem Gemisch aus Fein- und
Ultrafeinstauben aus der Umwelt, durch z.B. Vulkanausbriiche, Sandstiirme usw., belastet.
Die Gesundheitsgefahrdung durch Partikel ist schon lange bekannt und viel in der
Literatur beschrieben (Dockery et al., 2005; Pope, Il et al., 2002; Samet et al., 2000).
Insbesondere bei arbeitsplatzbezogener Exposition treten auch entsprechende
Erkrankungen auf, wie z.B. die Pneumokoniose bei Bergleuten im Kohleabbau
(Heppleston, 1992). Epidemiologischen Studien zufolge ist eine Erhéhung des
Schwebstaubes mit einem erhohten Mortalitdts- und Morbiditétsrisiko verbunden,
abhéngig von GroRe und Zusammensetzung der Staubpartikel (Schwartz et al., 2001;
Thurston, 1996).

Die Nanotechnologie gilt als eine der Schlusseltechnologien des 21. Jahrhunderts und 16st
damit die Mikrotechnologie des 20. Jahrhunderts, die vor allem die
Informationstechnologie revolutioniert hat, ab. Die Hoffnungen und Erwartungen sind
enorm. Es handelt sich hierbei nicht um eine spezifische Technologie, sondern um ein
breites, sehr heterogenes Technologiefeld. Unter dem Begriff Nanotechnologie werden
Materialien, Strukturen und Technologien zusammengefasst, deren verbindendes Element
die Erzeugung oder das VVorhandensein von mindestens einer Groéfiendimension kleiner als
hundert Nanometer (nm) ist. Fir die chemische Industrie zum Beispiel sind die
Charakterisierung und gezielte Herstellung von Nanopartikeln, Mischungen aus
Nanomaterialien mit Kklassischen Materialien durch Verkniupfung anorganischer
Baueinheiten mit organischen Matrices, so genannte ,,Composites”, und die Erzeugung
von nanostrukturierten Oberflachen, zurzeit die wichtigsten Anwendungsgebiete
(http://corporate.basf.com). Die  Nanotechnologie hat das Potential, vielen

gesellschaftlichen Herausforderungen neue Perspektiven zu bieten. Vor allem im Bereich
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der Biowissenschaften er6ffnen sich neue Anwendungsmaoglichkeiten in der Applikation
von Arzneimitteln, in Diagnostik und Therapie sowie in der Produktion von
Biomaterialien mit einer hoheren Sensitivitat und Spezifitat.

Die Manipulation auf der Nano-Ebene fuhrt zu Verédnderungen der chemischen,
physikalischen und biologischen Eigenschaften der Materialien, wobei die chemische
Zusammensetzung selbst dabei nicht verandert wird. Dieses kdnnen beispielsweise neue
mechanische, optische, chemische, magnetische oder elektronische Eigenschaften sein.
Ziel der Nanotechnologie ist es vor allem, aus diesen Nanoteilchen Materialien mit neuen
Eigenschaften zu entwickeln. Die Attraktivitdt von Nanopartikeln fir diese Zwecke
basiert vor allem auf dem Verhéltnis von Oberflache zu Masse, was zu einer erhdhten

katalytischen Reaktivitat und Quantenphdnomenen fihrt.

Neben den genannten Vorteilen und dem Fortschritt in Technik und Medizin, den die
Nanotechnologie mit sich bringen kann, sind allerdings noch wenige gesicherte
Untersuchungsergebnisse beziliglich des Gefahrenpotentials und einer moglichen Toxizitét
dieser Kkleinsten Partikel bekannt. Diese Unwissenheit kann, begleitend zu den bisher
bekannten Ergebnissen, dazu fuhren, dass Spekulationen aufkommen, deren Grenzen bis
hin in den Science Fiction Bereich, in dem Nanopartikel sich selbst replizieren und auf3er
Kontrolle geraten, reichen. Dies macht es umso notwendiger, sicherheitsrelevante
Forschung zu betreiben, eine fundierte Datenbasis zu schaffen, um die wirklichen
Gefahrdungen zu identifizieren.
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1.1 Zielsetzung der Arbeit

Kohlenstoff Nanordhren reprasentieren eine neue Klasse von Nanomaterialien, die
aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften ein viel versprechendes Potential fir die
industrielle Anwendung in verschiedenen Fachbereichen besitzen. Bis zum heutigen
Zeitpunkt sind jedoch die zellularen Wirkungsmechanismen der Carbon Nanotubes
(CNTSs) nicht genau aufgeklart.

Um einen tieferen Einblick in die Wirkungsweise der CNTs zu erhalten, sollte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit im in vitro Zellsystem eine genaue Charakterisierung der
zelluléaren und molekularen CNT-induzierten Mechanismen auf die Zellphysiologie und
zellulare Funktion sowie mogliche potentielle toxikologische Endpunkte durch
verschiedene Vertreter der Kohlenstoff Nanorohren durchgefiihrt werden. Als
Modellsystem wurden menschliche Lungenepithel- und Endothel-&hnliche Zellen
verwendet, die auf ihre zelluldren Reaktionen nach CNT-Inkubation Uberprift wurden. Im
Mittelpunkt dieser Studie steht die Beeinflussung der CNTs auf die Zellvitalitat und
Integritdt, sowie  Entzindungsreaktionen, wie z.B. die Freisetzung von
Sauerstoffradikalen. Es werden sowohl mdgliche Effekte auf inflammatorische
Signalwege als auch Adhasions- und Migrationsverhalten untersucht. Ein Schwerpunkt
der Arbeit bildet dabei die Untersuchung des Einflusses von Partikeleigenschaften auf die
zelluldare Antwort durch unterschiedliche Nanotube-Materialien, die sich in Art und
Menge ihrer Verunreinigungen unterscheiden.

Aufgrund der geringen Grofe und ihrer faserformigen Struktur wird eine ahnliche
Toxizitat wie die der Ultrafeinstdube und synthetischen Fasern nach Inhalation erwartet.
Die neuartigen Eigenschaften von Nanoteilchen lassen allerdings auch an und in der Zelle
Reaktionen erwarten, die es bisher in dieser Form vielleicht noch nicht gab.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Partikel

In der Atmosphare liegen Partikel, die man auch als Schwebstoffe bezeichnet, in einem
Aerosol vor. Als Schwebstaub gelten alle festen und flussigen Teilchen in der Aulienluft.
Zu den natirlich vorkommenden Partikeln gehdren als Flissigkeitspartikel die
Wassertropfchen in Nebel und Wolken, als feste Partikel die Mineralteilchen und
RuBpartikel sowie Stdube von Bodenerosionen, die organisch biologischen Partikel
(Pollen, Sporen) und schlielllich noch die anthropogenen Partikel. Diese oft als Abfall-
bzw. Nebenprodukt entstenenden Partikel entstammen meist aus Verbrennungsanlagen zur
Energieversorgung, Abfallbeseitigung, Industrieprozessen sowie aus dem StralRenverkehr.
Die vorgeschlagene und meist angewandte Ordnung flr Partikel richtet sich nach der
GroRe. Sie werden in PM (,particulate matter”) unterteilt und mit verschiedenen
Grolkenangaben versehen. Die gédngige Einteilung ist: PMj (Partikel mit einem
aerodynamischen Durchmesser < 10 um), PM;,s (Partikel mit einem aerodynamischen
Durchmesser < 2,5 pm) und die ultrafeine Fraktion PMg; (Partikel mit einem

aerodynamischen Durchmesser < 0,1 pum).

Die jahrlichen Staubemissionen in Deutschland betrugen vor etwa 40 Jahren noch weit
mehr als drei Millionen (Mio.) Tonnen (t) jahrlich. Bis 1990 gingen die Staubemissionen
insbesondere Dank der Staubabscheidung in den GroRanlagen der Kraftwerke und der
Industrie sowie durch Brennstoffumstellung von ca. 1,4 Mio. t/Jahr um ca. eine Millionen
Tonnen auf 0,4 Mio. t/Jahr zurick. Die PMjo Jahresmittelwerte liegen in Deutschland
meist zwischen 20 und 35 pg/m® und damit unterhalb des EU-Grenzwertes von 50 pg/m?®
(http://www.umweltbundesamt.de). Der Grenzwert fir PM,s ist derzeit durch die
amerikanische Umweltbehérde (Environmental Protection Agency, EPA) auf 25 pg/m?®
festgelegt. Diese Richtwerte berucksichtigen allerdings nur die Massenkonzentration des
Gesamtstaubes (ng/m?) und nicht die Partikelanzahlkonzentrationen (N/m®) der einzelnen
Grolenfraktionen. Trotz dieses Rickganges der Gesamtbelastung durch Staube (auf die
Masse bezogen) nahm jedoch die Partikelanzahl insbesondere durch eine Zunahme der
Feinstaubfraktion zu (Wichmann et al., 2000). Gerade die kleinsten Partikel aber zeichnen
sich durch eine erheblich grélRere Oberflache im Verhaltnis zum Volumen und der Masse
aus (Abb. 2.1).




Theoretische Grundlagen
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Abb. 2.1: Typische GréRenverteilung von urbanen Partikeln
(Quelle: Oberddrster and Utell, 2002)

2.1.1 Die Lunge —die erste Verteidigungslinie nach Partikelinhalation

Der oxidative Zellstoffwechsel erfordert einen permanenten Gasaustausch zwischen
Organismus und Umgebung. Die Lunge ist dabei das zentrale Organ flr die Luftatmung.
Phylogenetisch entstand sie bei Wirbeltieren aus einer Einstilpung der Koéperwand mit
einem fein verzweigten System von Atmungswegen, bestehend aus den Bronchien und
Bronchiolen sowie den Alveolen, in denen der eigentliche Gasaustausch stattfindet. Die
luftfihrenden Bronchien sind mit einem mehrreihigen Flimmerepithel ausgekleidet,
wéhrend zu den Alveolen hin ein einschichtiges Epithel Uberwiegt. Beim Menschen
betragt die respiratorische Oberflache ca. 140 m?, die taglich mit bis zu 15-20 m® Luft in
Kontakt kommt. Dies bedingt einen standigen Kontakt mit apathogenen und fakultativ
pathogenen Keimen sowie Partikelaerosolen. Luftgetragene Keime bzw. Partikel kommen
durch die Inhalation zundchst mit den Epithelzellen der Bronchien in Kontakt, welche die
erste physikalische Abwehrbarriere darstellen.

Im Atmungssystem sorgen mehrere Schutzmechanismen dafir, dass eingeatmete
Krankheitserreger und Fremdstoffe keinen Schaden anrichten konnen. Neben der
mechanistischen Ausschleusung (Husten, Niesen) spielen die unspezifische und




Theoretische Grundlagen

spezifische Immunabwehr eine wichtige Rolle. Zur Bekdmpfung von Bakterien und Viren
oder zur Beseitigung nicht-infektioser Partikel wird lokal eine Entziindungsreaktion durch
die vor Ort anwesenden Immunzellen ausgelost. Dabei werden neben reaktiven
Sauerstoffspezies auch Proteine und Lipide freigesetzt, die als chemische Botenstoffe
(Mediatoren) auf andere Zelltypen wirken, z.B. auf die Epithelzellen, welche die
Lungenblaschen auskleiden, oder die Endothelzellen, welche die in unmittelbarer
Nachbarschaft liegenden Blutgefalle auskleiden (Abb. 2.2). Die einsetzende Bekdmpfung
der eingedrungenen Fremdkorper kann auch gesundes Gewebe in Mitleidenschaft ziehen,

das durch anti-inflammatorische Prozesse wieder repariert werden muss.

Epithelzellen

Epithelien sind Grenzflachen, die alle inneren und &uRBeren Korperflachen von
mehrzelligen Organismen bedecken. Dazu gehoren vor allem die Haut, der
Gastrointestinaltrakt und der Respirationstrakt. Epithelzellen gelten als einfache
Immunzellen, da ihnen zwei Schutzfunktionen zugeschrieben werden: eine physikalische,
mechanische Barrierefunktion und eine Funktion als chemische Barriere, um den Eintritt
von Keimen zu verhindern. Bestandteil der physikalischen Barriere sind die Zell-
Zellverbindungen (,,tight junctions®), welche benachbarte Epithelzellen so abdichten, dass
keine gelosten Stoffe zwischen dem Luftraum der Lunge und dem Koérpergewebe per
Diffusion Ubertreten konnen. Neben der Keimabwehr und dem mukozillidren
Reinigungsmechanismen sind Epithelzellen des Respirationstraktes in der Lage,
antimikrobielle Substanzen und Entzindungsmediatoren (chemische Barriere) zu
sezernieren. Dazu gehoren Lysozym, Lactoferrin, sekretorische Phospholipase A, ebenso
wie Surfactant Proteine (SP-A und SP-D) und antimikrobielle Peptide. Auf Stimulation
hin sind Epithelzellen ebenso in der Lage, Entziindungsmediatoren zu sezernieren (Martin
and Frevert, 2005). Dazu gehéren vor allem Chemokine und pro-inflammatorische

Cytokine.

Endothelzellen

Das Endothel bildet bei Vertebraten die innerste Zellschicht. Eine wichtige Funktion
kommt den Endothelzellen in der Entstehung der Blutgefae im Embryonalstadium zu.
Wahrend dieses Stadiums entwickeln sich die verschiedenen Gefaltypen aus einer

gemeinsamen Vorstufe, die lediglich aus Endothel und Basallamina besteht. In spateren
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Entwicklungsstadien kontrollieren die Endothelzellen die Bildung des angrenzenden
Bindegewebes und der glatten Muskulatur (Campbell and Campbell, 1986). Aufgrund
ihrer exponierten Lage sind Endothelzellen mit Ausnahme der Blutzellen der einzige
Zelltyp, der in direktem Kontakt zu Blut- und Lymphflissigkeit steht. Je nach Lage im
Korper kommen Endothelzellen entsprechend der vielfaltigen Anforderungen in vielen
verschiedenen Formen vor. Sie bilden in den Geweben, in denen eine genaue Kontrolle
des Stoffaustausches erforderlich ist, eine dicke Zellschicht aus (z.B. Blut-Hirn-Schranke,
Blut-Lunge-Schranke). Als Barriere zwischen dem strémenden Blut und der Gefalwand
ubt das Endothel viele verschiedene Funktionen aus. Beispiele sind die Kontrolle des
Stoffaustausches zwischen intra- und extravasalem Raum, die Homdostase, sowie die
Beteiligung an immunologischen  Prozessen, wie akuten und chronischen

Entziindungsreaktionen (Wu and Thiagarajan, 1996).

2.1.2 Toxizitatspotential von Partikeln

Das Gefahrenpotential der Partikel liegt vor allem in der geringen GroRe. Je kleiner die
Schwebstaubteilchen einer bestimmten definierten Menge sind, desto hdoher ist ihre
Anzahlkonzentration und damit ihre Gesamtoberflaiche und desto mehr kdnnen auch
Umweltschadstoffe angelagert werden. Partikel mit einem aerodynamischen Durchmesser
< 2,5 um (PMys) kénnen bis tief in die Lunge gelangen und dort direkt mit Zellen
interagieren (Colvin, 2003; Donaldson et al., 2001; Oberdorster et al., 2005; Service,
2004) (Abb. 2.2). Sind diese Partikel erst einmal in der Lunge bzw. in den Alveolen,
konnen sie Entziindungsmechanismen auslésen (Diabaté et al., 2002), sowie eine
Schwachung der Phagocytose hervorrufen (Renwick et al., 2001) oder sogar zum Zelltod
fahren. In zahlreichen epidemiologischen Studien lassen sich quantitative Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen ableiten und es zeigt sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen
der Partikelkonzentration und einer erhéhten Inzidenz (Anzahl von Neuerkrankungen an
einer bestimmten Krankheit innerhalb einer bestimmten Zeitspanne) von Erkrankungen
der Atemwege (Asthma, Bronchitis), Herz-Kreislauferkrankungen, sowie einer erhdhten
Mortalitat (Dockery et al., 2005; Pope, 111 et al., 2002; Samet et al., 2000; Schwartz et al.,
2001; Thurston, 1996). Die Studien zeigen, dass ein Anstieg der PMjo-Konzentration um
10 pg/m*® mit einem Anstieg des Mortalitatsrisikos um 1% einhergeht. Diese Effekte

wurden besonders in anfalligen, sehr jungen sowie alten Menschen und in solchen mit
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bestehenden Lungen- und Herz-Kreislauferkrankungen beobachtet (Ibald-Mulli et al.,
2002; Samet et al., 2000; Wichmann et al., 2000).

Mit Zunahme an industrieller Weiterentwicklung und gesellschaftlichem Wohlstand kam
es zu einer Verschiebung der Partikelexposition von der hauptsachlich
arbeitsplatzbezogenen bis hin zur alltdglichen Exposition der weltweiten Bevdlkerung
infolge von Umweltbelastungen durch luftgetragene Partikelmasse (PM). Diese
Entwicklung konnte mit Entdeckung der Nanotechnologie und der damit verbundenen
erhohten potentiellen Exposition von industriell hergestellten Partikeln vermutlich noch

weiter zunehmen.

Schwebstaubteilchen konnen als Fremdkdrper dort, wo sie abgelagert werden, eine
Reizwirkung ausuben, die zu entzindlichen Verénderungen fuhrt. Je kleiner die Partikel
sind, desto weiter konnen sie in die Atemwege vordringen. Partikel ber 10 pm
TeilchengroBe kommen kaum weiter als bis zu den Verzweigungen der Bronchien und
Bronchiolen wo sie schliel3lich sedimentieren und durch das Flimmerepithel in die oberen
Atemwege transportiert werden. Fur diejenigen unter 2,5 pum ist es jedoch maglich, bis zu
den Alveolen vorzudringen und insbesondere Partikel unter 0,1 um koénnen sogar tber die
Lungenbldaschen in die Blutbahn vordringen und sich Uber das Gefalisystem im
Organismus verteilen. Im Bereich der Lungenblaschen sind Atmung und Blutkreislauf
funktionell und anatomisch (Zelldicke ~0,5 um) eng miteinander verbunden. Deshalb
konnen Storungen des einen Systems, z.B. des Atemtrakts, auch systemische

Veranderungen im Herz-Kreislauf-System bewirken (Nemmar et al., 2004) (Abb. 2.2).

PM besteht aus einer Reihe von verschiedenen Komponenten, von denen einige mit den
auftretenden gesundheitlichen Veranderungen in Verbindung gebracht wurden (Murr et
al., 2004). Hierzu zédhlen die Ultrafeinen Partikel (Donaldson and Stone, 2003;
Oberdorster, 1996; Wichmann et al., 2000), Endotoxine (Ning et al., 2000), und die
Metalle (Gilmour et al., 1996).

Die inflammatorische Antwort nach Inhalation von Partikeln wurde eingehend untersucht
und beschrieben (Borm, 2002; Castranova et al., 2001; Donaldson and Stone, 2003;
Driscoll et al., 1996; Jorna et al., 1994; Mossman and Churg, 1998; Oberdérster, 1996;
Riediker et al., 2004). Dabei zeigt sich u.a., dass die mit der Einwanderung von

Entzindungszellen verbundene Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies und
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lysosomalen Enzymen das Lungenepithel so schédigt, dass die Fahigkeit zur Abwehr von
Krankheitserregern beeintrachtigt wird und es zur Fibrose und Tumorgenese kommen
kann. Far die Interpretation der Wirkung inhalierter Partikel missen verschiedene
Parameter bertcksichtigt werden: Dosis, Deposition, Dimension, Bestédndigkeit und
Abwehrreaktionen (Borm, 2002; Kreyling et al., 2004) (Abb. 2.2).

2\
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Abb. 2.2: Lokale und systemische Effekte nach Partikelexposition

Ein Hauptaufnahmeweg nach Partikelexposition ist die Inhalation, wodurch Partikel je nach GroRe bis tief in die
Lunge vordringen kdnnen. Hier kommen sie in Kontakt mit verschiedenen Zellen des Immunsystems sowie
Epithel- und Endothelzellen, und kénnen sogar in das Blut- und GefaRsystem translozieren. Der Kontakt mit
Partikeln kann auf zelluldrer Ebene zu verschiedenen Effekten fihren: Entziindungsmechanismen,
Proliferations , Motilitats-, Adhasionsveranderungen und Zelltod. Die Ausschittung von pro-inflammatorischen
Cytokinen und Chemokinen sowie ROS kann schlie3lich auch systemische Effekte im Organismus ausldsen.
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2.2 Nanotechnologie — Vision und Realitat

Die Nanotechnologie ist der Sammelbegriff fir vOllig neue, innovative
Technologiebereiche, welche u.a. Teilchen in NanometergréRe (10° m) produziert und
verwendet. Diese neue Technologie befasst sich im Allgemeinen mit der definierten
Erzeugung oder Verwendung von Nanostrukturen mit speziellen, neuen oder erweiterten
physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften von vorhandenen
Materialien, die erst im Nanometerbereich entstehen. Diese neue Technik soll eine
Entwicklung und Verbesserung fur unser Leben auf so unterschiedlichen Gebieten, wie
dem der Informationstechnologie, Elektrotechnik und Maschinenbau sowie Diagnostik

bringen (Masciangioli and Zhang, 2003).

Aber ,,nano* ist nicht neu. Angefangen mit Bakterien, die das Erdmagnetfeld mithilfe von
Nanomagneten wahrnehmen, bis hin zu den Bausteinen des Lebens; Nanopartikel spielen
in der Natur schon sehr lange eine zentrale Rolle (Matsunaga and Sakaguchi, 2000). Die
GroRe von Atomen betrdagt 0,15 bis 0,5 nm, die von Molekilen etwa einige Nanometer
und die von Makromolekilen einige 10 nm. Viele auf Nanodimensionen beruhende
Effekte werden schon lange genutzt, wie z.B. Nanogold als Farbpigment in
Kirchenfenstern.

Im Allgemeinen kann man zwischen drei Typen nano-skaliger Partikel unterscheiden: die
nattrlich vorkommenden Partikel, solche, die als Abfall- bzw. Nebenprodukt z.B. bei
Verbrennungsprozessen anthropogen entstehen (Evelyn et al., 2003), und die industriell
synthetisierten Nanoteilchen. Industriell hergestellte Nanopartikel kdnnen nochmals in
zwei Gruppen in Abhé&ngigkeit ihrer Entstehung unterschieden werden: ,,top down* oder
»bottom up*, je nachdem, ob das Nanomaterial durch Verkleinerung eines grofen Ganzen
oder durch Zusammenfiigen kleinerer Bausteine bis zum gewiinschten Nanomaterial
entsteht (Royal Society and the Royal Academy of Engineering, 2004).

Daraus resultieren wiederum viele verschiedene Definitionen fiir die Nanotechnologie: die
Europdische Akademie Bad Neuenahr-Ahrweiler definiert in einer Studie:
»Nanotechnologie  basiert auf den  fortschreitenden =~ Anwendungen  der
Nanowissenschaften. Die Nanowissenschaften befassen sich mit funktionalen Systemen,
die auf der Nutzung von Bausteinen mit spezifischen, groRenabhdngigen Eigenschaften
der individuellen Bausteine oder eines Systems aus diesen basieren* (Schmid et al., 2003).
Die Definitionen des National Science and Technology Council (NSTC) ebenso wie die

des U.S. National Nanotechnology Initiative (NNI) beschreiben hingegen spezifisch die
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Forschung, Manipulation und Anwendung von Teilchen, die in mindestens einer
Dimensionen kleiner als 100 nm sind. (NSTC Juni 2000,
http://www.becon.nih.gov/nstc_def_nano.htm, http://www.nano.gov/html/facts/whatls
Nano.html).

Die Attraktivitat von Nanopartikeln basiert vor allem auf dem Verhéltnis von Oberflache
zu Masse, das weit groRer ist als das anderer Partikel im Mikrometer Bereich. Diese
groRen Oberflachen erlauben nicht nur die katalytische Beschleunigung von Reaktionen,
sondern auch die Adsorption und den Transport anderer Verbindungen. Die
Reaktionsfahigkeit der Oberflache geht auf Quantenph&nomene zuriick und kann zu
uberraschendem Verhalten der Nanopartikel fihren.

Neben den vielen Anwendungsgebieten in der Automobilindustrie, dem Maschinenbau
und der Elektronik, sind auch Bereiche der Biologie, Pharmazie und Umwelttechnik durch
Entwicklungen der Nanotechnologie betroffen und ,,Nano-Produkte” haben Einzug in
unser alltagliches Leben gefunden.

Beispiele fur industrielle Anwendungen sind z.B. Lacke mit extrem hoher Kratzfestigkeit
und Selbstreinigungseffekten  (Lotus-Effekt), hoch flieRfédhige, thermoplastisch
verarbeitbare Werkstoffe, Druckfarben mit langer Lebensdauer, hochleistungsfahige
Energiespeicher, UV-Absorber mit hohem Lichtschutzfaktor fiir Sonnenschutzmittel und
Textilfasern (Kaida et al., 2004). Silber-Nanoteilchen besitzen eine antimikrobielle
Wirkung, die z.B. in Wand- und Fassadenfarben gegen Schimmelpilze eingesetzt werden
kann (Kim et al., 2007).

Ein wichtiges Gebiet der Anwendung von Nanopartikeln umfasst auflerdem neuartige
Techniken der Medikamentenentwicklung, die zu geringeren Entwicklungskosten,
kirzeren Produktionsphasen und geringerem Risiko fihren sollen. Beispiel hierfiir sind
die nanoskaligen Polymer-Medikamenten-Konjugate, die als Transportvehikel studiert
werden, wobei wasserlosliche Polymere (PGA, PEG, Dextran) genutzt werden,
Medikamente in Bereiche zu tragen, in die sie auf andere Weise niemals vordringen
konnten, wie z.B. die Blut-Hirn-Schranke (Kreuter et al., 2002; Oberddrster, 2004; Otsuka
et al., 2003; Tosi et al., 2007). Die Verwendung von magnetischen Nanopartikeln, die
mittels Hyperthermie gezielt Krebszellen zerstdren (Jordan et al., 2006), sowie der Einsatz
der Nanotechnologie, zerstortes Nervengewebe zu regenerieren und zu schitzen (Silva,
2005), chemische- und biologische Zellanalytik (Pellegrino et al., 2005; Pellegrino et al.,
2003) sind weitere Moglichkeiten fir die vielseitigen und viel versprechenden

Anwendungen in der Biomedizin.
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Theoretisch kdnnen Nanopartikel aus jedem Material und allen chemischen Elementen
hergestellt werden. Die meisten Nanomaterialien, die heute im Gebrauch sind, verwenden
als Grundbausteine ihrer Synthese jedoch hauptsdchlich Ubergangsmetalle, Silizium,
Kohlenstoff sowie Metalloxide. Die US Environmental Protection Agency (EPA)
kategorisiert Nanopartikel in folgende Bereiche: Kohlenstoff basierend (Fullerene,

Kohlenstoff Nanoréhren), Metalle (inklusive Quantum Dots), Dendrimere, ,,Composites*.

Das toxikologische Potential von Feinstduben und insbesondere der Ultrafeinstdube ist
bekannt und konnte Hinweise auf eine dhnliche Toxizitat der industriellen Nanopartikel
geben. Ultrafeinpartikel sind allerdings chemisch sehr heterogene Gemische, die
hauptsachlich als Aerosol vorkommen und die mit Ausnahme der physikalischen GroRe
kaum Ahnlichkeit mit den meisten industriellen Nanopartikeln besitzen. Allerdings gibt es
fur industrielle Nanopartikel aufgrund ihrer vielseitigen Verwendbarkeit in
Kosmetikartikeln und medizinischen Anwendungen auch dementsprechend viele
verschiedene Expositionswege, was eine genaue Charakterisierung ihres Verhaltens in der
Umwelt und im Organismus erschwert (Krug and Diabaté, 2003; Oberddrster and Utell,
2002).

Uber das magliche Gefahrdungspotential oder die Toxizitat dieser kleinsten Partikel ist
jedoch nur wenig bekannt. Eine stetig anwachsende Zahl von Studien belegt allerdings die
schadigenden Effekte der Nanopartikel im Tierversuch (Baggs et al., 1997; Chen et al.,
2006; Oberdorster, 2004; Renwick et al., 2004) und in vitro (Adelmann et al., 1994;
Brown et al., 2001; Stone et al., 2000). Beim Ubergang zu GroRenordnungen im
Nanometerbereich kdénnen sich urspringliche Stoffeigenschaften erheblich verandern.
Dies ist besonders fur ihre industrielle Anwendung sehr nitzlich, kann aber auch
veranderte biologische Wirkungen mit sich bringen. Ein potentielles Risiko bietet auch die
aufgrund ihrer geringen GroRe stark vergroRerte Oberflache, die eine erhdhte katalytische
und biologische Aktivitdt hervorruft. Vor diesem Hintergrund besteht neben
materialwissenschaftlichem auch toxikologischer Forschungsbedarf. Die Frage stellt sich
daher: Geht mit Produkten auf Basis von Nanopartikeln eine nachweisbare Exposition fur
den Menschen bei Herstellung, Gebrauch oder Entsorgung einher, auf welchem Wege
erfolgt diese Exposition, welche spezifischen Grenzwerte sollen festgelegt werden und wo
verbleiben letztlich die Partikel, werden sie unveréndert ausgeschieden oder verbleiben sie

im Organismus?
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2.2.1 Kohlenstoff Nanordhren

Kohlenstoff ist eines der am haufigsten vorkommenden Elemente in der Natur. Seine hohe
Variabilitat fuhrt zu vielen verschiedenen Formen, die im alltdglichen Leben vorkommen,
z.B. als Graphit, Diamant, Kohlenwasserstoff, Ru3, Rohdl in komplexen Molekiilen, etc.
Mit der Entwicklung der Nanotechnologie sind allerdings noch weitere Formen von
Kohlenstoff entdeckt worden. Dazu gehéren die Anfang der 90er Jahre entdeckten
Fullerene (Cgp) (Kroto, 2001) sowie die Kohlenstoff Nanordhren.

Kohlenstoff Nanordohren (Carbon Nanotubes, CNTSs) reprasentieren auf dem Gebiet der
Nanotechnologie eine neue Form von Kohlenstoff mit einzigartigen Eigenschaften. Im
Jahre 1991 entdeckte Dr. Sumio lijima der NEC Corp., einer japanischen Elektronik
Firma, diese winzigen Rohren, die alle besonderen Eigenschaften der Nanopartikel in sich
vereinten (Ajayan, 1999; Ajayan et al., 1999; lijima et al., 1992). Strukturell gleichen
Nanotubes aufgerollten Lagen aus Graphit, aufgebaut aus konzentrischen Zylindern,
einwandig (single-walled CNTs, SWCNTs) oder mehrwandig (multi-walled CNTSs,
MWCNTSs), wobei gewoOhnlich das Ende der Roéhre geschlossen ist (Abb. 2.3 (A)). lhre
Oberflache zeichnet sich durch eine regelmaBige Anordnung von hexagonalen
Kohlenstoff Molekilen aus. Individuell kénnen SWCNTSs einen Durchmesser von ~0,4
bis > 3 nm und MWCNTSs einen Durchmesser von ~10 bis mindestens 50 nm bilden und
mehrere Mikrometer lang sein.

Durchschnittlich besitzen SWCNTs eine Oberflache von bis zu 1.500 m%/g, und eine
Zugfestigkeit mit mehr als 65 Gigapascal (GPa). Die Elastizitatskraft liegt im Bereich von
1.000 GPa und die Warmeleitfahigeit liegt bei 2.000 W/mK. Daraus ergibt sich fir
einzelne Nanotubes ein mindestens 100fach besseres Verhéaltnis von Zugfestigkeit zu
Dichte als fur Stahl.

Je nachdem, wie das wabenartige Netz des Graphit zur Rohre gerollt wird, entstehen
helikale, hochsymmetrische oder auch achirale, nicht spiegelsymmetrische Strukturen
(Chiralitat) (Abb. 2.3 (A 1. - 3.)). Des Weiteren erfolgt eine Unterteilung der achiralen
CNTs in ,zig-zag-“ und ,,armchair-“ Strukturen. In Abhéngigkeit der Struktur besitzen

CNTs entweder metallische oder halbleitende Eigenschaften.

Aufgrund ihrer sehr geringen Loslichkeit und hohen van der Waals Anziehungskréfte
formen sie gewohnlich grolle Blindel von Aggregaten, die nur sehr schwer zu vereinzeln

und deshalb auch problematisch in der industriellen Verarbeitung sind, z.B. bei der
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Herstellung von ,,Composites”. Hilfsmittel zum Erhalt nahezu homogener, stabiler CNT-
Losungen sind entweder stark polare Losungen (z.B. DMF) (Dumonteil et al., 2006; Ham
et al., 2005), amphiphile Molekile bzw. ,Surfactants“ (z.B. Sodium Dodecyl Sulfate,
SDS) (Jiang et al., 2003; Strano et al., 2003), Funktionalisierung der Oberflache oder

mechanische Dispergierverfahren, z.B. durch Ultraschallbehandlung.

Fir die Synthese von Kohlenstoff Nanoréhren sind drei verschiedene Methoden bekannt,
die sich in der CNT-Ausbeute, Art und Menge sowie Reinheitsgrad der CNTSs
unterscheiden. Allen gemeinsam ist ein Kohlenstoff-enthaltendes Grundmaterial, hohe
Energie und metallische Katalysatoren (Fe, Ni, Mo). Bei der Lichtbogenentladung (,,Arc
Discharge”) werden CNTs durch eine Lichtbogenentladung zwischen zwei Graphit-
Elektroden erzeugt, wéhrend bei dem Verfahren der Laserverdampfung (,,Laser Ablation®)
ein Graphitblock mit einem Laser beschossen wird, wodurch Kohlenstoff verdampft. Die
Chemische Gasphasenabscheidungs-Technik (,,Chemical Vapor Deposition“, CVD)
verwendet als Kohlenstoffquelle unter anderem Acetylen, Kohlenmonoxid (CO) oder
Fe(CO)s/C,H, (Ajayan, 2004; Ren et al., 1998; Zhu et al., 2002). Dieses
kohlenstoffhaltige Gas wird zusammen mit Wasserstoff in einem Ofen bei hohen
Temperaturen (600°C) Uber einen mit Katalysatorpartikeln (Eisen, Nickel) beschichteten
Trager geleitet. Hierbei entstehen sowohl SWCNTs als auch MWCNTSs, die senkrecht auf

diesem Tréager wachsen.

Nach der Synthese enthélt das Produkt neben Kohlenstoff Nanordhren auch eine Menge
an unerwunschten Nebenprodukten, u.a. amorphe Kohlenstoffreste und Metalle, die als
Verunreinigungen am CNT-Material haften (siehe Abb. 2.3 (C)) (Tasis et al., 2003).

Die Aufreinigung der synthetisierten CNTs erfolgt unter anderem durch
Oxidationsprozesse, Verwendung von Sdauren, Erhitzen, Ultraschall-Behandlung,
Filtrieren und Funktionalisieren (Georgakilas et al., 2002). Allerdings erhéht sich dabei
die Gefahr, dass weitere Nebenprodukte, z.B. funktionelle Gruppen hinzugefiigt werden
und Nanotubes teilweise beschadigt werden, was wiederum zu einer Ansammlung an
CNT-Bruchsttcken fihrt.

Die so erhaltenen oxidierten Nanordhren lassen sich auch weiter funktionalisieren. An der
Innen- oder Aufenwand konnen chemisch selektiv funktionelle Gruppen eingefihrt
werden, die z.B. die elektrische Leitfahigkeit oder die magnetischen Eigenschaften sowie

die Loslichkeit modifizieren (Wong et al., 1998). Hierfur wird z.B. ein Gemisch aus
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konzentrierter Salpetersdure und Schwefelsdure unter gleichzeitiger intensiver
Ultraschalleinwirkung benutzt (Chen et al., 1998). Als Endprodukt entstehen CNTSs, deren
Enden und Seitenwédnde mit einer Vielzahl von sauerstoffhaltigen Gruppen (insbesondere
Carboxylfunktionen) bedeckt sind. Diese oxidativ eingefiihrten Carboxylgruppen sind
eine nitzliche Ausgangsbasis fir weiterfihrende Modifikation, da sie die kovalente
Kopplung von Molekilen oder Nanopartikeln durch Knipfung von Amid- oder
Esterbindungen gestatten. Durch weiteres Funktionalisieren mit verschiedensten
Molekulen kénnen CNTSs u.a. als Transporter fur pharmazeutisch aktive Substanzen oder
durch zusatzliche Fluoreszenzmarkierungen in der spezifischen medizinischen und
biologischen Analyse verwendet werden. (Abb. 2.3 (B, E)). Zu diesen funktionellen
Gruppen gehéren u.a. Oligonukleotide (Gigliotti et al., 2006), Peptide (Bianco et al.,
2005; Pantarotto et al., 2003; Wang et al., 2003), Nucleinsduren (Bianco et al., 2005;
Williams et al., 2002; Zheng et al., 2003) oder Proteine (Fu et al., 2002; Kam and Dai,
2005).

Kohlenstoff Nanorohren besitzen als typische Vertreter von Nanopartikeln einzigartige
elektrische, chemische, mechanische und thermische Eigenschaften. AulRergewoéhnlich ist
dabei ihre extreme Elastizitat bei gleichzeitig hoher Zugfestigkeit.

Aus diesem Grund gibt es eine grofle Vielfalt von Anwendungsméglichkeiten in der
Elektronik- und Computerindustrie, Luft- und Raumfahrt, aber auch in der Biologie und
Pharmazie.

Fur die Elektronikindustrie sind vor allem die Strombelastbarkeit und die
Warmeleitfahigkeit sowie Energiespeicherung interessant (Zandonella, 2001). CNTSs
konnen als Feldemitter in Flachbildschirmen (Rinzler et al., 1995), Lampen,
Mikrowellengeneratoren eingesetzt oder sogar als kleinstes Radiogerat der Welt
zusammengesetzt werden (Jensen et al., 2007). Da CNTs auch Halbleiter sein kdnnen,
lassen sich aus ihnen ebenso leistungsstarke Transistoren fertigen, die héhere Spannungen

und Temperaturen als herkémmliche Siliziumtransistoren aushalten (Graham et al., 2005).

Fur die Materialwissenschaft sind vor allem CNT-verstarkte Kunststoffe interessant, die
eine hohe Festigkeit bei geringem Gewicht aufweisen, was beispielsweise in der
Implantations- und Dentalforschung Verwendung findet (Meng et al., 2005; Wang et al.,
2007). Sie konnen aber auch als Flammschutzmittel (Kashiwagi et al., 2005) eingesetzt

werden.
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Weitere Anwendungen liegen gegenwaértig im Bereich der Filterung, Katalyse, ,, Tissue
Engineering”“ (Lovat et al., 2005; MacDonald et al., 2005), Wundbehandlung und
Schutzkleidung (Dalton et al., 2003).

Ein grolRes potentielles Anwendungsgebiet der Nanotubes ist die biologisch-chemische
Analyse und Biomedizin (Asuri et al., 2006; Chen et al., 2003; Collins and Avouris, 2000;
Kong et al., 2000; Long and Yang, 2001; Son et al., 2007; Zhang et al., 2007). Nanotubes
besitzen eine hohe Elastizitdt und konnen aufgrund ihrer geringen GroRe in der
Atomkraftmikroskopie als sensorische Spitzen und Pinzetten verwendet werden, um
Objekte und Oberflachen im Nanometerbereich zu erfassen, ohne dabei das Substrat zu
zerstoren (Cheung et al.,, 2000; Kim and Lieber, 1999). Weiteres Beispiel ist die
spezifische Bindung von Streptavidin an SWCNTs durch Funktionalisierung mit Biotin
und Protein-resistenten Polymeren (PEG), (Shim et al., 2002).

Die grol3e optische Absorptionseigenschaft von CNTs im Bereich von 700 - 1.100 nm im
Gegensatz zu biologischen Systemen ermdglicht die optische Stimulation der Nanotubes
mithilfe der ,Near-Infrared“ Methode. Die funktionalisierten CNTs kodnnten so zur
spezifischen Bekdmpfung von Krebszellen eingesetzt werden (Kam et al., 2005).

Uber eine mogliche Toxizitat der Nanotubes in vivo und in vitro ist allerdings noch sehr
wenig bekannt und die Ergebnisse sind oftmals widersprtchlich. Ihre grof3e Oberflache
und geringe Loslichkeit, sowie die durch die Synthese entstehenden Verunreinigungen
(Katalysatorpartikel, amorpher Kohlenstoff) kénnten zu vielféltigen toxischen Effekten
fahren. Ihre aerodynamische Form und chemische Zusammensetzung kdnnte cytotoxische
Prozesse hervorrufen, die denen von faserartigen Strukturen, z.B. Asbestfasern (Mossman
and Churg, 1998; Shukla et al., 2003; Xu et al., 2002; Yegles et al., 1995) oder Carbon
Black (Renwick et al., 2004; Stone et al., 2000; Sydlik et al., 2006) ahneln. Die
besonderen Eigenschaften der CNTs und den damit verbundenen zahlreichen
Anwendungsmdoglichkeiten kdnnen zu einer schnellen und massiven Verbreitung auf dem
Weltmarkt fihren. Aus diesem Grund ist eine grindliche Charakterisierung des toxischen

Potentials unerlasslich.
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Abb. 2.3: Kohlenstoff Nanoréhren

(A) Schematische Darstellung eines SWCNTs, bestehend aus einer aufgerollten Graphit-Seite und
unterschiedlichen Chiralitaten: 1.) armchair 2.) zigzag 3.) chiral, sowie eines MWCNT, bestehend aus mehreren
ineinander geschachtelten SWCNTs (Quelle: http://www.pa.msu.edu/cmp/csc/nanotube.html). (B) Molekulare
Struktur von CNTs mit kovalenter Funktionalisierung von verschiedenen Seitengruppen und kleinen Molekiilen
(Quelle: Prato et al., 2007). (C) TEM-Aufnahme von SWCNTs (VergréBRerung: 12.000x) (D) TEM-Aufnahme
von MWCNTSs (Vergréerung: 30.000x) (E) TEM-Aufnahme von funktionalisierten fSWCNTSs (Vergrélerung:
12.000x).

2.3 Das Immunsystem - Entzindungsmechanismen

Als Immunsystem wird die Gesamtheit an Zellen, Geweben und Molekilen bezeichnet,
die fur die Abwehr von Infektionen zusténdig sind. Die Aufgabe dieses Systems ist es, vor
Mikroorganismen, Fremd- und Schadstoffen, Toxinen und malignen Zellen zu schitzen.
Das Immunsystem kann in die natlrliche, angeborene oder auch unspezifische Immunitat
und in die erworbene (adaptive), spezifische Immunitdt eingeteilt werden. Eine
Zusammenarbeit dieser beiden Formen ist unerlasslich, da der Organismus standig mit
Fremdstoffen, wie z.B. Bakterien, Viren, Partikeln aus der Umwelt in Kontakt kommt und
ein ausreichender Schutz gewéhrleistet sein muss.

Einen priméren Schutz liefern die mit Epithelien bedeckten Kdrperoberflachen, die eine

physische Barriere zwischen dem Korperinneren und der AulRenwelt mit ihren
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Krankheitserregern bilden (Haut, Respirationstrakt und Gastrointestinaltrakt). Wenn ein
Mikroorganismus eine Epithelbarriere Uberwindet und anfangt, sich in den Geweben des
Wirtes zu vermehren, wird er in den meisten Féllen durch die Zellen der angeborenen
Immunabwehr (Granulocyten, Monocyten, Makrophagen und dendritische Zellen) erkannt
und eliminiert. Chemotaktische Substanzen fiihren zur Aktivierung weiterer Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems, die dadurch an den Ort der Entziindung
gelockt werden.

Die entwicklungsgeschichtlich &alteren Abwehrfunktionen des angeborenen Immunsystems
sind schnell aktivierbar oder konstitutiv vorhanden und bei allen Pflanzen, Wirbellosen-
und  Wirbeltieren  verbreitet. Das angeborene Immunsystem hat spezielle
Erkennungsmechanismen entwickelt, um Infektionserreger zu detektieren und zu
eliminieren. Fir die Infektionsabwehr induziert das System eine Entziindungsreaktion und
stellt auRerdem Effektorleistungen fur das adaptive Immunsystem zur Verfugung, z.B. die
Prasentation von Antigenen. Zu den dabei aktivierten Abwehrreaktionen gehdren u.a. die
Sekretion von Sauerstoff- und Stickstoffradikalen und die Ausschittung pro-
inflammatorischer Cytokine. Eine Entzlindungsreaktion und die Ausschittung von
Entzindungsmediatoren muss genau kontrolliert sein, da die ansonsten positiven
Immunreaktionen bei unkontrollierter und ibermaRiger Reaktion zu Gewebeschédigungen
und chronischen Entzindungen fuhren kdnnen (Lemanske, Jr., 2000). Ein Beispiel
ubermaRiger Freisetzung von Cytokinen (besonders TNF-a), die hdufig als Ergebnis einer
unkontrollierten systemischen Bakterieninfektion auftritt, ist die Sepsis (Blutvergiftung).
Nicht nur Mikroorganismen, sondern auch die Exposition mit natirlichen oder
anthropogenen Partikeln, z.B. am Arbeitsplatz, aktivieren die unspezifische Immunabwehr
und koénnen bei chronischer Exposition, aufgrund bermaRiger Ausschittung von
Entzindungsmediatoren zu Entziindungen der Lunge fihren (Donaldson and Stone, 2003;
Seaton et al., 1995).

Das adaptive oder spezifische Immunsystem unterscheidet sich hingegen vom
angeborenen Immunsystem durch die hochspezifische Erkennung eines Antigens durch B-
und T-Lymphocyten und die Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses. Die
Spezifitat fir eine grofle Anzahl verschiedener Antigene wird durch somatische
Rekombination, klonale Selektion und Hypermutation gewahrleistet.

18



Theoretische Grundlagen

2.3.1 Oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS, RNS), z.B. Superoxidanion (¢O3),
Hydroxylradikal («OH) und Peroxynitrit (ONOQO") werden bei der Energiegewinnung
durch Zellen des Immunsystems und in der Umwelt gebildet. Sie zeichnen sich durch ein
oder mehrere ungepaarte Elektronen aus, wodurch es zu einer erhéhten chemischen
Reaktivitat kommt. Uber die Elektronentransportkette in den Mitochondrien wird zellulare
Energie in Form von ATP bereitgestellt. Wahrend dieses Transfers kann es zur Reduktion
von molekularem Sauerstoff zu <O, durch Freiwerden einzelner Elektronen kommen
(Genova et al., 2004). AulRerdem ist es Produkt vieler enzymatischer Reaktionen (NO-
Synthase, Xanthin- und NADPH-Oxidase) und der Wirkung ionisierender Strahlung
(Ogawa et al., 2003). «O," hat nur eine sehr geringe Reaktionszeit und wird durch die
Superoxiddismutase (SOD) schnell zum stabilen Wasserstoffperoxid (H20,)
umgewandelt. In Anwesenheit von Metallen, wie z.B. Eisen, kann es allerdings tber die
Fenton Reaktion zur Bildung der hoch reaktiven Hydroxylradikale (¢*OH) kommen oder
aber O, verbindet sich mit anderen reaktiven Spezies, wie z.B. NOe zu Peroxynitrit
(ONOO)).

Die zelluldren Schutzmechanismen werden u.a. durch den Transkriptionsfaktor Nrf2
reguliert, der die Transkription von Uber 200 antioxidativen- und Entgiftungsenzymen
initiiert. Beispiele hierfir sind die H&moxygenase-1 (HO-1), Glutathionperoxidase,
Katalase und Superoxid Dismutase (SOD). Die Bindung von Eisen durch Transport- und
Speichermolekile  (Transferrin - und  Ferritin)  ist ebenfalls ein  wichtiger

Schutzmechanismus.

Oxidativer Stress bedeutet, dass das Gleichgewicht zwischen der Bildung und Anhaufung
von freien Radikalen sowie Sauerstoff- oder Stickstoffspezies und ihrer Elimination
gestort ist. Eine Anhdufung von ROS/RNS kann aufgrund von Toxinen, fehlender
Antioxidantien (Vitamine E, C und Enzyme), erhohter Sauerstoff-Exposition, durch die
Aktivierung der ,natirlichen“ ROS/RNS-Biosynthese, bei chronischen Entziindungen
oder partikel-induziert erfolgen (Martin et al., 1997; Nel et al., 2006) (siehe Abb. 2.4).

Das UbermaR an Radikalen kann DNA, Proteine und Lipide (Ho et al., 2002; Leonarduzzi
et al., 2000) direkt schadigen, was wiederum zur Apoptose (Hiura et al., 1999) bzw.
Nekrose und Induktion von Signalwegen (MAPK, NFxB) sowie Verlust des
Mitochondrialen Membranpotentials (MMP) fiihren kann. Hydroxylradikale kénnen z.B.

mit Kohlenwasserstoffverbindungen reagieren, Lipidperoxidation hervorrufen oder es
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kommt zur Bildung von DNA-Addukten, z.B. 8-Hydroxy-Guanosin (Ahsan et al., 2003).
Letztlich fuhren diese Radikale zur Ausschiittung pro-inflammatorischer Mediatoren und
einer erneuten Entzindung mit vermehrtem Oxidativen Stress. Pro-inflammatorische
Effekte werden durch die redox-sensitiven MAPK und NFxB Kaskaden reguliert, was zu
einer Expression von Cytokinen, Chemokinen und Adhé&sionsmolekilen fuhrt. Zunehmend
werden freie Radikale und erhdhter Oxidativer Stress als Ursache fiir viele Krankheiten
angesehen. Dazu zahlen Autoimmun- und Atemwegs-Erkrankungen (Lungenemphysem),
Herz-Kreislauf-Krankheiten (Arteriosklerose) und Verdnderungen des Nervensystems
(Alzheimer und Parkinson) sowie Krebsentstehung. In geringen Konzentrationen bilden
Radikale allerdings ebenso auch wichtige Botenstoffe in der Signaltransduktion und

Genregulation in einer Vielzahl von Zellen (Lander, 1997).

»redox-
NP Chemische Cyc“ng“

Verbindungen

2.B. Quinone T O, == .0, "**P H,0,

Metalle Fenton-

2.B. Fe2+ \ Reaktion
H,0, === .OH

« anti-oxidative Mechanismen (Nrf2, HO-1)
[ S -—p—"

* Cytotoxizitat (MMP, Apoptose)

Abb. 2.4:Nanopartikel-induzierte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Schematische Darstellung der verschiedenen Mechanismen welche zur ROS-Bildung fiihren und die Induktion
zellularer Schutzmechanismen (Nrf2, HO-1), Entziindung (MAPK, NFkB) oder Zelltod mittels Apoptose oder
den Verlust des Mitochondrialen Membranpotentials (MMP) auslést. (verandert nach: Nel et al., 2006)

20




Theoretische Grundlagen

2.3.2 Die Toll-like Rezeptoren und der NFxB-Sighalweg

Anhaltender Oxidativer Stress kann Stress-abhdngige Kinasen und redox-sensitive
Transkriptionsfaktoren aktivieren und zu Entzindungsmechanismen, wie z.B. die
Ausschittung pro-inflammatorischer Cytokine fiihren (Chan and Murphy, 2003; Gloire et
al., 2006; Jaspers et al., 2001; Rahman, 2002; Ryan et al., 2004; Yin et al., 2000; Zhou et
al., 2003). Eine Mdoglichkeit dieser Aktivierung ist die Rezeptorebene und hier
insbesondere die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), die dabei eine wichtige Rolle spielen
konnen. TLRs sind evolutionar konservierte Glykoproteine mit einer entscheidenden Rolle
in der Erkennung von Pathogenen. Der Name leitet sich von dem Toll-Protein ab, dem
eine essentielle Bedeutung in der dorso-ventralen Achsenbildung bei der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster zugesprochen wird (Hashimoto et al., 1988). Des Weiteren
konnten auch humane homologe Toll-Proteine kloniert werden, welche als Toll-like
Rezeptoren bezeichnet werden (Medzhitov et al., 1997). Die Bedeutung von Toll-like
Rezeptoren bei der Erkennung von konservierten mikrobiellen Strukturen im angeborenen
Immunsystem zeigt sich bei der Erkennung von Lipopolysaccharid (LPS), einem
wichtigen Bestandteil der Zellwand gram-negativer Bakterien (Hoshino et al., 1999;
Poltorak et al., 1998). TLR-Proteine wurden sowohl in C. elegans (Rich et al., 2000) als
auch in Pflanzen gefunden. Zum Beispiel konnten in Arabidopsis Transmembranproteine
mit homologen Strukturen isoliert werden, die in der Abwehr von Bakterien eine wichtige
Rolle spielen (Gomez-Gomez and Boller, 2000).

Bis heute sind im Menschen zehn und in der Maus zwolf Toll-like Rezeptoren
beschrieben. TLRs sind integrale Typ-l1 Transmembranproteine, die durch extrazelluldre
Leucin-reiche Wiederholungsmotive und eine cytoplasmatische Signaldoméne, die
homolog zu der des Interleukin-1-Rezeptors ist (TIR Doméne), charakterisiert sind. Sie
werden unter anderem auf Monozyten und Makrophagen, Granulozyten, dendritischen
Zellen und Endothelzellen sowie auf Zellen der lymphatischen Gewebe exprimiert
(Akashi et al., 2000; Faure et al., 2000; Takeda et al., 2003; Underhill et al., 1999). Die
Expression der einzelnen TLRs ist zelltyp- und rezeptorabhéngig. Die TLRs 1,2,4,5 und 6
sind an der Zelloberflache lokalisiert, wéhrend sich TLR 3,7,8 und 9 im Endosom bzw.
Lysosom oder Endoplasmatischen Reticulum befinden (Hacker et al., 2000; Matsumoto et
al., 2003). TLRs erkennen ein breites Spektrum an unterschiedlichen Liganden, z.B.
Lipopeptide (TLR 1, TLR 2 und TLR 6) und Nucleinsauren (TLR 7, TLR 8 und TLR 9).

TLR 4 erkennt verschiedene exogene und endogene Liganden, z.B. LPS.
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Die Aktivierung von TLRs durch einen Liganden flhrt zu einer Signalkaskade, die
letztlich zur Induktion von Genen fihrt, deren Produkte als Teil der Immunabwehr
eingesetzt werden, die wiederum selbst als Liganden von TLRs dienen und so einen
positiven Riickkopplungsmechanismus bilden.

Nach Aktivierung kommt es zur Dimerisierung der TLRs (im Fall von TLR 2 zu
Heterodimeren mit TLR 1 und TLR 6 (Ozinsky et al., 2000); fir TLR 4 wurden
Homodimere beschrieben (Zhang et al., 2002). Das induziert vermutlich eine
Konformationsanderung (Gay et al., 2006), welche die Bindung von Adaptorproteinen an
die intrazellulédre Rezeptordomane ermdglicht. Bislang sind finf Adaptorproteine bekannt,
wobei MyD88 (,,myoloid differentiation primary-response protein 88*) von besonderer
Bedeutung ist (Hacker et al., 2000; Hayashi et al., 2001; Hemmi et al., 2002; Medzhitov et
al., 1998). Die Stimulation der TLRs durch verschiedene Liganden induziert
unterschiedliche Antwortprofile, welche sich durch die spezifische Nutzung der finf
Adaptormolekile erklaren lassen (Yamamoto et al., 2002). MyD88 ist entscheidend fir
die Signaltransduktion aller TLRs mit Ausnahme von TLR 3, welcher ausschlief3lich TRIF
als Adaptorprotein benutzt. Die Signalweiterleitung tber TRIF wird hdufig als MyD88-
unabhdangiger Signalweg bezeichnet. TLR 4 kann sowohl den MyD88-abhéngigen als auch
den MyD88-unabhangigen Signalweg nutzen. In Abb. 2.5 ist die schematische Ubersicht
der Stimulation von TLRs, die den MyD88-abhangigen Signalweg nutzen, dargestellt. Die
Aktivierung durch Liganden fuhrt zur Rekrutierung des Adaptorproteins an den Rezeptor
und anschliefenden Komplexbildung und Autophosphorylierung der IRAKs (,,IL-1R-
associated kinase*). Das fihrt zu einer Aktivierung von verschiedenen Kinasen, darunter
TRAF-6 (,,tumor-necrosis-factor-receptor-associated factor-6“) und schlieBlich zur
Aktivierung des IKK-Komplexes durch [KK-induzierte Phosphorylierung und
anschlieRender Aktivierung von NFkB (Abb. 2.5).

NF«B ist ein redox-sensitiver Transkriptionsfaktor, der durch verschiedene oxidative
Stimulanzien aktiviert werden kann und die Expression einer Reihe von Chemokinen,
Cytokinen, Adhasionsmolekillen und Wachstumsfaktoren reguliert (Chen et al., 1999;
Schreck et al., 1991). Es sind bisher finf verschiedene Untereinheiten der NFkB Familie
bekannt: NFkB1 (p50 bzw. p105), NFkB2 (p52 bzw. p100), RelA (p65), RelB und c-Rel
(Baldwin, Jr., 1996). Jeweils zwei Untereinheiten konnen in unterschiedlichen
Kombinationen aneinander binden und auf diese Weise Dimere bilden. NFxB kann uber

viele verschiedene Signale aktiviert werden. Dazu zdhlen Cytokine, Partikel, toxische
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Metalle, intrazelluldrer Oxidativer Stress, UV-Strahlung sowie bakterielle Bestandteile
(Chen and Shi, 2002; Karin and Ben-Neriah, 2000; Pahl, 1999). In unstimulierten Zellen
befindet sich NF«kB als inaktive Form, verbunden mit einem inhibitorischen Molekil
(IkB-a, IkB-B, IxB-¢, p105 oder p100) im Cytoplasma. Die NFkB Signalkaskade wird
aktiviert durch Phosphorylierung von IxB, das sich von NFxB l6st und durch
Polyubiquitinylierung mit anschliefender Degradation durch Proteasomen abgebaut wird.
Der freigesetzte Transkriptionsfaktor NFxB transloziert in den Nucleus und bewirkt dort
die Transkription von pro-inflammatorischen Genen, wie z.B. von Cytokinen,

Wachstumsfaktoren, Zelladhdsionsmolekilen sowie Apoptosemarkern (Chen et al., 2001).

Cytokine, ROS, LPS,
Wachstumsfaktoren,

Nucleus

TNF-a
IL-1, IL-6
s Adhéasions-
@ &~ proteine
Degkadation

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Aktivierung von NFxB tber TLRs und den MyD88-abhangigen
Signalweg

Die Aktivierung von NF«B kann Uber den Toll-like Rezeptor durch verschiedenartige Liganden erfolgen. Nach
Aktivierung des Rezeptors kommt es zu einer Signalkaskade uber das Adaptorprotein MyD88, welche
schlieflich Uber verschiedene Komplexbildungen und Kinasenaktivierungen die Phosphorylierung des
inhibitorischen I«B bewirkt. Dies fiihrt zur Degradation von 1B, Freisetzung und Aktivierung von NFkB. Es
erfolgt die Translokation des Trankriptionsfaktors in den Kern, wodurch die Transkription verschiedener pro-
inflammatorischer Gene induziert wird.
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2.4 Zelladhasion - ,Focal Adhesions”

Interaktionen der Zelle mit der extrazellularen Matrix (EZM) bestimmen das Verhalten
von Zellen und spielen eine wichtige Rolle in vielen biologischen und inflammatorischen
Prozessen, z.B. in der Embryonalentwicklung und Morphogenese, Wundheilung und
malignen Transformationen. Die extrazelluldare Matrix bestimmt die physikalischen
Eigenschaften des Bindegewebes und beeinflusst die Zellen in ihrer Differenzierung,
Migration und Proliferation. Die Matrix wird dabei von den in ihr liegenden Zellen
(Fibroblasten, Myofibroblasten, Lipoblasten, Osteoblasten und Chondroblasten) gebildet.
Nach Art und Funktion des betreffenden Organs besitzt die Matrix eine unterschiedliche
Zusammensetzung und vielféltige Strukturen, von steinhartem Knochen (ber elastische
Bander bis zu spezialisierten Grenzschichten (Basalmembran).

Viele der zellularen Effekte und Wechselwirkungen zwischen der extrazelluldren Matrix
und dem Cytoskelett der Zellen werden durch die Familie der Integrinrezeptoren
vermittelt (Hynes, 1992). Sie sind sowohl mechanische Verbindung zwischen
extrazellularer Matrix und Cytoskelett als auch Rezeptor fir Signale von der EZM.
Integrine sind Heterodimere, bestehend aus einer o und 3 Glykoprotein-Untereinheit, und
bilden die Uber 25 verschiedenen, ligandenspezifischen und z.T. gewebe- bzw.
zelltypspezifischen Integrinrezeptoren (Humphries et al., 2006; Luo et al., 2007). Die
extrazelluldre Doméne bindet an Bestandteile der EZM, z.B. Fibronektin und Laminin,
wéhrend die cytoplasmatische Einheit in Verbindung mit dem Aktin Cytoskelett sowie
Integrin-bindenden Proteinen, z.B. Talin und Adaptorproteinen, z.B. Paxillin und
Vinculin, sowie Enzymen, z.B. FAK und Src, steht (Yamada and Miyamoto, 1995).

Nach Ligandenbindung kommt es zur Clusterbildung der Integrine in Form von
Transmembran Komplexen, den so genannten ,,Focal Adhesions” (Burridge et al., 1988).
1971 wurden ,Focal Adhesions”“ mittels TEM-Aufnahmen zum ersten Mal von
Abercrombie et al. (1971) als elektronendichte Regionen der Plasmamembran

beschrieben, die in direktem Kontakt mit dem Substrat kultivierter Zellen stehen.

Die Signaliibertragung der extrazelluldren Matrix erfolgt Gber die Focal Adhesion Kinase
(FAK). Diese ist eine cytoplasmatische 125-kDa grofRe Tyrosin Kinase und ein wichtiger
Regulator der ,,Focal Adhesion“-Aktivierung und Komplexbildung (Juliano and Haskill,
1993; Schaller et al., 1992). Die Integrin-abh&ngige Autophosphorylierung dieser Kinase
an Tyrosin 397 (Y397) fihrt zur Interaktion mit Src und Adaptorproteinen, z.B. Paxillin

und Vinculin, welche wiederum weitere Proteine der Signalkette aktivieren kénnen und
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mit dem Aktin Cytoskelett verbunden sind (Leong et al., 1995). Das Cytoskelett besteht
aus drei Klassen filamentdser Strukturen, F-Aktin, die Intermedidrfilamente sowie
Mikrotubuli, deren Verénderung zu Stressfasern, die in Fokalen Adhdsionspunkten enden,
durch die Aktivitat der FAK reguliert werden kann (Jockusch et al., 1995). Stressfasern
bestehen aus Biindeln von Aktinfilamenten im Cytoplasma von Zellen. In diesen Fasern
sind Aktin und Myosin so angeordnet, dass es zu einer Spannung und Kontraktion kommit.
Dabei hat sich gezeigt, dass die Bildung von ,,Focal Adhesions* und Stressfasern tber
einen bidirektionalen RhoA-abhé&ngigen Signalweg reguliert wird (Ren et al., 2000;
Sinnett-Smith et al., 2001) (Abb. 2.6). Die Rho-Familie von Guanin Nucleotiden (GTP)-
Bindungsproteinen besteht aus Rho, Rac und Cdc42 Unterfamilien (Satoh and Kaziro,
1992). Diese Proteine existieren in zwei Formen, der GDP-gebundenen inaktiven und
GTP-gebundenen aktiven Form. Aktive GTPasen interagieren mit ihren spezifischen
Bindungspartnern. Die GTP-GDP Reaktionen werden u.a. durch sogenannnte GEFs
(,,Guanine Nucleotide Exchange Factors®) und GAPs (,,GTPase-activating Proteins®)
reguliert (Clark et al., 1998; Hall, 1998; Jaffe and Hall, 2002; Lakshman et al., 2007). Die
aktivierte Rho-Kinase (ROCK) phosphoryliert die Untereinheit von MLC (,,Myosin Light
Chain®) (Amano et al., 1996), inaktiviert die MLCP (,,Myosin Light Chain Phosphatase®)
(Kimura et al., 1996) und erhoht damit letztlich die Bindung von Myosin an
Aktinfilamente und die Bildung von Stressfasern (Amano et al., 1997; Matsumura et al.,
2001; Watanabe et al., 2007). Weitere Substrate ist die Phosphatidylinositol 4-Phosphat 5-
Kinase und pl40mDia, welche die Aktin Polymerisation regulieren (Watanabe et al.,
1997). Die Bildung von Stressfasern fiuhrt letztlich wiederum zur Integrin-Aggregation
und ,,Focal Adhesion* Bildung (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996).

Die Regulation von FAK kann Uber verschiedene Mechanismen erfolgen. Dazu gehort die
transkriptionelle Ebene, alternatives Splicen und der Phosphorylierungsstatus durch
Phosphatasen (Hanks et al., 2003).

Die Integrine bilden somit eine Verbindung zwischen dem Inneren und AuBeren der Zelle.
Die Interaktion der EZM mit Integrinrezeptoren spielt aber nicht nur bei der Zelladhdsion
eine wichtige Rolle, sondern wird ebenso mit der Regulierung verschiedener Zielgene, die
verantwortlich sind fiir Zellproliferation, Differenzierung und Zelltod in Verbindung
gebracht. Es ist z.B. bekannt, dass Veranderungen der EZM-Integrin Interaktion zu einer
Umgestaltung der zellularen Morphologie sowie des Zellverhaltens fuhren (Chen et al.,
1997; Folkman and Moscona, 1978; Roskelley et al., 1994).
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Abb. 2.6: Schematische Darstellung der Aktivierung von ,,Focal Adhesions* und Stressfasern tber pFAK
und Rho

Die Aktivierung von Integrinen durch Komponenten der extrazelluldaren Matrix (EZM) fihrt zur
Autophosphorylierung der ,,Focal Adhesion Kinase* (FAK) und Signalweiterleitung tber die Rekrutierung und
Aktivierung von Adaptorproteinen (Paxillin, Vinculin) und Enzymen (Src), die mit dem Aktin Cytoskelett
verbunden sind. Die Bildung von Stressfasern wird tber einen bidirektionalen RhoA-abhéngigen Signalweg
vermittelt, der mithilfe der Rho-Kinase (ROCK) zu einer verstarkten Bindung von Myosin an Aktinfilamente
und die Bildung von Stressfasern sowie ,,Focal Adhesions“ fahrt. Weiteres Substrat von Rho ist p140mDia,
welche die Aktin Polymerisation reguliert.

Entzindliche Veranderungen, sowie Prozesse der Adhdsion sowohl Uber Rezeptoren als
auch Integrine koénnte ein interessanter Signalweg, ausgeldst durch die CNTs sein. Diese

Zusammenhange aufzuklaren war ein wichtiges Ziel dieser Arbeit.

26




Material & Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Chemikalie

2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-

disulfophenyl)-2H-tetrazolium (WST-1)

2',7'-Dichlorodihydrofluorescein-diacetate
(H,DCF-DA)

2-Mercaptoethanol

3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
Tetrazoliumbromid (MTT)

3-Morpholinosydnonimine hydrochloride
(SIN-1)

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Annexin-V-FITC

Aprotinin

Bromphenolblau

Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP)

Casyton®

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Dihydroethidium (DHE)
Dihydrorhodamine 123
Dimethylsulfoxid (DMSO)

ECL Plus™ Western Blotting Detection

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamin tetraessigsdure (EDTA)
Etoposid

FCS (Foetal calf serum)

Vertrieb

Roche Applied Science, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

BD PharMingen™, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Schirfe Systems, Reutlingen

Roche Applied Science, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Amersham Biosciences Europe GmbH,

Freiburg

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe
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Glutaraldehydlosung

HEPES

Igepal CA-6030 (NP-40)

Isopropanol

Leupeptin

Lipopolysaccharid (Pseudomonas

aeroginosa) (LPS)

Methanol

N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin
(TEMED)

N,N-Dimethylformamide (DMF)

N-Acetyl-L-Cysteine (NAC)

Natriumcacodylat

Natriumcarbonat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydrogenphosphat

Natrium-Orthovanadate
Oleoyl-L-a-lysophosphatidic acid sodium
salt (LPA)

Osmiumtetroxid

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin Losung
Phalloidine Rhodamine
Phenylmethyl-sulfonyl-fluorid (PMSF)

Merck — VWR International GmbH,
Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
SERVA GmbH, Heidelberg

Merck — VWR International GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Merck — VWR International GmbH,
Darmstadt

Merck — VWR International GmbH,
Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

SERVA GmbH, Heidelberg

Fermentas GmbH Life Sciences, St. Leon-

Rot

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Polyklonales Rabbit/Mouse Serum
Propidiumiodid
Rinderserumalbumin (BSA)
Rotiphorese® Gel 30

Saccharose

Schwefelsaure

Tetramethylrhodamine ethyl ester

perchlorate (TMRE)
Tris(dimethylaminomethyl)phenol (DMP30)
Triton X-100
Tween® 20
Wasserstoffperoxid (H,O,)

Dako, Glostrup, Denmark

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Merck — VWR International GmbH,
Darmstadt

Merck — VWR International GmbH,
Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Polysciences Inc., Warrington, PA, U.S.A
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Die in dieser Arbeit im Rahmen der Proteindiagnostik eingesetzten Antikdrper sind in

Kapitel 3.10.6, die im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Antikorper in

Kapitel 3.11.1 aufgelistet.

3.2 Laborgerédte und Programmsoftware

Gerat/Software

Analysewaage Sartorius 1602 MP
Brutschrank CO,-Auto-Zero

Casy®1

Digifuge

Durchflusszytometer Flow Cytometer BD
LSR II (FACS)

Electrophoresis PowerPac Basic

Fluoreszenzmikroskop DM IRE2

Vertrieb

Sartorius AG Mechatronik, Gottingen
Heraeus Christ, Fellbach

Schirfe Systems, Reutlingen
Heraeus, Fellbach

Becton Dickinson, Heidelberg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Leica Microsystems, Wetzlar
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Improvison Volocity 4, Grid Convocal

Fluoreszenzreader

Software: Lambda KC4 2.7

Hamamatsu Orca-ER Digital Kamera

(C4742-80-12AG)
Heidolph Polymax 1040 Schiittler
Kiihlzentrifuge Centrifuge 5415 C

Microplate-/ Absorptions- Reader
Software: SOFTmax Pro 3.1

Sonifier 250
Sterilbank Lamin Air® HB 2460
Tischzentrifuge Centrifuge 5417 R

Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM)

Improvision, Coventry England

MWG-Biotech AG, Ebersberg

Hamamtsu Photonics K.K., Japan

G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik
Eppendorf AG, Hamburg

VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale,

Ca, US.A

Branson, Danbury, CT, U.S:A
Heraeus Christ, Fellbach
Eppendorf AG, Hamburg
Carl Zeiss AG, Oberkochen

EM 109T

Ultramikrotom UC6 Leica

3.3 Zellkultur

Das Kultivieren von Zellen eukaryotischer Lebewesen wird als Zellkultur bezeichnet. Da
diese kultivierten Zellen unter gleich bleibenden Bedingungen vermehrt werden, konnen
so zum einen Tierversuche vermieden und zum anderen reproduzierbare Ergebnisse
durchgefiihrt werden. Auch interindividuelle Unterschiede entfallen, da immer wieder
dieselbe Zelllinie verwendet werden kann, die von einem Individuum abstammt.
Zellkulturen werden in speziellen Néhrmedien kultiviert, welche die notigen
Aminosduren, Salze und Vitamine fiir ein optimales Wachstum der Zellen bereitstellen.
Fiir die in dieser Arbeit verwendeten adhidrenten A549 Zellen wurde DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) und fiir die adhdrente ECV304 Zelllinie das Medium 199
verwendet. Zusitzlich erfolgte eine Anreicherung der spezifischen Komponenten, wie
etwa der essentiellen Aminosdure L-Glutamin sowie Antibiotika zur Vermeidung von
Kontamination. Ein Hauptbestandteil des Nidhrmediums ist jedoch das Serum, welches
wichtige Hormone, Wachstumsfaktoren, Bindungs- und Anheftungsfaktoren, zahlreiche
zur Synthese benotigte Aminosduren, anorganische Salze, Spurenelemente sowie Puffer-
liefert. Fotales

und Neutralisationssysteme, z.B. Albumin oder Immunglobuline,

Kélberserum (FKS) wird aus dem Blut von Rinderféten nach der Schlachtung meist
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keimarm gewonnen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO;-
Atmosphére in einem Brutschrank (Typ B5061 EK/CO;) der Firma Heraeus Christ. Fiir
die Weiterpassage der adhédrenten Zellen wurde zunéchst der Zellrasen mit 1x PBS ™" Me*
gewaschen wodurch u.a. Mediumreste und Calcium/Magnesium entfernt wurden.
Anschlielend erfolgte eine Inkubation der Zellen mit der Peptidase Trypsin, um die Zellen
vom Gefidfboden zu 16sen und zu vereinzeln. Trypsin ist ein Verdauungsenzym aus dem
Diinndarm, welches regioselektiv Peptidbindungen spaltet und in adhérenten Zellkulturen
verwendet wird, um den Zellverband zu l6sen. Das Abldsen der Zellen erfolgte stets bei
37°C und 5% CO; im Brutschrank und wurde nach 3 - 4 Minuten durch Zugabe des
jeweiligen Zellkulturmediums abgestoppt. Verbleibende Reste des Trypsin/EDTA
Gemischs in der Zellsuspension wurden nach Zentrifugation (350xg) durch Verwerfen des
Uberstandes und anschlieBender Zugabe von frischem Medium aus der Zellkultur entfernt.
Soweit nicht anders erwéhnt, stammen alle Zellkulturgefile von der Firma Greiner,
Frickenhausen und Sarstedt AG & Co, Niirnbrecht. Die Grundmedien sowie alle
Medienzusitze, Trypsin/EDTA und Antibiotika wurden von Gibco Life Technologies
(Karlsruhe) bezogen.

3.3.1 Die A549 Epithel-Zelllinie

Die A549 Zellen (ATCC, CCL-185, Rockville, MD, U.S.A.) reprédsentieren humane
Alveolarepithelzellen vom Typ II, welche im Jahr 1972 aus dem Lungenkarzinom eines
58-jahrigen minnlichen Patienten isoliert wurden (Giard et al., 1973). Die Zellen wachsen
adhédrent und bilden ein Monolayer mit einer ungefdhren Verdopplungszeit von ca. 30
Stunden. Die konfluenten Zellen wurden einmal pro Woche passagiert, mit Trypsin/EDTA
abgelost und jeweils 2 x 10° Zellen mit 20 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium) mit Zusdtzen in eine neue Flasche tiberfiihrt.

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
e 10% FKS (fotales Kélberserum)

e 15 mM L-Glutamin

e 25.000 U Penicillin G Sodium

e 25 mg Streptomycin Sulfate

Tab. 3.1: Zusammensetzung des Kulturmediums fir A549 Zellen (500 ml)
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3.3.2 Die ECV304 Endothel-dhnliche-Zelllinie

Die ECV304 Zelllinie (European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC) Salisbury,
UK) représentiert eine spontan transformierte humane Endothel-dhnliche Zelllinie, welche
1984 aus der Nabelschnurvene eines japanischen Neugeborenen gewonnen wurde
(Hughes, 1996). Die Zellen wurden lange Zeit fiir Endothelzellen gehalten, bis jedoch
genauere Analysen gezeigt haben, dass es sich hierbei eigentlich um ein Derivat der
humanen Harnblasen-Karzinom-Zelllinie T-24 handelt, das aber dennoch als Modell fiir
Endothel-dhnliche Zellen verwendet werden kann (Bubenik et al., 1973; Dirks et al.,
1999; Drexler et al., 2002; Suda et al., 2001). ECV304 Zellen wachsen adhédrent und
bilden ein Monolayer mit einer ungefdhren Verdopplungszeit von 24h. Der konfluente
Zellrasen wurde einmal pro Woche mithilfe von Trypsin/EDTA abgelost und jeweils 2 x

10° Zellen mit 20 ml Medium 199 mit Zusitzen in eine neue Flasche iiberfiihrt.

e Medium 199

e 10% FKS (fotales Kélberserum)
e 15 mM L-Glutamin

e 25.000 U Penicillin G Sodium

e 25 mg Streptomycin Sulfate

Tab. 3.2: Zusammensetzung des Kulturmediums fir ECV304 Zellen (500 ml)

A549 | ECV304

Ay

Abb. 3.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen von der verwendeten Epithel- (A549) und Endothel-
ahnlichen- (ECV304) Zelllinie

Beide Zelllinien wachsen adhdrent und bilden dichte konfluente Monolayer. Im Lichtmikroskop erscheinen die
Zellen flach und bilden ein pflastersteinartiges Muster ohne erkennbare Liicken (Vergroflerung: 400x).
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3.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Sowohl die A549 Zellen als auch die ECV304 bilden adhdrente Monolayer in der
Zellkulturflasche aus und miissen deshalb vor jeder Passage mithilfe von Trypsin/EDTA
abgelost werden. Um Reste des Trypsin/EDTA Gemisch aus der Kultur zu bekommen,
wurden die Zellen zundchst in ein Bluecap (Greiner) {iberfithrt und bei 350xg
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 10 ml frisches Medium
aufgenommen.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension aus dem Bluecap entnommen und
eine Verdiinnung von 1:100 mit Casyton® (Schérfe Systems, Reutlingen) hergestellt. Die
Ermittlung der Zellzahl erfolgte mithilfe des CASY® 1 Cell Counters.

3.3.4 Langzeitkonservierung von Zellen

Das Einfrieren von Zellen ermdoglicht es, zu beliebigen Zeitpunkten Zellen von jungen
Passagen zur Verfiigung zu haben und verhindert einen Verlust einer ganzen Zelllinie,
aufgrund von z.B. Kontamination. Mithilfe der Krykonservierung in fliissigem Stickstoff
bei -196°C kommen Stoffwechselaktivititen und Zellvermehrung vollstindig zum
Erliegen und auch genetische Verdnderungen innerhalb der Zelllinie werden so verhindert.
Dieser Vorgang der Kryokonservierung ist reversibel, so dass durch das Auftauen
jederzeit wieder frische Zellen zur Verfiigung stehen.

Das Einfrieren von Zellen birgt die Gefahr, dass Eiskristalle entstehen, die zur Schidigung
der Zelle fiihren. Aus diesem Grund wird 10% DMSO oder Glycerin dem Einfriermedium
zugegeben und die Einfriergeschwindigkeit sollte 1°C pro Minute nicht {iberschreiten. Zur
Optimierung dieses Prozesses wurde das Gefriergefil Cryol°C Freezing Container
(Nalgene™, Labware, U.S.A) eingesetzt. Dieses wird mit Isopropanol gefiillt und bei 4°C
bis zu seiner Verwendung vorgekiihlt.

Nach Ermittlung der Zellzahl wurde die zum Einfrieren bendtigte Anzahl der Zellen bei
350xg fiir 5 Minuten abzentrifugiert und anschlieBend mit eiskaltem PBS gewaschen. Fiir
jedes KryogefiB wurden 5 x 10° Zellen in 1 ml eiskaltem Medium (incl. 10% DMSO)
vorbereitet. Die Zellen wurden zunidchst in einem speziellen mit Isopropanol gefiillten
Einfriergefa3 fiir 2 Stunden bei -20°C und in direktem Anschluss bei -80°C {iiber Nacht

gelagert. Fir kurzzeitige Konservierung (Tage bis Wochen) ist diese Temperatur
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ausreichend. Fiir eine Langzeitkonservierung (Monate bis Jahre) miissen die Kryogefil3e
in flissigem Stickstoff eingelagert werden. Um eine Kontamination der Kulturen zu
vermeiden, miissen das Einfrieren sowie das Auftauen von Zellen unter absolut sterilen

Bedingungen erfolgen.

3.3.5 Das Auftauen von Zellen

Das Auftauen einer Zellkultur ist im Gegensatz zum Einfrieren ein sehr schneller Prozess.
Hierfiir muss das benétigte Kulturmedium bereits auf 37°C vorgewdrmt und kurz vor dem
Auftauen der Zellen in einem Bluecap bereitgestellt werden. Das eingefrorene
Kryorohrchen wurde fiir den Transport aus dem Stickstoffbehilter in Eis eingebettet und
fir eine schnelle Auftauprozedur in ein 37°C warmes Wasserbad {iberfiihrt. Die
aufgetauten Zellen wurden danach sofort in das bereits vorgelegte Medium pipettiert. Um
das zellschddigende DMSO aus der Kultur zu waschen, wurde die Suspension fiir 5
Minuten bei 350xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Zellpellet in neuem
Zellkulturmedium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt. Die Zellen
wurden bei 37°C und 5% CO,-Atmosphire kultiviert.

Da die Zellen beim Auftauprozess groBem Stress ausgesetzt sind, wurden sie frithestens

nach 14 Tagen Kultur fiir Versuche verwendet.

3.4 Verwendete Partikel — Praparation und Aufreinigung

Die, fiir diese Arbeit verwendeten einwandigen (single-walled) Kohlenstoff Nanoréhren
(Carbon Nanotubes, CNT) (@ 1-2 nm) wurden entweder kommerziell von Nanostructured
& Amorphous Materials Inc., Los Alamos, USA (NT-1 1280YJ-NMG) erworben oder im
Institut fiir Nanotechnologie, Forschungszentrum Karlsruhe/ Universitit Karlsruhe
(SWCNT as prepared (a.p.), SWCNT acid treated (a.t.) und funktionalisierte SWCNT
(fSWCNT)) synthetisiert und uns freundlicherweise von Dr. F. Hennrich und Dr. T. S.
Balaban zur Verfiigung gestellt. Carbon Black (CB14, Printex 90; @ 14 nm; Degussa AG,
CAS-No. 1333-86-4) wurde als gut charakterisiertes Referenzpartikel mit bekannten

biologischen Eigenschaften zusitzlich verwendet (Tab. 3.3).
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Die kommerziell erworbenen NT-1 wurden, wie in der Literatur beschrieben, durch
chemische Gasphasenabscheidung (,,Chemical Vapor Deposition (CVD)) synthetisiert
(Ajayan, 2004) und weisen Reste von Metallverunreinigungen (z.B. Co und Mo ) auf. Die
,hauseigenen® SWCNT a.p., SWCNT a.t. sowie fSWCNT wurden mithilfe der
beschriebenen Laserverdampfung hergestellt, indem Graphitblécke mit gleichen Teilen Ni
und Co (Toyo Tanso, Japan) versetzt auf eine Temperatur von 1150°C gebracht werden
und verdampfen (Hennrich et al., 2003; Lebedkin et al., 2002). Diese single-walled
Carbon Nanotubes wurden fiir die Experimente entweder in Dimethylformamide (DMF)-
behandelter Form (SWCNT as prepared) mit einem Metallgehalt (hauptsdchlich Co und
Ni) von ~8 Gewichts-% verwendet oder nach Sdure-Behandlung (HNO;) (SWCNT acid
treated, a.t.), um CNTs mit verminderter Metall-Katalysator-Verunreinigung (~2,5%) zu
erhalten (Hennrich et al., 2003). Die fSWCNT wurden entsprechend der Methode zur
Herstellung von SWCNT a.p. synthetisiert und anschlieBend mithilfe der Friedel-Crafts
Polyacetylierung funktionalisiert. Diese Methode fiihrte zu einem gereinigten single-
walled Carbon Nanotube Produkt mit einem Coating aus funktionellen Gruppen, das eine
Aggregation der CNTs in polaren Losungen weitgehend verhinderte (Balaban et al.,
20006).

Die Partikelsuspensionen (1 mg/ml) wurden in einer 1% SDS Losung gelagert und direkt
vor den Zellkulturversuchen frisch vorbereitet. Zunidchst wurden die CNTs in Aceton
prazipitiert (21.000xg), in H,O bidest. aufgenommen und mehrmals gewaschen.
Anschlielend erfolgte ein weiterer Sedimentationsschritt mittels Zentrifugation und die
Aufnahme der CNTs in H,O bidest. Vor dem Gebrauch der Carbon Nanotubes wurden die
Partikelsuspensionen mithilfe eines Ultraschallgerites (Sonifier 250, Branson, Danbury
CT, U.S.A) behandelt (Duty Cycle 40%, Output Control 4) und kréftig gevortext, um die
Nanotube Aggregate und Biindel aufzubrechen, und um somit eine moglichst
gleichmiflige CNT Dispersion zu erhalten. SchlieBlich wurden die entsprechenden CNT
Verdiinnungen in Zellkulturmedium hergestellt. Trotz dieser Vorbehandlung zeigten die
verschiedenen CNTs oftmals eine starke Zusammenlagerung der einzelnen Tubes zu
groBBen Aggregaten. Auch die weitere Analyse und Charakterisierung der Carbon
Nanotubes mittels Transmissionselektronenmikroskopie verdeutlichte das ausgepragte
Aggregationsverhalten (Abb. 4.2). In dieser Arbeit wurde jedoch auf die Zugabe von
chemischen Zusdtzen (z.B. DMSO, DMF) oder Surfactants (Tween 80, SDS) verzichtet,

um storende Einflisse in den Zellkulturversuchen zu vermeiden und auch um das
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natiirlich auftretende Aggregationsverhalten der Carbon Nanotubes und die daraus

resultierende Toxizitdt zu untersuchen.

Tab. 3.3: Materialcharakterisierung und Elementanalyse der verwendeten Partikel (Gewichts-%o)

Material NT-1** NT-1%* SWCNT SWCNT fSWCNT CB14

1280YJ-NMG  1280YJ- a.p. a.t. ok ok
NMG eokok LT

C 84,95 78,3 65,7

O 3,08 7,1 25,3

N 0,12 1,1 1,5

Co 2,8 0,6 4,3 1,3 <0,0005

Cu 0,03 <0,0005

Ni <0,005 4,3 1,2 <0,001

Fe 0,009 <0,002

Mo 4,2 0,1

Amorpher

KOhlZStOff = -

Spezifische 300

Oberflache 400 m'fe 400 mfe m?/g

Synthese Chemische Chemische  Ni/Co Ni/Co Ni/Co

und Auf- Gasphasen- Gas- Laserver- Lasever-  Laserver-

reinigung abscheidung  phasenab- dampfung dampfung dampfung

(CVD) scheidung und DMF- und Sdure und
(CVD) Be- (HNO3)- Friedel-
handlung  Be- Crafts

handlung  Polyacetyl

-ierung

* Analyse Daten gemif des Herstellers

** Analyse mittels ICP-OES am Institut fiir Material Forschung, Forschungszentrum Karlsruhe

**% Analyse mittels IR & Atomemmissionsspektroskopie durch F. Hennrich (Institut fiir
Nanotechnologie, Forschungszentrum Karlsruhe)

***%* Analyse mittels [CP-MS von Degussa AG (Printex 90)

Die NT-1 Carbon Nanotubes wurden fiir einige Experimente zusdtzlich mit DMF (N,N-
Dimethylformamide, Sigma) behandelt, um Verunreinigungen des amorphen Kohlenstoffs
herauszuldsen (Hennrich et al., 2003). Zur Herstellung dieses NT-1 DMF Produktes
wurden NT-1 Carbon Nanotubes mit DMF in Losung gebracht, sonifiziert (Duty Cycle
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40%, Output Control 4) (Sonifier 250, Branson, CT, U.S.A) und anschlieBend
sedimentiert. Dieser Vorgang wurde fiinfmal wiederholt, bis die CNT Probe schlielich in

Aceton prézipitiert, getrocknet und fiir die Zellkulturversuche vorbereitet wurde.

3.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Der Aufbau von Organismen kann sehr gut mit dem Lichtmikroskop untersucht werden.
Doch wenn es um die Feinstruktur der Zellen oder um sehr kleine Organismen geht, stof3t
man schnell an Grenzen, denn durch die Wellenlinge des Lichtes ist auch das
Auflosungsvermogen des Lichtmikroskops begrenzt. Da schnelle Elektronen eine sehr viel
kleinere Wellenldnge als sichtbares Licht haben, kann mit einem Elektronenmikroskop
eine deutlich hohere Auflosung (derzeit etwa 0,1 nm) als mit einem Lichtmikroskop
(~1 pum) erreicht werden. Die Probe wird von Elektronen durchdrungen, die von einer
Elektronenquelle, der Kathode, kommen und das vergroBerte Bild entsteht unterhalb der
Probe auf einem Schirm. Zur Abbildung verwendet man Magnetspulen, die
Elektronenstrahlen biindeln koénnen und somit das stark vergroBerte Bild auf einem
Leuchtschirm projiziert werden kann.

Fiir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurden jeweils 5 x 10° Zellen in
Transwell®-Kultursysteme auf Polycarbonat Membranen (#3412) ausgesdt und {iber
Nacht zum Anwachsen im Brutschrank inkubiert. Am nichsten Tag konnten die Zellen
mit 68,4 pg/cm® (50 pg/ml) der entsprechenden Partikelsuspension behandelt und fiir 24h
inkubiert werden. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde die Membran kurz in PBS
gewaschen und kleine Proben zur weiteren Behandlung aus der Membran ausgestanzt
(Biopsy Punch). Die Fixierung der Proben erfolgte mithilfe der Karnovsky’s Fixants
sowie 1% Osmiumtetroxid auf dem Schiittler fiir eine Stunde. AnschlieBend wurden die
Membranen mit PBS gewaschen und es folgte die Entwédsserung mit aufsteigender
Ethanolreihe von 50%, 70%, 95% fiir 2 Minuten und 100% (getrocknet) und Propylenoxid
(getrocknet) fiir jeweils 5 Minuten. Nun folgte die erste Einbettungsstufe mit einer
Mischung von 2/3 Ethanol und 1/3 Einbettungsmedium (EPON 812). Nach 20 Minuten
folgte eine Mischung von 1/3 Ethanol und 2/3 Einbettungsmedium wiederum fiir 20
Minuten und schlielich wurden die Proben in reinem EPON fiir eine Stunde inkubiert.

Die Membranstiicke wurden nun vorsichtig mit einer Pinzette in die mit EPON gefiillten
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Einbettungsformen iiberfiihrt. Nach nochmaligem Ausrichten der Membranen konnten die
Formen mit Einbettungsmedium vollstindig aufgefiillt werden und zum Aushirten iiber
Nacht im Trockenschrank (60°C) polymerisieren.

Von den ausgehérteten Blockchen wurden mit einem Ultramikrotom (UC6, Leica
Microsystems, Wetzlar) Ultradiinnschnitte von 70-100 nm Schichtdicke angefertigt und
auf, mit Formvar beschichtete, 75 Mesh Kupfergrids aufgebracht. Die TEM-Aufnahmen
erfolgten am Zeiss EM109T-Elektronenmikroskop mit einer digitalen Kamera.

Die Charakterisierung der Partikel wurde durch Auftragen der vorbereiteten CNTs auf die
beschichteten  Kupfergrids, Trocknen  {iber  Nacht und  Analyse im

Transmissionselektronenmikroskop durchgefiihrt.

e Karnovsky’s Fixants in H,O bidest.:

- 20% Paraformaldehyd (PFA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

- 25% Glutaraldehydlosung, Merck, Darmstadt

- 0,2 M Natriumcacodylat-Puffer, pH 7,3, SERVA GmbH, Heidelberg

- 1% Osmiumtetroxid (OsOy4) in 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer, SERVA GmbH,
Heidelberg

e EPON 812 (100ml): Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

- Losung A: 29,4 g EPON 812 (=Glycidether 100), 21,8 g DDSA

- Losung B: 27,4 g EPON 812, 24,4 g MNA (Methylnadicanhydrat)

- 1,8 g Tris(dimethylaminomethyl)phenol (DMP30), Polysciences Inc.,
Warrington, PA, U.S.A

e Biopsy Punch, Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach am Main

e Transwell®-Kultursystem (Polycarbonat Membran @ 24 mm, 0,4 uM
Porengrofe), Corning, NY, U.S.A

e Ultramikrotom UC6, Leica Microsystems, Wetzlar

e Kupfergrids 75 Mesh, Plano, Wetzlar

e Transmissionselektronenmikroskop (TEM) EM 109T, Carl-Zeiss AG, Oberkochen

Tab. 3.4: Material, Puffer und Ldsungen fur die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
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3.6 \Vitalitatstests

Vitalitdtstests ermoglichen die Untersuchung unterschiedlicher Stoffe auf deren
cytotoxisches Verhalten. Dabei wird haufig eine indirekte Methode, z.B. Messung der
Stoffwechselaktivitdt oder Zellmembranintegritit gewdhlt, um einen Riickschluss auf die
Vitalitdt der Zellen zu bekommen. In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Messung der
Cytotoxizitdt der MTT-Test, LDH- und WST-1-Test, sowie die PI-Farbung verwendet, die

im Folgenden beschrieben werden.

3.6.1 MTT-Test

Einen hdufig verwendeten Vitalitétstest stellt der von Mosman beschriebene MTT-Assay
dar (Mosmann, 1983). Diese Methode beruht auf der Bestimmung der
Stoffwechselaktivitdt kultivierter Zellen, indem die Aktivitit der mitochondrialen
Dehydrogenasen lebender Zellen gemessen wird. MTT ist die Abkiirzung fiir das gelbe
Tetrazolium-Salz 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid. Es wird
von lebenden Zellen aufgenommen und in den Mitochondrien mittels NADH in einer
Succinat-abhéngigen Dehydogenasen-katalysierten Reaktion zu wasserunldslichen, blauen
Formazan-Kristallen reduziert. Fiir die photometrische Auswertung werden die
alkoholloslichen Formazan-Kristalle durch Isopropanol aufgeldst. Um den Einfluss des im
Medium vorhandenen pH-Indikators Phenolrot auf die Messung zu minimieren, wird das
Isopropanol angesduert, wodurch sich das Phenolrot gelb farbt und so die Messung bei
einer Wellenlinge von 570 nm am wenigsten stort. Die Intensitit der Blaufarbung
korreliert mit der Menge an aktiven Dehydrogenasen, die in lebenden oder

proliferierenden Zellen besonders hoch ist (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Reaktion der MTT-Formazanbildung

(A 1-3) Beim MTT-Assay wird in den aktiven Mitochondrien der Zellen das gelbe Tetrazoliumbromid (MTT) zu
blauen, wasserunldslichen Formazan-Nadeln reduziert. (A 4) Sind die Zellen geschidigt, kann kein oder nur sehr
wenig MTT umgesetzt werden. (B) Die nadelférmigen Formazan-Kristalle heben sich deutlich von den hier
lichtmikroskopisch abgebildeten A549 Zellen ab (VergroBerung: 400x). (C 1-4) Die Formazan-Nadeln werden
aus den Zellen herausgelost und die Intensitidt der Farbung im Absorptionsreader gemessen. Die Stirke der
Blaufarbung korreliert direkt mit der umgesetzten Menge an MTT und der Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen (Quelle: verdndert nach: www.sigmaaldrich.com).

Der Test wurde in 96-well Mikrotiter-Platten durchgefiihrt. Die jeweils letzte Spalte einer
Platte diente als Leerwert und wurde nicht mit Zellen beladen. Pro Vertiefung wurden
25.000 Zellen ausgesit und iiber Nacht zum Anwachsen im Brutschrank (37°C, 5% CO3)
inkubiert. Fiir die Inkubation wurden die Partikelsuspensionen entsprechend verdiinnt und
je Probe eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Nach erfolgter Partikelinkubation wurde
die Platte zunichst zentrifugiert (350xg, 5 Minuten) und der Uberstand fiir den LDH-Test
verwendet (siche Kapitel 3.6.2). Zu den Ansdtzen wurde schlieBlich eine MTT-
Reaktionslosung in einer Endkonzentration von 10% (in HBSS) zugegeben und fiir 2
Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die daraufhin gebildeten Formazan-Kristalle
wurden zundchst durch Abzentrifugieren (350xg, 5 Minuten) vollstindig sedimentiert, der

Uberstand verworfen und anschlieBend die Kristalle mit Isopropanol/HCl in Losung
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gebracht. Durch erneute Zentrifugation konnte gewéhrleistet werden, dass nur die gelosten
Formazan-Kristalle zur Messung in eine neue Platte {iberfithrt wurden und eventuell noch
vorhandene Zellbruchstiicke zuriick blieben. Die Proben konnten schlieBlich im
Absorptionsreader bei 550 nm gegen einen Leerwert (Isopropanol/HCI) gemessen werden.
Hierbei korreliert die gemessene Absorption mit der Menge an gebildetem Formazan, d.h.
je niedriger die Absorption, desto weniger Formazan wurde gebildet und desto geringer ist

die mitochondriale Aktivitit als Index der Vitalitét.

e 10% (in HBSS) 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid
(MTT), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
e Isopropanol mit 1% HCI

Tab. 3.5: Material und Lésungen fir den MTT-Test

3.6.2 LDH-Test

Der LDH-Test ist ein weiterer hdufig in vitro angewendeter Cytotoxizitdts-Test, dessen
Prinzip auf der Bestimmung der Enzymaktivitit der Laktatdehydrogenase (LDH) im
Cytoplasma basiert, das aus zerstorten oder beschiddigten Zellen freigesetzt wird und
somit im Uberstand nachweisbar ist. Die LDH-Aktivitit wird indirekt mittels eines
enzymatischen Tests bestimmt (Abb. .3). Es finden hierbei zwei Redox-Reaktionen statt:
Im ersten Schritt wird Laktat durch LDH zu Pyruvat oxidiert, wihrend das Co-Enzym
NAD" durch die Ubertragung von Wasserstoff (vom Substrat Laktat) zu NADH/H"
reduziert wird. Im zweiten Schritt transferiert der im Testsystem enthaltene Katalysator
Diaphorase Wasserstoff vom entstandenen NADH/H' auf das schwach gelbfarbene
Tetrazolium-Salz INT (2-[4-Iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid),
welches dadurch zu dem rot gefdarbten Formazan-Salz reduziert, wihrend das NADH/H+
zu NAD+ oxidiert wird. Diese Farbstoffbildung kann kolorimetrisch mit einem
Absorptionsreader bei einer Wellenlinge von 490 nm (Referenzwellenldnge 690 nm)
gemessen werden. Je hoher der Grad der Zellschddigung ist, desto groBer ist die Menge an
freigesetztem LDH im Uberstand. Die Menge an LDH korreliert direkt mit der Menge an
gebildetem Formazan-Salz und ist daher direkt proportional zur Anzahl geschédigter

Zellen. Als Positivkontrolle dienen Zellen, die unter Zugabe des Detergens Triton-X 100
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(1%) vollstindig lysiert wurden und deren Substratumsetzung daher als maximal (100%)

eingestuft wird (Abb. .3).

A

1. 2.
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Lactat + NAD* » Pyruvat + NADH + H*
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- Tetrazolium-Salz (INT)

Abb. .3.3: Reaktion des LDH-Tests

(A 1) Beim LDH-Test wird Laktat durch LDH zu Pyruvat oxidiert. (A 2) Das Co-Enzym NAD" wird durch die
Ubertragung von Wasserstoff zu NADH/H' reduziert. (A 3) Der im Testsystem enthaltene Katalysator
Diaphorase iibertriigt Wasserstoff vom entstandenen NADH/H" auf das schwach gelbfarbene Tetrazolium-Salz
INT. (A 4) INT wird darauthin zu dem rot gefarbten Formazan-Salz reduziert und das NADH/H+ zu NAD+
oxidiert. (B 1-3) Die Menge an LDH korreliert direkt mit der Menge an gebildetem Formazan-Salz und ist daher
direkt proportional zur Anzahl geschidigter bzw. vitaler Zellen bei fehlender Cytotoxizitit. Der Uberstand aus
den vitalen Kontroll-Zellen bleibt schwach gelb. (B 4) Durch Zugabe von Triton-X 100 werden die Zellen
vollstindig lysiert und weisen eine starke Rotfarbung auf, da viel Formazan gebildet wurde (Positivkontrolle)
(Quelle: verandert nach: www.roche.de).

Fiir die Durchfithrung des LDH-Tests wurden 25 pl Uberstand aus dem Ansatz fiir den
MTT-Test verwendet (siehe Kapitel 3.6.1) und in eine neue Platte iiberfiihrt, in der schon
75 ul PBS Mg pro well vorgelegt worden war. AnschlieBend konnte die LDH-
Reaktionslosung entsprechend den Herstellerangaben vorbereitet und auf die Proben
gegeben werden. Die Inkubation wurde im Dunkeln durchgefiihrt, wobei darauf geachtet
werden musste, dass die mit Triton-X 100- (Endkonzentration 1%) behandelten
Positivkontrollen nicht zu dunkel wurden, da die Messung im Absorptionsreader
ansonsten zu ungenau werden wiirde. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 N HCI
abgestoppt und die Proben anschlieBend im Absorptionsreader gegen einen Leerwert

(PBS) gemessen und ausgewertet.

e Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Roche Applied Science, Mannheim
e 10% Triton-X 100
e 1 NHCI

Tab. 3.6: Material und Lésungen flir den LDH-Test
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3.6.3 WST-1-Test

Neben dem MTT-Test stellt der WST-1-Test eine weitere Methode zur Uberpriifung der
mitochondrialen Dehydrogenasen dar und kann somit als ein weiterer in Vitro
Vitalitétstest angewendet werden. Hierbei wird wiederum ein Tetrazolium-Salz (schwach
rotlich), das 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium
(WST-1), von lebenden Zellen aufgenommen und in den Mitochondrien mittels NADH in
einer Dehydrogenasen-katalysierten Reaktion zu einem gelben Formazan-Farbstoff
reduziert. Die photometrische Auswertung erfolgt bei 450 nm im Absorptionsreader. Im
Unterschied zum MTT-Test entsteht hier ein wasserloslicher Formazan-Farbstoff, der
direkt und ohne Isopropanol/HCI Extraktion gemessen werden kann. Die Intensitit der
Gelbfarbung korreliert wiederum mit der Menge an aktiven Dehydrogenasen und so mit

der Anzahl der vitalen bzw. proliferierenden Zellen (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Reaktion des WST-1-Tests zur Formazan-Bildung

(A) Beim WST-1-Assay wird in den aktiven Mitochondrien der Zellen das rétliche Tetrazolium WST-1 zum
gelben Formazan-Farbstoff reduziert. (B) Sind die Zellen geschidigt, kann kein oder nur sehr wenig WST-1
umgesetzt werden. (B 1-3) Die Stirke der Gelbfarbung korreliert direkt mit der umgesetzten Menge an WST-1
und der Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen. (B 4) Durch Zugabe von Triton-X 100 werden die
Zellen lysiert und konnen deshalb das Tetrazolium nicht umsetzen. Die Losung bleibt schwach rotlich
(Positivkontrolle) (Quelle: verdndert nach: www.roche.com).

e WST-1, Roche Applied Science, Mannheim

Tab. 3.7: Material und Lésungen fir den WST-1-Test
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Fiir die Durchfithrung des WST-1-Tests wurden die Zellen gemill der Vorschrift fiir den
MTT-Test in Mikrotiter-Platten ausgesidt und angesetzt (sieche Kapitel 3.6.1). Nach
erfolgter Partikelinkubation wurde die Platte zunéchst zentrifugiert (350xg, 5 Minuten)
und der Uberstand verworfen. Zu den Ansidtzen wurde schlieBlich 10% WST-I1-
Reaktionslosung (in HBSS) zugegeben und fiir 2 Stunden bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Der darauthin gebildete Formazan-Farbstoff wurde in eine neue Platte tiberfiihrt
und im Absorptionsreader bei 450 nm gegen einen Leerwert (HBSS) gemessen. Hierbei
korreliert die gemessene Absorption mit der Menge an gebildetem Formazan-Farbstoff,
d.h. je geringer die Absorption war, desto weniger Formazan wurde gebildet und desto

geringer war die mitochondriale Aktivitdt der Dehydrogenasen als Index der Vitalitit.

3.7 Durchflusszytometrie

3.7.1 Unterscheidung und Quantifizierung von Apoptose und Nekrose

mittels Annexin V-FITC/Propidiumiodid Farbung

Die Verwendung zweier Fluoreszenzfarbstoffe, dem FITC-gekoppelten Protein Annexin V
sowie Propidiumiodid ermdglicht die Unterscheidung und Quantifizierung vitaler und
nekrotischer Zellen. Verdnderungen der Plasmamembran werden als eines der ersten
Anzeichen apoptotischer Zellen beschrieben. Dabei kommt es zu einer Umverteilung des
cytoplasmastdndigen Membranlipids Phosphatidylserin (PS), welches im friihen Stadium
der Apoptose auf die Aullenseite der Zellmembran umverteilt wird. Annexin V ist ein 35 -
36 kDa, Ca”" -abhingiges, Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen Affinitit zu
PS. Es bindet an Zellen, welche PS auf der AuBenseite tragen und repridsentiert somit
einen sensitiven Marker fiir apoptotische Zellen. Fiir eine bessere Identifizierung ist
Annexin V an das Fluorochrom Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gekoppelt und zeigt
nach spezifischer Anregung eine griine Fluoreszenz.

Da jedoch die Translokation von PS auch wéhrend nekrotischer Prozesse stattfindet sowie
durch den Verlust der Membranintegritdt Locher in der Zelle entstehen, kann Annexin V
auch nekrotische Zellen firben. Aus diesem Grund wird daher mit einem zweiten
Farbstoff, dem Propidiumiodid (PI), gegengefiarbt. PI ist ein Vitalfarbstoff, der aufgrund

seiner Grofe nur durch perforierte Zellmembrane hindurch diffundieren kann und mit der
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DNA interkaliert, wobei ein fluoreszierender Farbstoff entsteht (Koopman et al., 1994;
Vermes et al.,, 1995). Nach dieser Farbemethode konnen nun drei Populationen
unterschieden werden, ndmlich ungeférbte (vital), nur Annexin V (apoptotisch), oder PI
und Annexin V gefarbte Zellen (nekrotisch), und im Dot Blot dargestellt werden (siche
Abb. 3.5).

Fl positive Fl+&nnexin Fl positive Fl+&nnexin

~ Annexin = i T Annexin

Abb. 3.5: Dot Blot Analyse von Propidiumiodid- und Annexin V-FITC-Farbung

(A) Die unbehandelte Kontrolle zeigt eine groBe Anzahl von ungeféarbten, vitalen Zellen (unlabeled). (B) Die mit
Etoposid (50 uM, 24h) behandelte positiv Kontrolle zeigt eine deutliche Induktion von Apoptose (griin gefarbte
Zellen, Annexin) sowie eine Zunahme von doppelt gefarbten, nekrotischen Zellen (PI+Annexin).

Fiir die Durchfithrung wurden jeweils 1 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 6-well Platte
ausgesit und 24h zum Anwachsen in den Brutschrank gestellt. Anschliefend wurden die
entsprechenden Partikelsuspensionen hergestellt und die Zellen im Brutschrank bei 37°C
(5% COy) inkubiert. Alle Schritte der Probenaufbereitung erfolgten auf Eis. Die Zellen
wurden zundchst griindlich mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA vom Boden gelost, 5
Minuten zentrifugiert (350xg) und nochmals mit eiskaltem PBS gewaschen. Das Zellpellet
wurde schlieBlich in 400 pl kaltem Calcium-Bindungspuffer resuspendiert und 100 pl
Zellsuspension fiir die Farbung verwendet. Jede Probe wurde mit 5 pul Annexin V-FITC
und 1 pl einer 1 mg/ml PI-Stammldsung (Endkonzentration 1 pg/ml) versetzt und fiir 15
Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert.

Vor der Probenmessung musste das Durchflusszytometer auf die Eigenfluoreszenz der
Zellen sowie auf die Rot- bzw. Griinfluoreszenz der Farbstoffe geeicht bzw. kompensiert
werden. Dies erfolgte mit einer ungefarbten, nur Annexin V-FITC, nur PI und einer

doppelt gefiarbten Probe. Als Positivkontrolle wurde Etoposid (50 puM) verwendet, ein
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Derivat des Podophyllotoxins, das die Topoisomerase II hemmt, die Cytokinese
unterdriickt und somit pro-apoptotisch wirkt.

Im Durchflusszytometer werden die Fluoreszenzfarbstoffe bei einer Wellenlinge von
488 nm angeregt, das griin fluoreszierende FITC in Kanal FL-1 (530 nm) und das rot
fluoreszierende PI in Kanal FL-6 (610 nm) detektiert. Je Probe wurden 10.000 Ereignisse

gezdhlt.

e Annexin-V-FITC, BD PharMingen™, Heidelberg

e Propidiumiodid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

e Etoposid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

e Calcium-haltiger Bindungspuffer in H,O bidest.:

- 10 mM Hepes (pH 7.,4)

- 140 mM NaCl

- 5mM CaCl,

e Durchflusszytometer Flow Cytometer BD LSR II (FACS), Becton Dickinson,
Heidelberg

Tab. 3.8: Material und Lésungen fir die Annexin V-FITC- und PI-Féarbung

3.7.2 Messung des Mitochondrialen Membranpotentials (AY ;)

Durch die Bestimmung des Mitochondrialen Membranpotentials (Ay,,) ldsst sich die
Vitalitdt der Mitochondrien bestimmen. Zu einem Abfall des Potentials kommt es durch
Offnen der mitochondrialen Permeabilititsporen, was wiederum zu einem kompletten
Ausfall der Atmungskette fiihrt. Eine Verdnderung bzw. der Verlust des mitochondrialen
Potentials wird auBBerdem als ein friihes Anzeichen der Apoptose beschrieben.

Der Test wird mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrhodamine Ethylester
(TMRE) durchgefiihrt, der (Ayn)- sensitiv ist. TMRE ist ein Farbstoff, der sich an die
intakte negativ geladene innere Mitochondrienmembran anlagert. Eine Verminderung des
Membranpotentials fiihrt zu einer Abschwéchung der Fluoreszenz. Die Ermittlung und
Quantifizierung der Fluoreszenzintensitit erfolgte per Durchflusszytometrie bei einer
Anregung von 488 nm und einer Detektion der Rotfluoreszenz in Kanal FL-2 (575 nm). Je

Probe wurden 10.000 Ereignisse gezahlt.
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TMRE féarbt im niedermolekularen Bereich ausschlieBlich Mitochondrien und wird beim
Kollaps des mitochondrialen Gradienten nicht in der Zelle zuriick gehalten. Als
Positivkontrolle wird die Chemikalie Carbonyl cyanide 4-
(trifluoromethoxy)phenylhydrazon (FCCP) eingesetzt, die einen maximalen Verlust des
Membranpotentials induziert, indem sie die oxidative Phosphorylierung entkoppelt und
dadurch den mitochondrialen Protonengradienten eliminiert (siche Abb. 3.6). Nach dieser
Farbemethode konnen verschiedene Stadien des Mitochondrialen Membranpotentials

unterschieden werden und im Dot Blot dargestellt werden (Abb. 3.6).

AB49 002 3 A549 .001
o

1000

IDead (low)| (medium) : Vital, {high) EDead (low)| ~ (medium) . |.Vital (high)

100 101 1
FL2-TMRE

Abb. 3.6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen und Dot Blot Analyse von A549 Zellen nach TMRE-
Farbung

(A) Die unbehandelte Kontrolle zeigt eine starke Rotfluoreszenz, was auf ein intaktes mitochondriales Membran
Potential hindeutet. (B) Die mit FCCP (20 uM) behandelte Positivkontrolle weist nur eine schwache Fluoreszenz
auf. Das Mitochondriale Membran Potential ist weitgehend gestort (VergroBerung: 400x).

Fiir die Durchfiihrung der TMRE-Firbung wurden 1 x 10° Zellen pro well einer 6-well
Platte ausgesét und 24h lang zum Anwachsen in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend

erfolgte die Partikelinkubation mit den entsprechenden Verdiinnungen. Eine Stunde vor
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Ablauf der Inkubation wurde 20 uM Carbonyl cyanide 4-
(trifluoromethoxy)phenylhydrazon (FCCP) als Positivkontrolle zu einer Probe gegeben.
Eine halbe Stunde vor Ablauf der Inkubation wurden alle Proben mit 0,5 uM TMRE
gefiarbt. Nach Ablauf der gesamten Inkubationszeit wurden die Zellen auf Eis geerntet,

mit PBS gewaschen und schliellich am Durchflusszytometer gemessen.

e 10 mM (in Ethanol) Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone
(FCCP), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

e 1 mM (in DMSO) Tetramethylrhodamine ethyl ester perchlorate (TMRE),
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e Durchflusszytometer Flow Cytometer BD LSR II (FACS), Becton Dickinson,
Heidelberg

e Fluoreszenzmikroskop DM IRE2, Leica Microsystems, Wetzlar

e Improvison Volocity 4, Grid Convocal, Improvision, Coventry England

Tab. 3.9: Material und Lésungen fiir die TMRE-Farbung

3.8 Messung reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffspezies
(ROS/RNS)

3.8.1 DCF-Test

Der Nachweis von allgemeinen, unspezifischen intrazelluldren reaktiven Sauerstoff- (ROS
und Stickstoffspezies (RNS), die zu Oxidativem Stress fiithren konnen, erfolgte z.B.
mithilfe des DCF-Tests. Hierbei kommt es zur Umwandlung des nicht-fluoreszierenden
Farbstoffes 2','7'-Dichlorodihydrofluorescein-diacetate (H,DCF-DA) zum
fluoreszierenden 2',7'-Dichlorofluorescein-fluoreszent (DCF) (Wan et al., 1993). Das
H,DCF-DA ist zellpermeabel und wird durch intrazelluldre Esterasen deacetyliert, so dass
der Farbstoff in der Zelle verbleibt. In Gegenwart von ROS/RNS, wie z.B.
Peroxidase/H202, *OH, *O,” oder ONOO™ wird der Farbstoff in das fluoreszierende DCF
umgewandelt, welches im Fluoreszenzreader nachgewiesen und quantifiziert werden kann.

Der DCF-Test ist somit keine Methode zur Messung von spezifischen reaktiven Spezies.
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Der DCF-Test stoBt allerdings auch an seine Grenzen, wenn es um die Frage der
Genauigkeit und Zuverléssigkeit geht. Ein wichtiger Kritikpunkt ist zum einen, dass das
Superoxidanion Radikal <O,  nicht verldsslich mit diesem Test nachgewiesen werden
kann, da dieses Radikal auch wihrend der Umwandlung von H,DCF-DA zu DCF entsteht.
Die Disproportionierung von *O; zu H,;O, welche in Anwesenheit von Peroxidasen
wiederum mehr H,DCF-DA zu DCF umwandelt, fiihrt somit zu einer Selbstamplifikation
des Testsystems. So erscheint auch der Nachweis von H,O, mit dem DCF-Test fragwiirdig
(Bonini et al., 2006; Rota et al., 1999). Aufgrund dieser Kritikpunkte wurden die
Ergebnisse aus dem DCF-Test mit weiteren Testsystemen (DHR123, DHE) wiederholt

und abgesichert.

2 i Aufnahme i
,cto O o O ocen, di‘;;f;“?e'“ ROS/RNS 6 o o
diezelle H,DCF — 0
a ™y o 2 a X e
- h C/

Z Deacetylierung 247" o
OH . . . ~OH
(U Dichlorodihydrofluorescein O
nicht fluoreszierend
HZDCF-DA ( ) DCF
2',7'-Dichlorodihydrofluorescein- 2',7*-Dichlorofluorescein
Diacetat

(fluoreszierend)
(nicht fluoreszierend)

Abb. 3.7: Reaktion der Umwandlung von H,DCF-DA zu DCF durch ROS/RNS
(Quelle: verandert nach: http://probes.invitrogen.com)

Fiir die Durchfiihrung des Tests wurden 25.000 Zellen pro well in eine 96-well Platte
ausgesdt und iiber Nacht zum Anwachsen in den Brutschrank (37°C, 5% CO,) gestellt.
Nach Zugabe der entsprechenden Partikelsuspensionen und nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde die Platte zentrifugiert (350xg, 5 Minuten) und der Zellrasen
anschlieBend griindlich mit HBSS gewaschen, damit moglichst wenige Partikel das
Fluoreszenzsignal storen konnen. Als Positivkontrolle wurde eine einstiindige Behandlung
der Zellen mit 200 uM H,0, verwendet. Zur Untersuchung des Effektes von N-acetyl-L-
cysteine (NAC), einem Anti-Oxidanz, wurden die Zellen mit 10 mM NAC fiir 30 Minuten
vorinkubiert und anschlieBend mit der Partikelsuspension, die ebenfalls die gleiche Menge
NAC enthielt.

Dann erfolgte die Zugabe von 50 uM H;DCF-DA zu den Zellen, welche fiir 40 Minuten
im Brutschrank mit dem Farbstoff inkubiert wurden. Vor der Messung am
Fluoreszenzreader wurde der Zellrasen zweimal mit HBSS gewaschen. Die Anregung im

Fluoreszenzreader erfolgte bei 488 nm und einer Emission bei 530 nm.

49




Material & Methoden

5 mM (in DMSO) 2',7-Dichlorodihydrofluorescein-diacetate (H,DCF-DA),
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e Wasserstoffperoxid (H,0,), Merck KGaA, Darmstadt

e N-acetyl-L-cysteine (NAC), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

e Fluoreszenzreader, MWG-Biotech AG, Ebersberg

e Software: Lambda KC4 2.7

Tab. 3.10: Material und Lésungen fiir den DCF-Test

3.8.2 DHR123-Test

Der DHR123-Test ist ebenso wie der DCF-Test eine Methode, um die Bildung reaktiver
Sauerstoff- und Stickstoffspezies zu messen, indem die Fluoreszenzintensitit des
Farbstoffes Rhodaminel23 gemessen wird. Der zellpermeable nicht-fluoreszierende
Farbstoff Dihydrorhodaminel123 (DHR123) wird von Zellen aufgenommen und durch
Radikale zum fluoreszierenden Rhodaminel23 oxidiert, der sich hauptsidchlich in den
Mitochondrien einlagert. Die Reaktion der beiden reaktiven Spezies *O, und NOe< zu
Peroxynitrit (ONOQO") kann auf diese Weise detektiert werden. Allerdings ist dieser Test
nicht ausschlieBlich fiir den Nachweis von ONOO™ und *O, anwendbar, da andere reaktive

Spezies, wie z.B. Peroxidase/H,0, und HOCI ebenfalls DHR123 oxidieren kdnnen.

Aufnahme in
die Zelle

«0,, NO»

Dihydrorhodaminel23 (fluoreszierend)

(nicht fluoreszierend)

Abb. 3.8: Reaktion von DHR123 zum fluoreszierenden Rhodaminel23 durch Radikale
(verandert nach: Quelle: http://probes.invitrogen.com)

Die Durchfiihrung des DHR123-Tests wurde gemiB der Vorschrift fiir den DCF-Test
(siche Kapitel 3.8.1) mit 10 uM DHR123 durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente eine
einstiindige Behandlung der Zellen mit 1 uM 3-Morpholinosydnonimine hydrochloride
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(SIN-1). SIN-1 zerfallt in wissriger Losung spontan zu NOe und <O,, die zu ONOO"

reagieren.

e 10 mM (in DMSO) Dihydrorhodaminel23 (DHR123), Molecular Probes Inc.,
Leiden Niederlande

e 3-Morpholinosydnonimine hydrochloride (SIN-1), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

e Fluoreszenzreader, MWG-Biotech AG, Ebersberg

e Software: Lambda KC4 2.7

Tab. 3.11: Material und Lésungen fiir den DHR123-Test

3.8.3 Bestimmung von ROS mit Dihydroethidium (DHE)-Farbung

Eine weitere Methode zur Bestimmung von intrazelluldren reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies ist die Firbung mit Dihydroethidium (DHE). DHE ist eine zellpermeable
Substanz, die mit <O, zu Ethidium reagiert, welches im Zellkern mit der DNA
interkaliert. Bei einer Anregungswellenldnge von 520 nm und einer Emissionswellenlédnge
von 610 nm kann die Fluoreszenz im Zellkern dargestellt werden. DHE ist relativ
spezifisch fiir *«O,", kann aber auch mit *OH und H,0,; reagieren (Munzel et al., 2002).

Die Durchfiihrung des DHE-Tests erfolgte in 2er chamber slides (4,3 cm?). Pro chamber
wurden 2 x 10° Zellen ausgesit und iiber Nacht in den Brutschrank (37°C, 5% CO,)
gestellt.  AnschlieBend  erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden
Partikelverdiinnungen. Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Zellen griindlich mit
PBS gewaschen und fiir 30 Minuten mit 10 uM DHE im Brutschrank inkubiert. Fiir die
Bestimmung der Fluoreszenz wurden die gewaschenen Proben direkt im Anschluss an die
DHE-Inkubation mit einem Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenldnge von
520 nm und einer Emissionswellenldnge von 610 nm ausgewertet und optisch dargestellt.
Als Positivkontrolle diente in diesem Test eine einstiindige Behandlung der Zellen mit

1 uM 3-Morpholinosydnonimine hydrochloride (SIN-1) (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von A549 Zellen nach DHE-F&rbung

(A) Die unbehandelte Kontrolle zeigt nur ein schwaches Fluoreszenzsignal, was auf eine geringe ROS/RNS-
Bildung hindeutet. (B) Die mit SIN-1 (1 puM) behandelte Positivkontrolle weist hingegen eine sehr starke
Fluoreszenz auf. Eine grofBe Menge von ROS/RNS ist freigesetzt worden (VergroBerung: 200x).

e 5 mM Dihydroethidium (DHE) (in DMSO), Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e 3-Morpholinosydnonimine hydrochloride (SIN-1), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

e Lab-Tek® Chambered #1 Borosilicate Coverglass System, Nunc, Rochester, NY,
U.S.A

e Fluoreszenzmikroskop DM IRE2, Leica Microsystems, Wetzlar

e Improvison Volocity 4, Grid Convocal, Improvision, Coventry England

Tab. 3.12: Material und Lésungen fur die DHE-Farbung

3.9 Zellproliferations-Messung mittels ELISA (BrdU)

Lebende (proliferierende) Zellen zeichnen sich unter anderem durch DNA-Synthese, die
wihrend der S-Phase, der Mitose (Zellteilung), stattfindet aus. Der BrdU-Test ist ein
kolorimetrischer in vitro Proliferations-Test, der auf dem Einbau des Pyrimidinanalogons
5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) anstelle der Base Thymidin in die neusynthetisierte DNA
proliferierender Zellen beruht. Dadurch konnen proliferierende Zellen nachgewiesen
werden. Die DNA wird in diesem Test durch das Reagenz FixDenat denaturiert und
ermdglicht somit das Angreifen der Testsystem-Antikorper, die das inkorporierte BrdU
detektieren sollen. Durch Zugabe eines Peroxidase-gekoppelten Anti-BrdU-Antikorpers,
der den primédren Antikorper gegen BrdU darstellt, entsteht ein Immunkomplex. Das
anschlieBend zugegebene Tetramethylbenzidin (TMB) wird durch die an den BrdU-Anti-

BrdU-Komplex konjugierte Peroxidase zu einem blauen Farbstoff umgesetzt, dessen
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Farbe durch die anschlieBend zugegebene Schwefelsdure nach gelb umschldgt. Die
photometrische Messung erfolgt bei einer Wellenldnge von 450 nm (Referenzwellenlédnge
690 nm). Die entstehende Farbintensitét korreliert mit der Anzahl proliferierender Zellen.
Je hoher der Grad der Zellproliferation ist, desto hoher ist auch die Menge an
inkorporiertem BrdU in der neu synthetisierten DNA.

Fiir die Durchfithrung des Tests wurden 25.000 Zellen pro well einer 96-well Mikrotiter-
Platte ausgesit und iiber Nacht zum Anwachsen in den Brutschrank (37°C, 5% CO,)
gestellt. Anschliefend wurde die Partikelsuspension in den entsprechenden Verdiinnungen
zu den Zellen gegeben und im Brutschrank inkubiert. Die Zugabe der BrdU-Losung und
die einzelnen Wasch- und Férbeschritte erfolgten gemill den Angaben des Herstellers und
wurden entsprechend durchgefiihrt. Die Messung und Auswertung der Proben erfolgte im

Absorptionsreader bei 450 nm.

e Cell Proliferation ELISA, BrdU (coloimetric), Roche Applied Science, Mannheim

Tab. 3.13: Material und Lésungen fur den BrdU-Test

3.10 Proteinanalytik

3.10.1 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung der Proteinmenge wurde mittels Bicinchoninsédure (BCA) nach der
Methode von Smith et al. (1985) durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der
Komplexbildung von Proteinen mit Cu®’- Tonen in alkalischer Losung. Es erfolgt eine
Reduktion der Cu®'- Tonen, welche mit dem BCA Reagenz einen violetten Farbkomplex
bilden (Abb. 3.10). Dieser Farbumschlag kann schlieBlich im Absorptionsreader bei
562 nm gemessen werden. Fiir diese Messung bendtigt man jedoch auBlerdem eine
Standard-Eichkurve mit genau definierten Proteinldsungen von Rinderserum-Albumin
(BSA) in PBS mit aufsteigenden Konzentrationen (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ug/10 pl).
Jeweils 10 pl werden in Doppel-Bestimmung in eine 96-well Platte pipettiert. Zusitzlich
wurden 2 pl der zu messenden Probe auf die Platte gegeben. Das BCA Reagenz wurde
angesetzt, indem 50 Teile BCA-Losung mit einem Teil 4%-iger CuSO4 Lésung gemischt
wurden. Von dieser Losung wurden 200 pl in jedes well zugegeben und die Platte

anschlieBend fiir 30 Minuten im Brutschrank (37°C, 5% CO;) inkubiert. Nach Ablauf der
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Inkubation und kurzer Abkiihlung wurden die Proben im Absorptionsreader gemessen, mit
Werten der Eichkurve ins Verhdltnis gesetzt und ausgewertet. Die wasserldslichen
violetten Farbkomplexe verhalten sich linear zur Proteinmenge in der Probe. Je dunkler

die Farbe der Losung, desto mehr Protein ist enthalten.

A

OH:

Cu 1+ 4 2BCA uuc _IIO con-

‘e coo-

WoV>»0Z2>4H0

BCA Cu 1* Komplex

Abb. 3.10: Reaktion der BCA-Poteinmengenbestimmung

(A) Bei der Proteinbestimmung mit BCA entstehen wasserlosliche Farbkomplexe aus der Reaktion von Protein
mit Cu®" -Tonen in alkalischer Losung und den reduzierten Cu'" -Ionen mit BCA. (B) Die Eichkurve wird mittels
Standardeichproben (Standards) bestimmt, die jeweils eine definierte Menge an Protein (BSA) enthalten. Die
Bildung der violetten Farbkomplexe verhilt sich linear zur Proteinmenge. Je dunkler die Losung, desto mehr
Protein ist enthalten (Quelle: verdndert nach: www.Piercenet.com).

3.10.2 Herstellung von Ganzzellextrakten

Nach Beendigung der jeweiligen Inkubation wurden die Zellen griindlich mit PBS
gewaschen, um Partikelreste zu entfernen und anschliefend entweder mit Trypsin/EDTA
abtrypsiniert oder mit einem Plastikschaber (Nunc, Rochester, NY, U.S.A) vorsichtig
abgeschabt. Es folgte ein weiterer Waschschritt, indem die Zellen abzentrifugiert (350xg,
5 Minuten) und anschliefend in 50 pl Lysispuffer (RIPA-Puffer ) mit Zusdtzen (siche
Tab. 3.14) fiir 30 Minuten auf Eis lysiert wurden. Nach Ablauf der Lyse wurden die
Proben zentrifugiert (21.000xg, 10 Minuten) und der Uberstand mit den Ganzzellextrakten

vorsichtig abgenommen und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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3.10.3 Herstellung von Kernextraktionen

Die Zellen fiir die Kernextraktion wurden wie in Kapitel 3.10.2 beschrieben geerntet und
das Pellet in 100 pl hypotonem Lysispuffer A mit Zusdtzen (sieche Tab. 3.14)
resuspendiert, was dazu fiihrt, dass die Zellen anschwellen. Nach 15 Minuten Inkubation
auf Eis konnten die Zellen mit 0,3% NP40 aufgebrochen werden, indem zusédtzlich die
Proben kriftig fiir mindestens 1 Minute gevortext wurden. Die Cytoplasma-Fraktion
konnte nun von den Kernen durch Zentrifugation (8.500xg, 5 Minuten, 4°C) getrennt
werden und wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Das Pellet mit den
Zellkernen wurde vorsichtig mit PBS gewaschen und nochmals zentrifugiert (8.500xg, 5
Minuten, 4°C). Das Pellet mit den intakten Kernen konnte an dieser Stelle bei -20°C iiber
Nacht eingefroren werden, um ein besseres Aufbrechen der Kerne zu gewéhrleisten. Die
Lyse der Kerne erfolgte mit 50 ul RIPA-Puffer mit Zusdtzen (Tab. 3.14) auf Eis, bis das
Pellet gelost war. Die geldsten Kernproteine wurden anschlieBend mittels Zentrifugation
(13.000xg, 5 Minuten, 4°C) von den Zellbruchstiicken getrennt, der Uberstand vorsichtig
abgenommen und bei -20°C eingefroren. Der Nachweis von Lamin B, ein
Intermedidrfilamentprotein des Kerns, diente in den Versuchen zur Uberpriifung der
sauberen Trennung der Kern- und Cytoplasmaproteine. Hierbei wurde sichergestellt, dass

in der cytosolischen Fraktion kein Lamin B nachzuweisen war.

Entsprechend den Ergebnissen aus der Proteinbestimmung wurden je 20 pg Protein in 1x
Lammli-Puffer mit RIPA-Puffer (1:1) (Tab. 3.14) aufgenommen und fiir die weitere
Proteinanalyse mittels SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-Page) (siche Kapitel
3.10.4) vorbereitet.

e Lysispuffer A (hypotoner Puffer pH e RIPA-Puffer (denaturierender
7.9): Lysepuffer):
- 10 mM HEPES - 150 mM NacCl
- 10 mM KCI - 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
- 0,1 mM EDTA - 0,5% Deoxycholate, Na-Salz
- 0,1 mM EGTA - 0,1% SDS
- 1% Triton-X 100
e Zusitze auf Iml: e 10% NP40
- S5ullmMDTT e 4x Limmli:
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- 5ul 0,5 mM PMSF
- 2 ul 2 pg/ml Leupeptin
- 2 ul 2 pg/ml Aprotinin

160 mM Tris/HCI (pH 6,8)
4% SDS
22,8% Glycerol

- 1 pul 100mM Na-Vanadat -
- 0,08% Bromphenolblau

4% 2-Mercaptoethanol

Tab. 3.14: Material und Ldsungen flr die Proteinextraktion

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

Die Gel-Elektrophorese dient der Analyse von Proteingemischen und ermdglicht eine
schnelle Bestimmung von Molekulargewichten (Laemmli, 1970). Voraussetzung fiir eine
Auftrennung der Proteine nach deren Molekulargewicht ist deren Denaturierung durch die
Zugabe von anionischen Detergenzien, wie etwa Sodiumdodecylsulfat (SDS). SDS
verhindert Protein-Protein Wechselwirkungen und bildet negativ geladene SDS-Protein
Komplexe mit konstantem Ladungs- zu Masse-Verhiltnis. Die Komplexe der
verschiedenen Proteine unterscheiden sich damit nur noch in ihrer Grofe und haben
vergleichbare hydrodynamische Eigenschaften. Bei der SDS-Elektrophorese wandern die
SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld zur Anode (Pluspol). Dabei trennt der
Molekularsiebeffekt einer Polyacrylamid-Matrix die SDS-Proteine nach ihrem
Molekulargewicht auf.

Zur Auftrennung der in dieser Arbeit untersuchten Proteine wurde stets ein 5%-iges
Sammelgel und ein 10%-iges Trenngel verwendet. Zur Herstellung der Gele wurde eine
Acrylamid-Fertiglosung verwendet, welche neben 30% Acrylamid bereits mit 0,8%
Bisacrylamid versetzt ist. Die SDS-Polyacrylamid-Gele wurden gemif folgender Tabelle
(Tab. 3.15) fiir 2,5 ml Sammelgel und 5 ml Trenngel angesetzt. Unmittelbar vor dem
Gieflen der Gele wurde Tetramethylethidium (TEMED) zum Start der Polymerisation

zugegeben.

Sammelgel (5%) Trenngel (10%)
Rotiphorese® Gel 30 - 1,65 ml
Sammelgel 2,5 ml -
1,5 M Tris - 1,25 ml
H,O0 bidest. - 2,0 ml
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20% SDS - 25 ul
10% APS 25 ul 50 pl
TEMED 3,75 ul 5 ul

Tab. 3.15: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels

Zuniachst wurde das Trenngel in einer vertikalen Apparatur (BioRad, Miinchen) mit
0,75 mm Spacern gegossen und zum Vermeiden von Blasenbildung sowie zur
Gewihrleistung einer gleichméfigen Oberfliche sofort mit Isopropanol iiberschichtet.
Nach vollstdndiger Polymerisation wurde das Isopropanol verworfen, das Trenngel mit
dem Sammelgel iiberschichtet und mit einem Probenkamm versehen. Nach erneuter
vollstdndiger Polymerisation konnte der Kamm entfernt und die Gele in die Apparatur
eingespannt werden. Nun konnten die Gele mit den vorbereiteten Proben beladen werden.
Als Molekularmarker wurde der PageRuler von Fermentas GmbH verwendet. Die
Apparatur wurde schlielich mit Laufpuffer gefiillt und an eine Stromquelle mit 170 V
angeschlossen. Nach ca. 60 Minuten erreichte die Laufmittelfront das Ende des Gels und

der Lauf konnte gestoppt werden.

e Rotiphorese® Gel 30, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
e Sammelgel (in H,O bidest.):

- 30% Acrylamidmix

- 2 M Tris-HCI, pH 6,8

- 20% SDS

e Laufpuffer (in H,O bidest.):
- 25 mM Tris-Base

- 1,2 mM Glycin

- 1% SDS

e PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas GmbH Life Sciences, St.
Leon-Rot

e Electrophoresis PowerPac Basic, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Tab. 3.16: Material und Lésungen fur die SDS-Polyacrylamid Elektrophorese
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3.10.5 Das Blotten

Beim Blotten werden die Proteine des SDS-Gels elektrophoretisch auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran iibertragen, um spezifische Proteine durch
Immunfiarbung sichtbar zu machen (Gultekin and Heermann, 1988; Towbin et al., 1992).
Zunichst wurde die Membran mit Methanol gespiilt, um Verunreinigungen zu beseitigen
und die Proteinbindungsstellen zu aktivieren. AnschlieBend erfolgte ein kurzer
Waschschritt in destilliertem Wasser. Daraufhin wurde die Membran luftblasenfrei mit
dem Gel in eine Blot-Halterungskassette eingespannt und in die Blot-Kammer {iberfiihrt.
Das Blotten geschieht in einem speziellen Puffer, welcher 10% Methanol enthélt, um die
Aktivierung der Bindungsstellen zu sichern. Zur Gewdéhrleistung eines problemlosen
Blotvorgangs ist darauf zu achten, dass das Gel in Richtung Kathode und die Membran in
Richtung Anode vorliegt, da sonst die negativ geladenen Proteine nicht auf die Membran
iibertragen werden. Durch die Zugabe eines Kiihlakkus sowie durch stdndiges Riihren
wird eine Erwdrmung der Apparatur vermieden. Das Blotten dauerte ca. 1 Stunde bei

einer Stromstirke von 100 V.

e Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran, 0,45 pm Porengréfe, Millipore GmbH,
Schwalbach

e Blotpuffer (in H,O bidest.):

- 25 mM Tris-Base

- 192 mM Glycin

- 10% Methanol (v/v)

e Electrophoresis PowerPac Basic, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Tab. 3.17: Material und Lésungen fur das Blotten

3.10.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Nach erfolgter Ubertragung der Proteine auf die PVDF Membran wurde diese fiir 5
Minuten mit PBS/T (PBS mit 0,1% Tween-20, v/v) bzw. TBS/T bei Verwendung von
phosphospezifischen Antikérpern gewaschen, um das Methanol zu entfernen.
Anschlieend erfolgte fiir 1 Stunde das Blocken der Membran mit 5% Magermilch in
PBS/T bzw. TBS/T bei Raumtemperatur, um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen.

Darauthin wurde die Membran 3x fiir jeweils 10 Minuten mit PBS/T bzw. TBS/T
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gewaschen und mit den entsprechenden in Tab. 3.18 aufgelisteten Antikdrpern in 3% BSA
in PBS/T bzw. TBS/T iiber Nacht bei 4°C unter stindiger Bewegung inkubiert. Nach der
Inkubation erfolgte wiederum ein 3-maliges Waschen der Membran mit PBS/T bzw.
TBS/T fiir jeweils 10 Minuten, um unspezifisch bindende Antikdrper zu entfernen. Die
Membran wurde schlieBlich mit dem entsprechenden sekundidren Meerrettichperoxidase-

konjugierten Antikorper ebenfalls in 3% BSA inkubiert.

Antikdérper Verdinnung Bezugsquelle
PRIMAR
» anti-FAK (C-20) 1:200 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
» anti-Lamin B (M20) 1:2000 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
» anti-MyDS88 (C- 1:200 SIGMA- Aldrich Chemie GmbH,
Terminal Taufkirchen
» anti-NFkB p65 (A) 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
> anti-PCNA 1:6000 Santa Cruz Biotechnology Inc, U.S.A
» anti-p-FAK (Tyr 397) 1:200 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
» anti-TLR4 (H-80) 1:200 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
> anti-Vinculin (H-10) 1:200 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
SEKUNDAR
> anti-Goat-HRP 1:3000 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
> anti-Mouse-HRP 1:6000 Dako, Glostrup, Denmark
> anti-Rabbit-HRP 1:3000 Amersham Biosciences, Miinchen

Tab. 3.18: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Antikorper fur die Proteinanalytik (Western Blot)

Nach anschlieBendem 3-maligem Waschen der Membran erfolgte die Visualisierung der
Proteine mittels ,,Enhanced Chemiluminescence* (ECL Plus™). Die an die sekundéren
Antikorper gekoppelten Peroxidase, katalysiert die Oxidation von Luminol und 16st damit
eine Chemilumineszenz aus. Das entstehende Licht wird liber einen Film detektiert. Nach
Anleitung wurde Losung A mit Losung B im Verhéltnis 40:1 miteinander vermischt, fiir 4
Minuten auf die Membran gegeben und im Dunkeln inkubiert. Darauthin wurde die
Membran in Frischhaltefolie eingepackt und in eine Filmkassette {iberfithrt. Die
anschliefende Detektion erfolgte in einer Dunkelkammer mit einem speziellen Film,
welcher durch die entstehende Lumineszenz belichtet wird. Die Belichtungszeit hingt von
der Menge des vorhandenen Proteins und der Menge des HRP-gekoppelten Antikorpers
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ab. Sie muss widhrend der Entwicklung individuell bestimmt werden. Die belichteten
Filme wurden zunichst in einem Entwicklungsbad eingelegt, bis die Banden sichtbar
wurden und anschliefend in Leitungswasser gewaschen. Darauthin wurden die Filme im
Fixierbad fixiert, mit destilliertem Wasser gewaschen, getrocknet, zum Auswerten

eingescannt und die Bandenintensitdt mit der Software Odyssey 2.0 ausgewertet.

e 10xTBS (in 11 H,O bidest.):
- 80 g NaCl
- 24,2 g Tris-Base

e ECL Plus™ Western Blotting Detection Reagent, Amersham Biosciences,
Miinchen

e Hyperfilm™-ECL, Amersham Biosciences, Miinchen

e Developer/replenisher, G150, AGFA, Koln (1:5 in H,O bidest.)

e Superfix, Tetenal Photowerk, Norderstedt (1:7 in H,O bidest)

e Software: Odyssey 2.0

Tab. 3.19: Material und Lésungen flr den immunologischen Nachweis von Proteinen

3.11 Immunfluoreszenzmikroskopie

3.11.1 Fluoreszenzfdrbung fixierter Zellen

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist ein mikroskopisches Verfahren zur Darstellung von
Proteinen im subzelluldren Bereich, das auf der Immunfluoreszenz-Technik basiert.

Fiir die Durchfiihrung dieses Verfahrens wurden 2 x 10> Zellen zunichst in 2er chamber
slides (4,3 cm?) ausgesit und iiber Nacht im Brutschrank (37°C, 5% CO,) ruhen gelassen.
Anschlielend erfolgte die Inkubation mit Partikeln in den jeweiligen Konzentrationen.
Nach Ablauf der Inkubation wurden die Zellen fixiert, indem der Zellrasen zunédchst mit
kaltem PBS gewaschen wurde, um Partikelreste zu entfernen und anschlieend mit 4%
Paraformaldehyd fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Des Weiteren mussten die Zellen
permeabilisiert werden, damit die eingesetzten primdren Antikorper in die subzelluldren
Bereiche der Zelle eindringen und sich spezifisch anlagern konnen. Hierfiir wurde eine
PBS/Triton-X 100 Losung verwendet und die Zellen dreimal fiir 5 Minuten unter

stindiger Bewegung gewaschen. Schlieflich erfolgte das Blockieren mit 3% BSA bzw.
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5% polyklonalem Rabbit/Mouse Serum in PBS/Triton-X 100 fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur, um unspezifische Antikdrper-Bindungen zu vermeiden. Bevor der
primdre Antikorper (sieche Tab. 3.20) iiber Nacht (4°C) zugegeben wurde, mussten die
Zellen nochmals mit PBS/Triton-X 100 dreimalig fiir jeweils 5 Minuten gewaschen
werden. Nach Abschluss der Inkubation mit dem primédren Antikérper wurden die Zellen
wiederum dreimalig fiir jeweils 5 Minuten mit PBS/Triton-X 100 gewaschen, um nicht-
gebundene primire Antikorper zu entfernen. Dann erfolgte die einstiindige Inkubation des
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten sekundidren Antikorpers (sieche Tab. 3.20) bei
Raumtemperatur im Dunkeln, damit die Fluoreszenzeigenschaften nicht verringert
werden. Zum Abschluss wurden die Zellen nochmals mit PBS/Triton-X 100 gewaschen

und zur Analyse im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Antikorper Verduinnung Bezugsquelle
PRIMAR
» anti-FAK (C-20) 1:100 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
» anti-Vinculin (H-10) 1:100 Santa Cruz Biotechnology Inc., U.S.A
SEKUNDAR
» anti-Rabbit-Alexa 1:500 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
488 nm
» anti-Mouse-Alexa 1:500 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
488 nm

Tab. 3.20: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Antikorper fir die Immunfluoreszenz

3.11.2 Anfédrben des Aktin-Cytoskeletts mit Rhodamine Phalloidine

Fiir das Hervorheben des Aktin-Cytoskeletts wurde eine Farbemethode mittels Rhodamine
Phalloidine, dem Gift des Knollenblitterpilzes verwendet. Fluoreszierende Phallotoxine
konnen sich spezifisch an F-Aktin der Zelle anlagern und erlauben so eine Darstellung
und Charakterisierung des Aktin-Cytoskeletts.

Fiir die Durchfithrung dieser Farbung wurden die Zellen wie in Kapitel 3.11.1 behandelt,
und anschlieend mit einer 1:30 Verdiinnung (in PBS) der Rhodamine Phalloidine Losung

fiir 2 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO,) inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
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restliche Farbstoff mit PBS abgewaschen und die Zellen im Fluoreszenzmikroskop
analysiert.

Die Generierung der 3D Analyse erfolgte durch die Aufnahme von z-step Ebenen durch
die Zelle in 300 nm Schritten mithilfe des Improvison Volocity 4, Grid Convocal und

anschlieBender Bildbearbeitung mit Improvision Volocity 4.

e Paraformaldehyd (PFA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

e Polyklonales Rabbit/Mouse Serum, Dako, Glostrup, Denmark

e PBS/Triton-X 100 (0,1% Triton-X 100)

e Rhodamine Phalloidine, Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e Lab-Tek® Chambered #1 Borosilicate Coverglass System, Nunc, Rochester, NY,
U.S.A

e Fluoreszenzmikroskop DM IRE2, Leica Microsystems, Wetzlar

e Improvison Volocity 4, Grid Convocal, Improvision, Coventry England

Tab. 3.21: Material und Lésungen fir die Fluoreszenzmikroskopie

3.12 Statistische Auswertung

Die experimentell ermittelten Daten wurden jeweils als Mittelwerte + der dazugehdrigen
Standardabweichungen (S.E.M.) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte bei

mindestens drei unabhdngigen Experimenten mit dem Student’s t-test.

62




Ergebnisse

4  Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Lungenepithelzelllinie A549 sowie die Endothel-
dhnlichen Zellen ECV304 als Zellmodell fiir eine Exposition mit verschiedenen Carbon
Nanotube Materialien gewdhlt und die Ergebnisse mit gut charakterisierten
Referenzpartikeln, Carbon Black (CB14), verglichen. Die Experimente sollen dazu
beitragen, die Risiken fiir den Menschen beziiglich der Exposition, besonders der
Inhalation von synthetisch hergestellten Nanopartikeln, abschétzen zu koénnen und mit
bekannten Mechanismen der Partikeltoxizitdt zu vergleichen.

Zur Charakterisierung der Wirkungsweise von Kohlenstoff Nanoréhren wurde in den
ersten Versuchsreihen eine Vielzahl von Studien unternommen, welche eine genaue
Beschreibung und optische Analyse der verwendeten Kohlenstoff Nanopartikel liefern und
eine potentiell akute Cytotoxizitit der Nanotubes auf verschiedene Zellsysteme aufkliaren

sollen.

4.1 Charakterisierung der Kohlenstoff Nanoréhren

Fir die vorliegende Arbeit wurden kommerziell erworbene (NT-1; Nanostructured &
Amorphous Materials Inc., Los Alamos, USA (NT-1 1280YJ-NMG)) einwandige Carbon
Nanotubes verwendet sowie die im Institut fiir Nanotechnologie, Forschungszentrum
Karlsruhe/ Universitdit Karlsruhe synthetisierten CNT-Materialien (SWCNT ,.as
prepared“ (a.p.), SWCNT ,acid treated* (a.t.)) und funktionalisierte SWCNT
(fSWCNT)). Carbon Black (CB14, Printex 90; @ 14 nm; Degussa AG, CAS-No. 1333-86-
4) wurde zusidtzlich als gut charakterisiertes Referenzpartikel mit bekannten biologischen
Eigenschaften verwendet. Die synthetisch hergestellten Kohlenstoffrohren unterscheiden
sich hauptsdchlich in der Art und dem prozentualen Anteil ihrer Verunreinigungen
(amorpher Kohlenstoff, Ubergangsmetalle). Eine genaue Darstellung mit der
dazugehorigen chemischen Analyse der verschiedenen hier verwendeten Partikel ist im
Kapitel Material & Methoden in Tabelle 3.3 aufgefiihrt. Zusitzlich zur chemischen
Untersuchung wurde das Verhalten der Carbon Nanotubes in wissriger Losung (H,O
bidest.) nach Ultraschallbehandlung der CNT-Stammldsung beobachtet und beschrieben
(Abb. 4.1) sowie die einzelnen Materialien weiterhin im

Transmissionselektronenmikroskop (TEM) genauer charakterisiert (Abb. 4.2).
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Die in Abb. 4.1 (A) gezeigte Gesamtaufnahme der verwendeten Partikelsuspensionen
zeigt deutliche Unterschiede im Verhalten der Partikel in wissriger Losung. In Abb. 4.1
(B) sind die stark verunreinigten NT-1 dargestellt, welche grole Aggregate, Agglomerate
und Micellen bilden, die ohne weitere VergroBerung gut sichtbar sind und sich schnell,
innerhalb weniger Minuten absetzen. Im Gegensatz dazu zeigen die DMF-behandelten
(SWCNT a.p.; C) bzw. Sdure-aufgereinigten CNTs (SWCNT a.t.; D) deutlich weniger
Aggregate. Hier sieht man lediglich eine dunkel gefdrbte Suspension, die der CB14-
Suspension (F), stark dhnelt. Die funktionalisierten Nanotubes (fSWCNT) in (E) bilden
hingegen eine nahezu klare Losung, in der nur ein paar wenige, groe CNT-Biindel

sichtbar sind.

Abb. 4.1: Suspendierte Carbon Nanotubes zeigen ein unterschiedliches Agglomerationsverhalten nach
Ultraschallbehandlung in H,O bidest.

CNT-Materialien wurden in einer Konzentration von 1 mg/ml in wéssriger Losung mit Ultraschall (Duty Cycle
40%, Output Control 4) behandelt und das Suspensionsverhalten der CNTs anschlieBend mithilfe einer
Digitalkamera dokumentiert.

(A) Gesamtaufnahme der verwendeten Partikel (B) NT-1 (C) SWCNT a.p. (D) SWCNT a.t. (E) fSWCNT (F)
CB14.
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Durch Auftropfen der jeweiligen CNT-Suspensionen auf ein Kupfergrid und
anschlieBendem Trocknen wurden die vorliegenden Carbon Nanotubes im TEM genauer
untersucht. Hierbei konnten die rohrenartige Form und GroBe der verschiedenen
Nanotube-Sorten sowie ihre Verunreinigungen deutlich erkannt werden. Auch eine
Zusammenlagerung der einzelnen Nanotubes zu groflen Aggregaten und Agglomeraten
wurde hier klar erkennbar (Abb. 4.2). In diesem Zusammenhang konnten insbesondere
Unterschiede der verschiedenen Materialien, hinsichtlich ihrer Verunreinigung und der
Tendenz zu aggregieren, beobachtet werden.

Anhand der TEM-Aufnahmen wurden die groBBen Aggregate der stark verunreinigten NT-
1 Nanotubes (A) als schwarze Biindel gut sichtbar, die sich deutlich von den SWCNT a.p.
(B) mit ihren alleinigen Metallverunreinigungen, sowie den vollstindig aufgereinigten
SWCNT a.t. (C) deutlich abhoben. Die Abb. 4.2 (D) zeigt die funktionalisierten SWCNT

(fSWCNT) mit einer teilweisen oder vollstindigen Beschichtung, erzeugt durch eine

Polyacylierung in verschiedenen Sdurechloriden mit Nitrobenzol als Losungsmittel.

Abb. 4.2: Transmissionselektronische-Aufnahmen von Carbon Nanotubes
(A) NT-1 (Vergrofierung: 12.000x/ 30.000x) (B) SWCNT a.p. (VergroBerung: 12.000x/ 30.000x) (C) SWCNT
a.t. (VergroBerung: 20.000x/ 30.000x) (D) fSWCNT (VergroBerung: 12.000x/ 30.000x).

65



Ergebnisse

4.2 Zell-Partikel-Interaktion und Aufnahme von Kohlenstoff

Nanorohren in die Zellen

Fiir die in vitro Untersuchungen wurden die menschliche Lungenepithelzelllinie A549 und
die Endothel-dhnlichen ECV304 Zellen eingesetzt, welche die Zielzellen der Lunge
reprasentieren sollen. Die Partikelinteraktion in submerser Kultur mit menschlichen
Zellen als auch die Partikelaufnahme konnte sowohl im Lichtmikroskop als auch im
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) dokumentiert werden. Fiir die Experimente
wurden die Carbon Nanotubes jeweils frisch vorbereitet, mit Ultraschall (Sonifier 250,
Branson) behandelt (duty cycle 40%, output control 4) und in Zellkulturmedium auf die
verschiedenen Endkonzentrationen verdiinnt.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 4.3) demonstrieren, dass Nanotubes sehr gut
und eindeutig zu identifizieren waren und tatsdchlich mit dem Zellrasen in Kontakt
kamen. Auffillig war dabei die Bildung groBer CNT-Aggregate, die trotz
Ultraschallbehandlung nicht vollstindig vereinzelt wurden, als schwarze Biindel gut
sichtbar waren und sich deutlich von dem Zellrasen abhoben. Eine weitere
charakteristische Besonderheit war die Bildung von ungewdhnlichen Zell-Agglomeraten
in Verbindung mit Carbon Nanotubes, die besonders nach der Exposition von A549
Zellen mit dem SWCNT a.t. Material ausgepriagt waren (siche Abb. 4.3 (D)). Diese
Formationen konnten weder bei der unbehandelten A549 Kontrolle, noch in fSWCNT-
oder CBl4-behandelten Zellen beobachtet werden (Abb. 4.3 (A, E, F)). Neben den
erwihnten CNT-Zell-Agglomeraten wurden jedoch keine weiteren morphologischen
Veranderungen der CNT-behandelten Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle

festgestellt.
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Abb. 4.3: Lichtmikroskopische Aufnahmen von A549 Zellen nach 24h Partikelinkubation (15,6 pg/cm’
[50 pg/ml])
(A) Kontrolle (B) NT-1 (C) SWCNT a.p. (D) SWCNT a.t. (E) fSWCNT (F) CB14 (Vergroferung 400x).

Fiir eine genauere Beobachtung der intrazelluldren Ereignisse nach CNT-Behandlung der
Zellen wurden A549 Zellen und ECV304 Zellen auf einer Polycarbonat Membran
ausgesit, mit 68,4 pg/cm” (50 pg/ml) CNTs fiir einen Zeitraum von 24h behandelt und
mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie analysiert.

Mit dem Transmissionselektronenmikroskop konnten die Carbon Nanotubes, die
hauptsédchlich als grofere Aggregate und Biindel zu sehen waren, gut und eindeutig
identifiziert werden (gelbe Pfeile) (Abb. 4.4). In den geringen VergroBerungsstufen waren
sie als grofle Agglomerate, bestehend aus vielen knéuelartig liegenden Nanotubes
sichtbar. Erst bei stirkerer Vergroferung konnten zum Teil auch vereinzelte, eng

aneinander liegende Rohren gezeigt werden. Einzelne Nanotubes waren jedoch aufgrund
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der begrenzten Auflésung nicht sichtbar. Diese Aufhahmen machen es ebenfalls deutlich,
dass sich die Kohlenstoff Nanordhren trotz Ultraschallbehandlung nur schwer vereinzeln
lieBen. Andererseits konnte mithilfe der TEM-Aufnahmen gezeigt werden, dass die
verwendeten Zellen die Partikel aufgenommen hatten und die CNTs, sowohl frei im
Cytoplasma als auch in endolysosomalen Zelleinschliissen, vorzufinden waren. Im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen zeigten die CNT-behandelten Zellen jedoch
keine auffélligen morphologischen Verdnderungen. Lediglich die Anzahl der Zellfortsitze
und Lamellar-Korperchen (A549) war bei CNT-inkubierten Zellen leicht erhoht.

Die TEM-Bilder erméglichen die Aussage, ob Carbon Nanotubes im submersen in vitro
Kultursystem lediglich an der Zelloberfliche haften oder auch die Zellmembrangrenze
iiberwinden konnen und im Cytosol vorzufinden sind, was man bei lichtmikroskopischen
Aufnahmen nicht mit Sicherheit sagen konnte. Bei den TEM-Bildern handelt es sich um
Momentaufnahmen. Es wurde jedoch versucht, moglichst reprisentative Zellen

auszuwahlen.
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Abb. 4.4: Transmissionselektronenmikroskopische (TEM)-Aufnahmen von A549 und ECV304 Zellen
nach 24h Partikelinkubation mit Carbon Nanotubes (68,4 pg/cm’ [50 ug/ml])

Die Zellen wurden 24h auf einer Polycarbonate Membran mit verschiedenen CNT-Suspensionen behandelt,
anschliefend in Einbettungsmedium aufgenommen, Ultrafeinschnitte angefertigt und am TEM untersucht. Die
gelben Pfeile zeigen intrazelluldre CNT Biindel.

(A) unbehandelte A549 Kontrolle (VergroBerung: 3.000x) (B) A549 + SWCNT a.t. (Vergroerung: 12.000x/
20.000x) (C) A549 + fSWCNT (VergroBerung: 12.000x) (D) unbehandelte ECV304 Kontrolle (Vergroferung:
3.000x) (E) ECV304 + SWCNT a.p. (Vergroflerung: 12.000x/ 20.000x) (F) ECV304 + NT-1 (Vergroferung:
3.000x/ 12.000x). N—Nucleus, NC—Nucleolus, Mi—Mitochondrium, La—,Lamellar Bodies*“, PM—Polycarbonat
Membran, LD—,Lipid Drops*

4.3 Akute Toxizitat

Um festzustellen, welchen Einfluss Kohlenstoff Nanordhren auf die Vitalitdt der Zellen
ausiiben, wurden verschiedene Vitalititstests durchgefiihrt. Der MTT-Test, der die
Aktivitit der mitochondrialen Dehydrogenasen misst, weiterhin wurde die LDH-
Konzentration im Uberstand als MaB fiir die Membranintegritit verwendet ebenso wie das
Anfirben der Zellen mit Propidiumiodid (PI) und schlieBlich wurde noch der WST-1 Test,
der ebenfalls die Aktivitit der Mitochondrien iiberpriift, angewendet.

Die bisher in der Literatur beschriebenen Untersuchungen der Zellvitalitit nach Carbon
Nanotube Exposition sind oft sehr widerspriichlich und lassen Raum fiir Spekulationen.
Wihrend einige eine erhebliche CNT-induzierte akute Cytotoxizitdt nachweisen (Bottini
et al., 2006; Cui et al., 2005; Jia et al., 2005; Magrez et al., 2006; Manna et al., 2005;
Sharma et al., 2007; Shvedova et al., 2003; Zhang et al., 2007), berichten andere
Arbeitsgruppen wiederum von einem fehlenden akut-cytotoxischen Verhalten der CNTs in
vitro (Cherukuri et al., 2004; Davoren et al., 2007; Dumortier et al., 2006; Flahaut et al.,
2006; Ghibelli et al., 2005; Isobe et al., 2006; Kam and Dai, 2005; MacDonald et al.,
2005; Pantarotto et al., 2004; Pensabene et al., 2007).
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4.3.1 Einfluss von Kohlenstoff Nanorohren auf die Zellvitalitat

Zur Untersuchung der akuten Toxizitit von Kohlenstoff Nanorohren wurden zunichst
A549 Zellen fiir einen Zeitraum von 24 bis 96 Stunden mit 31,3 pg/cm® (50 pg/ml) mit
den verschiedenen Nanotube Materialien behandelt und anschlieBend die Zellvitalitit
iiberpriift (Abb.4.5). Zur graphischen Darstellung und fiir einen besseren Vergleich der
Ergebnisse untereinander wurde die Vitalitdt der unbehandelten Kontrollen gleich 100%
gesetzt, die gemessenen Werte im Verhiltnis dazu berechnet und als Prozent der Kontrolle
dargestellt.

Die Abb.4.5 (A) demonstriert die mitochondriale Vitalitit der A549 Zellen nach bis zu 96-
stindiger CNT Behandlung, gemessen mit dem MTT-Test. Bei diesem Test handelt es
sich um eine kolorimetrische Analyse, der eine Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes
(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid, MTT) zu blauen,
unloslichen Formazan-Kristallen durch die mitochondrialen Dehydrogenasen zugrunde
liegt. Die Absorption des entstandenen Formazans wird spektrophotometrisch bei einer
Wellenldnge von 550 nm bestimmt. Die Aktivitit der Dehydrogenasen ist ein Mal fiir die
Vitalitét dieser Organellen und dient ebenso zur Bestimmung der Vitalitit der Zellen.

Die Zellen wurden nach Ablauf der Inkubation griindlich mit HBSS gewaschen und
darauthin mit 10% MTT-Stammlosung fiir zwei Stunden im Brutschrank inkubiert.
Anschlieend erfolgte das Herausldsen der Formazan-Kristalle sowie die photometrische
Bestimmung der Menge an gebildetem Formazan.

Das Ergebnis in Abb.4.5 (A) zeigt, dass die mitochondriale Aktivitit der Zellen nach
Inkubation mit Nanotubes schon nach 24 Stunden bis zu 60% (SWCNT a.p., SWCNT a.t.)
beeintrachtigt wurde. Dieser Vitalitdtsverlust wurde nach liangerer Inkubationszeit jedoch
nicht weiter gesteigert. Die Ergebnisse der einzelnen Carbon Nanotube Materialien waren
in ithrer Wirkung vergleichbar, auch wenn leichte Unterschiede in der Hohe des
gemessenen Formazans beobachtet werden konnten. Die funktionalisierten Carbon
Nanotubes (fSWCNT) zeigten hierbei den geringsten cytotoxischen Effekt auf die
Aktivitit der Dehydrogenasen. Die Wirkung von CB14 und CNT-Partikeln war
miteinander vergleichbar.

Aufgrund der Ergebnisse aus dem MTT-Test wurde zur Uberpriifung dieses starken
cytotoxischen Effektes ein weiterer Vitalitdtstest, der LDH-Test, durchgefiihrt (Abb.4.5
(B)). Die Membranintegritét ist fiir lebende Zellen ein wichtiger Parameter zur Erhaltung
der Homoostase gegeniiber dem umgebenden Medium. Aus diesem Grund kann die

Laktatdehydrogenase (LDH), ein cytoplasmatisches Enzym, im Uberstand als Parameter
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zur Uberpriifung der Membranintegritit und Zellvitalitit genutzt werden. Fiir die
Durchfiihrung dieses Tests wurden die Uberstinde aus dem CNT-inkubierten Zell-Ansatz
des MTT-Tests verwendet, mit der LDH-Reaktionslosung inkubiert und schlieBlich im
Absorptionsreader bei einer Wellenldnge von 490 nm gemessen.

Uberraschenderweise konnte hier im Gegensatz zum MTT-Test kein Vitalititsverlust
festgestellt werden. Die Abb.4.5 (B) zeigt, dass eine Inkubation der A549 Zellen mit den
verschiedenen CNTs weder nach 24 Stunden noch nach Langzeitinkubation von bis zu 96
Stunden zu einem signifikanten Verlust der Zellmembranintegritét fiihrte. Lediglich die
stark verunreinigten NT-1 wiesen einen leichten Vitalitdtsverlust von ~10% im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle auf. Die CB14 behandelten Zellen zeigten im gesamten

Zeitraum einen leichten, bis zu 20%-igen, Vitalitdtsverlust.

120 - 120 I
100 +—p————————pr————————pr————————p———5—— 100 +——— == ——
S -
£ 80 - T 80
c r ek —
3 60 ¥ o e e E 60
: - i~ 3
- [ >
2 40 40 -
8
s
20 + 20 4
0 0
A 24 48 72 9 B 24 48
Zeit [h] Zeit [h]
120 -
100 +-pFtf—5-—— ey e
T P [y K A fle
3
o) £ 804
3 o
= X
g —
M 2 60
z g
8 T
g 3
g
> @ SWCNTap. d
—@— SWCNT a.t. 20
01 . . . . 0
C 0 24 48 72 96 D 24 48 72 96
Zeit [h] Zeit [h]

71




Ergebnisse

120 { | BT T
100 f—————————— l e N
2 I v222221 Kontrolle
g 80+ 3 NT-1
5 [0 SWCNT a.p.
g % B SWCNT at.
g, B fSWCNT
.‘g" I CB14

20 1

0

A549 ECV NR8383

E

SWCNT a.p. [31,3 pug/cm?]; 24h

Abb.4.5: Effekte von Carbon Nanotubes auf die Vitalitéit von Zellen

A549 Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 24h - 96h mit 31,3 pg/ecm® (50 pg/ml) Carbon Nanotubes und
Carbon Black (CB14) inkubiert. Das Ergebnis zeigt den Effekt der Nanotubes auf die Zellvitalitit, gemessen mit
verschiedenen Vitalititstests und dargestellt als % der Kontrolle, die als 100% vital gesetzt wurde. (A) MTT-
Test (B) LDH (C) PI-Farbung (D) WST-1 (E) Vergleich MTT-Test und WST-1 nach Inkubation verschiedener
Zelllinien mit SWCNT a.p. fiir 24h. Mittelwerte aus 5 unabhéngigen Experimenten £ SEM [* p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].

Aufgrund dieser scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse aus dem MTT-Test (Abb.4.5
(A)) und dem LDH-Test (Abb.4.5 (B)) wurde schlieBlich eine Férbung mit
Propidiumiodid (PI) durchgefiihrt, welches ein weiterer Parameter zur Uberpriifung der
Zellmembranintegritit ist (Abb.4.5 (C)). Der PI Farbstoff kann aufgrund seiner Grofie und
Polaritét nur durch perforierte Zellmembranen in die Zelle diffundieren und lagert sich
ausschlieBlich an die DNA der Zellen an. So ermdglicht das Anfarben mit PI eine
Unterscheidung in vitale und nekrotische, tote Zellen. Die CNT-inkubierten Zellen
wurden nach Ablauf der Inkubation mit PI gefdrbt, im Durchflusszytometer bei einer
Wellenldnge von 488 nm angeregt und die Fluoreszenz im Kanal FL-6 (610 nm)
gemessen.

Mithilfe dieser Farbemethode konnte das Ergebnis des LDH-Tests bestdtigt werden, da es
nach Partikelinkubation weder durch die SWCNT a.p. noch durch SWCNT a.t. in einem
Zeitraum von bis zu 96 Stunden zu einem signifikanten Verlust der Membranintegritdt

bzw. der Gesamtvitalitdt kam.

Wegen des scheinbar stark toxischen Effektes der Carbon Nanotubes auf die Aktivitat der
mitochondrialen Dehydrogenasen, welcher im MTT-Test gezeigt werden konnte, wurde
weiterhin angenommen, dass die Partikel einen spezifischen Effekt auf die Mitochondrien
ausiiben. Dies sollte durch einen weiteren Vitalititstest, dem WST-1 Test bestitigt

werden, der wiederum die Aktivitdt der Mitochondrien misst (Abb.4.5 (D)).
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Der Test beruht wie im MTT-Test auf der Reduktion eines Tetrazoliumsalzes (2-(4-
iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, WST-1) durch die
mitochondrialen Dehydrogenasen.

Nach erfolgter Partikelinkubation wurden die Zellen mit 10% WST-1 Stammlosung fiir
zwel Stunden im Brutschrank inkubiert und der Formazan-Farbstoff anschlieend
photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm ausgewertet.

Im Gegensatz zum MTT-Test zeigte sich jedoch hier kein signifikanter Verlust der
Vitalitdit bzw. Aktivitdit der mitochondrialen Dehydrogenasen nach CNT Inkubation
(Abb.4.5 (D)). Dieses Ergebnis bestitigt wiederum die Beobachtungen des LDH-Tests
und der PI-Fiarbung des geringen bzw. fehlenden Einflusses von Carbon Nanotubes

sowohl auf die mitochondriale Aktivitét als auch auf die Zellmembranintegritét.

In Abb.4.5 (E) ist der Vergleich von MTT- und WST-1-Tests nach 24h SWCNT a.p.-
Inkubation (31,3 pg/cm? [50 pg/ml]) verschiedener Zelllinien (A549, ECV304, NR8383)
zusammengefasst. Die graphische Darstellung macht deutlich, dass die beobachteten
widerspriichlichen Ergebnisse, die aus dem MTT und WST-1 Testsystemen gewonnen
wurden, welche die Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen testen, unabhdngig von
den verwendeten Zelllinien und Zelltypen sind. Sowohl humane Lungenepithel- und
Endothel-dhnliche Zellen als auch Alveolarmakrophagen der Ratte zeigen vergleichbare

Ergebnisse.
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4.3.2 Kohlenstoff Nanoréhren interagieren mit MTT-Formazan im
Vitalitatstest

Die TEM-Aufnahmen in Abb. 4.6
zeigen SWCNT a.t. in unterschiedlichen
Stadien wéhrend der Durchfiihrung der
Vitalitétstests.

Abb. 4.6 (A) zeigt eine Probe von
SWCNT a.t., die 24h in
Zellkulturmedium inkubiert wurde. Die
Nanotubes liegen als ungeordnetes
Biindel vor und =zeigen keinerlei
auffiallige Besonderheiten. Des Weiteren
sind SWCNT a.t. dargestellt, die nach
Ablauf einer 24h Inkubation mit
anschlieBendem  WST-1  extrahiert
wurden (Abb. 4.6 (B)). Die Struktur der
Partikel weist auch hier keine besondere
Auftilligkeit im Vergleich zu (A) auf.
In Abb. 4.6 (C) sind ebenfalls SWCNT
a.t. Nanorohren dargestellt, welche aber
im Zellsystem nach 24h Inkubation
anschlieBend mit MTT behandelt

wurden.

Abb. 4.6: TEM Priparationen von SWCNT a.t.
nach 2h Inkubation mit verschiedenen
Tetrazoliumsalzen

TEM-Aufnahmen von SWCNT at. nach
Inkubation von A549 Zellen mit SWCNT a.t. fir
24h und Behandlung mit Tetrazoliumsalzen. (A)
Inkubation in Medium ohne Tetrazoliumfarbstoff
(VergroBBerung: 20.000x) (B) Inkubation mit
WST-1 (VergroBerung: 12.000x) (C) Inkubation
mit MTT und Extraktion mit Isopropanol/HCl
(VergroBerung: 20.000x/ 30.000x).
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MTT ist ein Tetrazoliumsalz, welches durch die Aktivitit der mitochondrialen
Dehydrogenasen zu wasserunloslichen MTT-Formazan-Kristallen reduziert wird,
anschlieBend gelost und die Farbintensitdt photometrisch am Absorptionsreader
quantifiziert wird. Im Vergleich zu den SWCNT a.t. Préparationen in (A) und (B) zeigen
die Partikel in Abb. 4.6 (C) deutliche morphologische Verdnderungen. Die Nanotubes sind
irreversibel mit dem Formazan-Farbstoff bedeckt, der die Partikel eng miteinander
verklebt und sich weder durch physikalische noch chemische Einwirkungen abldsen lasst
(Daten nicht gezeigt). Der Farbstoff wird so aus dem Testsystem entfernt und die
quantitative Messung fiihrt, in Bezug auf die cytotoxische Wirkung der Kohlenstoff
Nanorohren im in vitro System, zu einem falsch-positiven Ergebnis, gemessen mit dem

MTT-Test.

4.3.3 Kohlenstoff Nanoréhren induzieren keine Apoptose in humanen

Lungenepithelzellen

In den zuvor beschriebenen Ergebnissen kristallisierte sich heraus, dass eine Behandlung
humaner Lungenepithelzellen, sowie Endothel-dhnlicher Zellen (ECV304) mit den
verschiedenen Carbon Nanotube-Materialien zu keiner akuten Beeintrachtigung der
Zellvitalitdt fiihrt (Abb.4.5).

Bis zum heutigen Zeitpunkt werden drei Arten des Zelltodes beschrieben, der
programmierte Zelltod (Apoptose), die Nekrose und die Autophagie. Mit dem Anfédrben
der Zellen mit Propidiumiodid (Abb.4.5 (C)) konnte gezeigt werden, dass es nicht zu einer
Anhdufung nekrotischer Zellen nach Exposition mit Nanotubes gekommen ist.

Im Folgenden sollte nun {berpriift werden, ob es jedoch zu frithen Anzeichen von
Apoptose in diesen Zellen kommt.

Fiir ultrafeines Carbon Black konnte gezeigt werden, dass es in Lungenepithelzellen der
Ratte zu einer Apoptoseinduktion kommt (Sydlik et al., 2006). Uber den apoptotischen
Einfluss von CNTs auf Lungenzellen ist hingegen nur sehr wenig bekannt (Dumortier et

al., 2006; Tian et al., 20006).

Ein charakteristisches Merkmal gesunder, vitaler Zellen ist eine Asymmetrie der
Membranlipide. Hierbei sind z.B. Phosphatidylcholin (PC) sowie Sphingomyelin

vorwiegend auf der AulBlenseite lokalisiert, wihrend Phosphatidylethanolamin (PE) und
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Phosphatidylserin (PS) hauptsdchlich auf der Innenseite der Zellmembran aufzufinden
sind. Durch einen apoptotischen Stimulus wird diese Asymmetrie der zelluliren Membran
jedoch unterbrochen, wobei das PS auf die AuBBenseite der Membran verlagert wird. Diese
Externalisierung von PS wird als frithes Anzeichen des apoptotischen Zelltodes
beschrieben.

Zur Ermittlung einer moglichen induzierten Apoptose durch Kohlenstoff Nanordhren
sollte nun geklirt werden, ob CNTs eine Umverteilung dieses Membranlipids hervorrufen.
PS kann spezifisch mit Annexin V markiert werden, das an das Fluorchrom Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) gekoppelt ist und somit als ein spezifischer Apoptose Marker
verwendet werden kann.

Zur Untersuchung der PS-Externalisierung wurden A549 Zellen fiir 24 bis 96 Stunden mit
15,6 pg/cm® (50 pg/ml) SWCNT a.p. und SWCNT a.t. inkubiert, anschliefend mit
Annexin V angefirbt und das griin fluoreszierende FITC in Kanal FL-1 (530 nm) im
Durchflusszytometer angeregt und quantitativ ausgewertet. In Abb.4.7 ist deutlich zu
erkennen, dass die CNT-inkubierten Zellen zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten
Unterschied zu den unbehandelten Kontrollzellen zeigten. Nach 24 Stunden liegt die
Anzahl der apoptotischen Zellen in den Kontrollen sowie nach Behandlung mit Nanotubes
bei 10 - 15%, bezogen auf die Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen. Im Verlauf der
Inkubation bis zu 96 Stunden veridnderte sich dieser Wert kaum, weder in den CNT-

inkubierten Zellen, noch in den unbehandelten Kontrollen.
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Abb.4.7: Durchflusszytometrische-Analyse der Annexin V-Firbung

Zur quantitativen Erfassung apoptotischer Fraktionen wurden A549 Zellen fiir einen Zeitraum von 24 bis 96
Stunden mit 15,6 pg/cm® (50 pg/ml) SWCNT a.t. und SWCNT a.p. inkubiert und nach erfolgter Fiarbung mit
Annexin V mithilfe der Durchflusszytometrie gemessen. Mittelwerte aus 3 unabhédngigen Experimenten £ SEM.

Die Ergebnisse der Annexin V Analyse zeigen eindeutig im Zusammenhang mit den
Resultaten des MTT-, WST-1- und LDH-Tests, sowie der PI-Fiarbung, dass Carbon
Nanotubes in dem verwendeten zelluliren System, mit den Konzentrationen und
Inkubationszeitraumen keinerlei akut cytotoxische Wirkung aufweisen. Es konnte weder
ein nekrotischer noch apoptotischer Effekt nachgewiesen werden.

Wie diese Nanorohren moglicherweise jedoch weitere zelluldire Endpunkte beeinflussen

und welche Reaktionen dies zur Folge haben kann, soll in den folgenden Versuchsreihen

ermittelt werden.
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4.4 Geringe Proliferationssteigerung von humanen
Lungenepithelzellen nach Inkubation mit Kohlenstoff

Nanorohren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Carbon Nanotubes keine akut cytotoxische
Wirkung auf verschiedene Zellsysteme ausliben, sollte im Folgenden das
Wachstumsverhalten und die DNA-Neusyntheserate von A549 Zellen nach Exposition mit
den verschiedenen CNT-Materialien kontrolliert werden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass ultrafeines Carbon Black proliferativ auf
Lungenepithelzellen der Ratte wirkt (Sydlik et al., 2006), wéihrend insbesondere die
Metallverunreinigungen von Ultrafeinstduben zu einer Inhibierung der Zellproliferation
von Lungenepithelzellen fiihren konnen (Okeson et al., 2003). Der Einfluss von
Kohlenstoff Nanordhren auf die Zellproliferation ist allerdings kaum untersucht (Cui et

al., 2005; Garibaldi et al., 2006; Kam and Dai, 2005).

Die Kldrung dieser Fragestellung erfolgte zunédchst mithilfe einer Wachstumskurve der
humanen Lungenepithelzelllinie A549 (Abb. 4.8). Hierfiir wurden A549 Zellen mit einer
Dichte von 5 x 10* in 3 ml Kulturmedium ausgesit und fiir 24 Stunden zum Anwachsen
im Brutschrank gelassen. Am folgenden Tag wurde die Zellzahl fiir den Startmesspunkt
ermittelt und die Ansitze mit jeweils 15,6 pg/cm” der verschiedenen Carbon Nanotubes
behandelt. Zur genauen Analyse der fiir die Zellen typischen Wachstumsgeschwindigkeit
sowie als Kontrolle blieb eine Charge der Proben gidnzlich unbehandelt und wurde fiir
einen Zeitraum von drei Tagen beobachtet. In einem Abstand von jeweils 24 Stunden
erfolgte die Bestimmung der Zellzahl in den entsprechenden Ansdtzen mit Hilfe des
Casy®l.

Die A549 Zelllinie zeigte in allen Ansdtzen ein gesundes, aber leicht unterschiedlich
starkes Wachstum (Abb. 4.8). Im Allgemeinen konnte jedoch eine Verdopplungszeit von
etwa 24 Stunden dokumentiert werden. Die Behandlung der Zellen mit Carbon Nanotubes
zeigte keine offensichtlich groBen Unterschiede sowohl im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle als auch innerhalb der verschiedenen CNT-Sorten. Lediglich eine leichte
Wachstumssteigerung der CNT-inkubierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen
konnte hier festgestellt werden, welche nach 24h sichtbar wurde und sich im Verlauf der

Inkubation weiter auspréigte. Hierbei zeigten die DMF- (SWCNT a.p.), bzw. Sidure-
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behandelten (SWCNT a.t.) Nanotubes sowie die funktionalisierten CNTs (fSWCNT) ein
dhnliches Verhalten.

6.0e+5 - —O— Kontrolle
' @ NT-1

O— SWCNT a.p.
—@— SWCNT a.t.
—@— fSWCNT

5,0e+5 A

Zellzahl
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Abb. 4.8: Wachstumsverhalten von A549 Zellen nach Carbon Nanotube Inkubation (15,6 pg/cm’

[50 pg/ml])

5 x 10* Zellen wurden ausgesit und nach 24h (Startzeitpunkt Oh) mit NT-1, SWCNT a.p., SWCNT a.t. und
fSWCNT behandelt. Nach den jeweiligen Zeitpunkten konnte die Zellzahl bestimmt und graphisch aufgetragen
werden. Mittelwerte aus 3 unabhédngigen Experimenten + SEM [* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].

Neben der Uberpriifung der Wachstumsrate von CNT-inkubierten A549 Zellen sollte
weiterhin die DNA-Neusyntheserate kontrolliert werden. Hierfiir wurden die Zellen
wiederum mit den entsprechenden Partikelsuspensionen (31,3 pg/cm’ [50 pg/ml]) fiir
einen Zeitraum von drei Tagen inkubiert und die Proliferationsrate jeweils nach Ablauf
von 24 Stunden mithilfe des BrdU-Tests gemessen.

Der BrdU-Test ist ein immunologischer in vitro Proliferations-Test, der auf dem Einbau
des Pyrimidinanalogons 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) anstelle der Base Thymidin in die
neusynthetisierte DNA proliferierender Zellen beruht. Die entstehende Farbintensitit
korreliert mit der Anzahl proliferierender Zellen und kann im Absorptionsreader bei einer
Wellenldnge von 450 nm quantitativ nachgewiesen werden. Fiir die graphische
Darstellung und einen besseren Vergleich der Ergebnisse untereinander wurde die
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Negativkontrolle 100% gesetzt, die gemessenen Werte im Verhéltnis dazu errechnet und
als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt.

Die Behandlung der Zellen mit Carbon Nanotubes zeigte auch hier nur sehr geringe
Unterschiede in Bezug zur unbehandelten Kontrolle (Abb.4.9). Sowohl innerhalb der
verschiedenen CNT-Materialien (Abb.4.9 (A)) als auch in der dargestellten Dosis-
Wirkungs-Beziehung (B) nach 48 Stunden Inkubation mit Konzentrationen von
3,1 pg/em® (5 pg/ml) bis 62,5 pg/em® (100 pg/ml) konnte keine Beeintrichtigung der
DNA-Syntheserate und somit der Proliferation von CNT-behandelten A549 Zellen in
einem Zeitraum von 3 Tagen festgestellt werden. Lediglich, wie schon die in Abb. 4.8
dargestellte leichte Wachstumssteigerung, konnte auch hier eine geringe Erhohung der

DNA-Synthese in SWCNT a.p.-, und SWCNT a.t.-behandelten Zellen gemessen werden.
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Abb.4.9: DNA-Syntheserate von A549 Zellen nach Carbon Nanotube Inkubation

(A) A549 Zellen wurden mit 31,3 pg/ecm’® (50 pg/ml) Kohlenstoff Nanordhren fiir einen Inkubationszeitraum von
drei Tagen behandelt. Jeweils nach Ablauf von 24h wurde die Proliferationsrate mithilfe des BrdU-Assays
gemessen und quantifiziert. (B) Die Zellen wurden 48h mit aufsteigenden Konzentrationen 3,1 pg/em® (5 pg/ml)
— 62,5 pg/em* (100 pg/ml) Carbon Nanotubes und CB14 behandelt. Das Ergebnis zeigt die Proliferationsrate in
Abhingigkeit der eingesetzten Dosis, gemessen mit dem BrdU-Test. Die Ergebnisse sind als Prozent der
Kontrolle dargestellt, die auf 100% gesetzt worden ist. Mittelwerte aus 3 unabhdngigen Experimenten = SEM
[* p<0.05, ** p<0.01, *** p <0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].
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4.5 Oxidativer Stress

Eine stetig anwachsende Zahl von Daten zeigt, dass Nanopartikel Entziindungen und
Oxidativen Stress hervorrufen konnen. Dabei hat sich ein, aufgrund von experimentellen
Studien, fiir Nanopartikel typisches Profil gebildet, welches zeigt, dass es einen deutlichen
Zusammenhang zwischen der Grofe, der Oberfldche und der Fihigkeit, Oxidativen Stress
und damit pro-inflammatorische Effekte zu erzeugen, gibt, wie z.B. die Aktivierung
inflammatorischer Signalwege (Brown et al., 2004; Donaldson et al., 2004; Koike and
Kobayashi, 2006; Nel, 2005; Oberdorster et al., 2005). Aus diesem Grund ist eine
Evaluation des oxidativen Potentials von Nanopartikeln einer der wichtigsten Parameter,
um eine mogliche Toxizitdt zu charakterisieren.

In diesem Zusammenhang sollte im Folgenden die Fdhigkeit der Carbon Nanotubes,

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu induzieren, liberpriift werden.

4.5.1 Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch Kohlenstoff

Nanorohren

Im Korper kommt es fortlaufend zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), z.B.
bei der Elektronentransportkette in den Mitochondrien, aber auch wihrend der zelluldren
Immunantwort. Normalerweise wird die Bildung von ROS durch anti-oxidative Prozesse,
zu welchen u.a. die Anderung des zelluldren Glutathiongehalts und die Induktion der
Héamoxygenase-1 (HO-1) zédhlen, im Gleichgewicht gehalten. Kommt es jedoch zu einem
Ungleichgewicht zwischen der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und der Fahigkeit,
diese zu neutralisieren und zu eliminieren, entsteht Oxidativer Stress, der zellschiddigende
Effekte, wie z.B. Lipid-, Protein- und DNA-Schddigung aber auch
Entziindungsreaktionen, ausldsen kann.

Fiir Ultrafeinstdube (Brown et al., 2000; Hiura et al., 1999; Martin et al., 1997; Stone et
al., 2000) wie z.B. fiir Carbon Black, sowie Asbestfasern (Manning et al., 2002; Mossman
et al., 1990), als auch fiir Nanopartikel (Limbach et al., 2007; Oberdorster, 2004; Xia et
al., 2006) ist bekannt, dass sie die Féhigkeit besitzen, die Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffspezies zu induzieren und so die Partikelexposition zu Oxidativem Stress und
Entziindungen fiihren kann. In der folgenden Versuchsreihe sollte diese Fihigkeit mit dem

vorhandenen CNT-Material tiberpriift werden.
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Der Nachweis von unspezifischen intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies (,,Reactive
Oxygen Species“, ROS) erfolgte mithilfe von 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat
(H,DCF-DA). Das H,DCF-DA ist zellpermeabel und wird durch intrazelluldre Esterasen
deacetyliert, so dass der Farbstoff in der Zelle verbleibt. In Gegenwart von ROS, wie z.B.
Peroxidase/H,0,, *OH, *O,", wird der Farbstoff in das fluoreszierende DCF umgewandelt,
welches im Fluoreszenzreader bei 530 nm nachgewiesen und quantifiziert werden kann.
Fiir die Durchfiithrung des Tests wurden A549 Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen
von Nanotubes (3,1 pg/em® [5 pg/ml] bis 62,5 pg/cm® [100 pg/ml]) fir 24 Stunden
behandelt. Eine Charge von Zellen wurde einstiindig mit 200 uM H;0O; inkubiert und
diente als Positivkontrolle. Nach Beendigung der Inkubation wurde der Zellrasen
griindlich mit PBS gewaschen, um nicht aufgenommene Partikel zu entfernen und um so
ein Quenchen des Fluoreszenzsignals durch die schwarzen Partikel weitestgehend zu
verhindern. SchlieBlich erfolgte das Inkubieren der Zellen fiir 40 Minuten mit dem
Farbstoff und die Messung am Fluoreszenzreader. Die Fluoreszenzmessung der
unbehandelten Kontrolle wurde gleich eins gesetzt und die Ergebnisse der behandelten
Proben als Vielfaches der Kontrolle dargestellt.

Auffallend bei diesem Ergebnis war, dass es zu deutlichen Unterschieden in der ROS-
Freisetzung innerhalb der verschiedenen CNT-Materialien kam (Abb.4.10 (A)). Nur
diejenigen Zellen, die mit den verunreinigten NT-1, SWCNT a.p., aber nicht mit den
aufgereinigten SWCNT a.t. oder funktionalisierten fSWCNT inkubiert waren, wiesen eine
anndhernd dosis-abhidngige Erhohung der gemessenen Fluoreszenz auf. Eine
Konzentration von nur 6,3 pg/cm> NT-1 fiihrte nach 24 Stunden schon zu einem fast
finffachen ROS Anstieg. Auch die DMF-behandelten SWCNT a.p. induzierten nach
Inkubation von 31,3 pg/cm’® eine deutliche ROS-Entwicklung, die mit den NT-1 und den
Carbon Black (CB14) Ergebnissen vergleichbar war. Eine Behandlung der Zellen mit den
aufgereinigten SWCNT a.t. und den funktionalisierten fSWCNT fiihrte jedoch
tiberraschenderweise zu keinerlei ROS-Bildung. Die gemessene Fluoreszenz blieb hier im
Bereich der unbehandelten Kontrolle. Diese Beobachtung der ROS-Induktion konnte
ebenfalls in der Endothel-dhnlichen Zelllinie ECV304 gezeigt werden (Daten nicht
gezeigt).

Die Abb.4.10 (B) zeigt die Auswirkung des Antioxidanz N-acetyl-L-cystein (NAC) auf
die Kohlenstoff Nanotube-induzierte ROS-Freisetzung. A549 Zellen wurden fiir 24
Stunden mit 31,3 pg/cm” (50 pg/ml) CNTs inkubiert und eine Charge jeweils zusitzlich
mit 10 mM NAC behandelt. Hier zeigte sich deutlich, dass die Zugabe des Antioxidanz
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NAC tatsdchlich die CNT-induzierte ROS-Freisetzung hemmen kann. Die vier-, bis
sechsfache Erhohung der Fluoreszenz nach NT-1 und CB14-Inkubation konnte mithilfe
von NAC deutlich vermindert werden und lag im Bereich der Negativkontrolle. Die
SWCNT a.t.-Behandlung wies auch hier keine ROS-Freisetzung auf und auch die NAC-

Co-Inkubation zeigte keinerlei Auswirkungen.
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Abb.4.10: Carbon Nanotube-induzierte Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies

(A) Fiir die Messung der Freisetzung von ROS wurden A549 Zellen fiir 24h mit aufsteigenden Konzentrationen
(3,1 pg/em® — 62,5 pg/em? [5 pg/ml — 100 pg/ml]) der verschiedenen Carbon Nanotubes behandelt, mit 50 uM
H,DCF-DA beladen und die Umsetzung des Farbstoffes in das fluoreszierende DCF gemessen. Eine einstiindige
Behandlung mit 200 pM H,O, diente als Positivkontrolle. (B) A549 Zellen wurden mit 31,3 pg/cm” (50 pg/ml)
fiir 24h mit Carbon Nanotubes behandelt und jeweils parallel zusitzlich mit dem Antioxidanz N-acetyl-L-cystein
(NAC) inkubiert. Die unbehandelten Kontrollen wurden gleich eins gesetzt und die Ergebnisse als Vielfaches der
Kontrolle dargestellt. Mittelwerte aus 5 unabhéngigen Experimenten £ SEM [* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <
0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].

4.5.2 Verzogerter ,,oxidative burst“ in gereinigten Kohlenstoff

Nanorohren

In Abb.4.10 konnte deutlich gezeigt werden, dass es starke Unterschiede in der Fahigkeit
der ROS-Induktion innerhalb der verschiedenen Kohlenstoff Nanordhren gibt und dass die
Verunreinigungen der Nanotubes hierbei eine grofle Rolle spielen konnen. Um dies

genauer zu Uiberpriifen, wurden die folgenden Versuchsreihen durchgefiihrt.

Kohlenstoff Nanorohren werden mittels verschiedener Synthesemethoden hergestellt, die
jeweils unterschiedliche Ausgangsmaterialien verwenden. Die Gemeinsamkeit besteht

darin, dass eine Kohlenstoffquelle und Metall-Katalysatoren (z.B. Co, Ni, Fe) genutzt
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werden, die ohne nachtrigliche Aufreinigung, wie z.B. durch Séure, zu einem grofB3en Teil
im Rohmaterial der CNTs als Verunreinigung zuriick bleiben.

Aufgrund der Unterschiede in der ROS-Induktion durch die verschiedenen Carbon
Nanotube-Materialien (Abb.4.10 (A)) sollte nun iiberpriift werden, ob auch zeitliche
Differenzen in der ROS-Freisetzung durch diese Besonderheiten hervorgerufen werden.
Hierfiir wurden A549 Zellen fiir 10 Minuten als auch fiir 24 Stunden mit 31,3 pg/cm’
(50 pg/ml) Nanotubes inkubiert und die reaktiven Sauerstoffspezies mithilfe der
Umwandlung des H;DCF-DA in den Fluoreszenzfarbstoff DCF quantitativ am
Fluoreszenzreader bei 530 nm gemessen. Die unbehandelten Kontrollen wurden wiederum
gleich eins gesetzt und die Ergebnisse als Vielfaches der Kontrolle graphisch dargestellt.
Die Abb.4.11 zeigt die Unterschiede der ROS-Induktion nach Kurzzeit- (10 Minuten) und
Langzeit-Behandlung (24 Stunden) der Zellen mit Carbon Nanotubes. Hier kann man
sehen, dass es teilweise tatsdchlich zu einem Unterschied in der zeitabhingigen ROS-
Freisetzung gekommen ist. Die NT-1 Inkubation fiihrte zu beiden Zeitpunkten zu einem
fast vierfachen Anstieg der gemessenen Fluoreszenz, wohingegen Zellen, die 10 Minuten
mit SWCNT a.p. behandelt worden waren, kaum ROS gebildet hatten. Jedoch nach 24
Stunden SWCNT a.p.-Inkubation konnte wiederum ein Vielfaches der Kontrolle an
Fluoreszenz gemessen werden. Wie schon in Abb.4.10 (A) gezeigt, wiesen die Zellen
nach SWCNT a.t.- sowie fSWCNT-Behandlung zu keinem Zeitpunkt, weder nach 10
Minuten noch nach 24 Stunden, eine ROS-Freisetzung auf. Die CB14-inkubierten Zellen
zeigten nach 10 Minuten schon eine Verdopplung der Fluoreszenz und nach

Langzeitinkubation einen bis zu achtfachen Anstieg der gemessen ROS.
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Abb.4.11: Vergleich der ROS-Induktion nach 10 Minuten und 24 Stunden CNT-Inkubation von A549
Zellen

Die Zellen wurden entweder 10min oder 24h mit 31,3 pg/em® (50 pg/ml) Carbon Nanotubes behandelt.
AnschlieBend wurde die ROS-Entwicklung mittels des DCF-Tests gemessen. Das Ergebnis zeigt die relative
gemessene Fluoreszenzintensitdt nach 50 uM DCF-Zugabe. Die unbehandelten Kontrollen wurden gleich eins
gesetzt und die Ergebnisse als Vielfaches der Kontrolle dargestellt. Mittelwerte aus 5 unabhingigen
Experimenten + SEM [* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].

Wie in Abb.4.10 und Abb.4.11 beschrieben, zeigten die verwendeten Kohlenstoff
Nanordhren jeweils ein unterschiedliches Potential, ROS zu induzieren. Zur
weiterfithrenden Untersuchung dieses Phdnomens wurden bestimmte Verunreinigungen
der CNTs extrahiert.

Die Sdure-behandelten SWCNT a.t., die frei von amorphen Kohlenstoffresten sind und
nur einen geringen Anteil an Metallverunreinigungen besitzen, zeigen weder in Langezeit-
noch in Kurzzeitexposition von A549 Zellen eine ROS-Induktion. Die DMF-
aufgereinigten SWCNT a.p. sind frei von amorphem Kohlenstoff, besitzen aber noch
einen hohen Anteil an Metallverunreinigung und induzieren eine signifikante Freisetzung
von ROS nach 24 Stunden, nicht aber nach 10 Minuten Inkubation. Dies zeigten nur die,
sowohl mit verschiedenen Metallen als auch mit amorphem Kohlenstoff verunreinigten
NT-1 (siche auch Tabelle 3.3). Aus diesem Grund wurde eine, wie in der Literatur

beschriecbene DMF-Aufreinigung der NT-1 durchgefiihrt, um Reste des amorphen
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Kohlenstoffs zu entfernen (Hennrich et al., 2003; Lebedkin et al., 2002). Die
Durchfiihrung dieser DMF-Aufreinigung ist schematisch in Abb.4.12 dargestellt.

Zunichst wurde hierfiir das NT-1 Material zu gleichen Teilen mit Dimethylformamide
(DMF) gewaschen, mit Ultraschall behandelt und zentrifugiert, um den gelésten amorphen
Kohlenstoff von den CNTs zu trennen. Dieser Vorgang wurde flinfmal wiederholt. Hierbei
konnte das Herauslésen der Kohlenstoffverunreinigung in der zunehmenden Fiarbung des
Uberstandes beobachtet und dokumentiert werden (siche Abb.4.12 (A, B)). Der
gewonnene Uberstand wurde zusitzlich noch einmal zentrifugiert, um den Verlust von
CNTs moglichst gering zu halten. Das CNT-Pellet konnte schlieBlich mit Aceton
gesdubert und bei ca. 90°C getrocknet werden. Die so gewonnenen NT-1 DMF wurden
wie die iibrigen CNTs in 1% SDS gelagert und vor der Verwendung jeweils frisch mit
Aceton gefillt, mit H,O bidest. mehrmals gewaschen und die Konzentrationen in
Zellkulturmedium hergestellt.

Die TEM-Aufnahme der NT-1 DMF in Abb.4.12 zeigt deutlich, dass die Behandlung mit
Dimethylformamide tatsichlich zu einer Reduktion der Kohlenstoff-Verunreinigung
gefithrt hat. Im Vergleich zu dem Rohprodukt NT-1 sehen die NT-1 DMF deutlich
sauberer und vereinzelter aus. Allerdings konnte auch eine erhdhte Anzahl an CNT-
Bruchstiicken festgestellt werden, die vermutlich auf die Durchfiihrung dieser

Aufreinigung zuriickzufiihren sind.
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Abb.4.12: Ubersicht iiber die Aufreinigung von Carbon Nanotubes mithilfe von

Dimethylformamide (DMF)

(1) Die NT-1 Kohlenstoff Nanorohren werden 1:1 mit DMF gewaschen, sonifiziert und abzentrifugiert, um den
gelosten amorphen Kohlenstoff von den CNTs zu trennen. Dieser Vorgang wird fiinfmal wiederholt. (1 A) In
DMF aufgenommene NT-1. (1 B) CNT-Pellet mit Uberstand nach dem Zentrifugieren. (2) Das NT-1 DMF-
Pellet wird mit Aceton gewaschen und getrocknet. (3) Die Lagerung der NT-1 DMF erfolgte in 1% SDS mit
anschlieBender Acetonprezipitation zur Verwendung in der Zellkultur.

Zur Uberpriifung des Potentials der DMF-behandelten NT-1 (NT-1 DMF) Oxidativen
Stress zu erzeugen, wurden wiederum A549 Zellen fiir 10 Minuten, als auch fiir 24
Stunden mit 31,3 pg/cm® (50 pg/ml) NT-1 DMF behandelt und die Reaktion der ROS-
Freisetzung mit den librigen CNTs verglichen.

Wie in Abb. 4.13 gezeigt, fiihrte die nachtrigliche DMF-Aufreinigung der NT-1 (NT-1
DMF) im Vergleich zum Rohprodukt, tatsichlich zu einem deutlichen Verlust der ROS-
Induktion nach 10 Minuten Partikelexposition. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
nach 24 Stunden weiterhin eine starke Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies
gemessen werden konnte. Die gemessene Fluoreszenz lag ungefihr beim Vierfachen der
unbehandelten Kontrolle und war mit den Ergebnissen der ROS-Induktion von NT-1 und

SWCNT a.p. vergleichbar (Abb.4.10).
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Abb. 4.13: ROS-Freisetzung nach 10 Minuten und 24 Stunden Inkubation von A549 Zellen mit DMF-
aufgereinigten CNTs

Die Zellen wurden entweder fiir 10min oder 24h mit 31,3 pg/cm” (50 pg/ml) unbehandelten oder DMF-
behandelten NT-1 inkubiert und anschlieBend die ROS-Entwicklung mittels des DCF-Tests gemessen. Das
Ergebnis zeigt die relative gemessene Fluoreszenzintensitdt nach 50 uM DCF-Zugabe. Die unbehandelten
Kontrollen wurden gleich eins gesetzt und die Ergebnisse als Vielfaches der Kontrolle dargestellt. Mittelwerte
aus 5 unabhdngigen Experimenten = SEM [* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle].

Aufgrund der in Abb. 4.13 dargestellten Ergebnisse, die zeigen konnten, dass die CNT-
Verunreinigungen fiir die Partikel-induzierte ROS-Induktion eine bedeutende Rolle
spielen konnen, sollte diese Beobachtung mit weiteren Testsystemen tberpriift und
abgesichert werden, da verschiedene Publikationen darauf hinweisen, dass die mit dem
DCF-Test gewonnenen Ergebnisse kritisch zu betrachten sind (Bonini et al., 2006; Rota et
al., 1999). Ein wichtiger Kritikpunkt ist zum einen der Verdacht der Selbstamplifikation
des DCF-Tests aufgrund der Disproportionierung von <O, zu H;0,, welche in
Anwesenheit von Peroxidasen wiederum mehr H,DCF-DA zu DCF umwandelt, sowie des

fragwiirdigen Nachweises von *O;" mithilfe dieses Tests.

Der DCF-Test konnte wie beschrieben zeigen, dass die verschiedenen CNT-Materialien

einen verzogerten ,oxidative burst® in humanen Lungenepithelzellen (A549) in
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Abhéngigkeit ihrer amorphen Kohlenstoff-Verunreinigung induzieren kdnnen. Im
Folgenden sollte diese Beobachtung mit der Dihydrorhodaminel23 (DHR)- sowie
Dihydroethidium (DHE)- Férbung tberpriift und mithilfe dieser Tests spezifisch die
Peroxynitrit (ONOQO") und Superoxidanion (*O,) Bildung gemessen werden.

In Gegenwart von Peroxynitrit (ONOO") wird der Farbstoff Dihydrorhodamine123 (DHR)
zum Fluoreszenzfarbstoff Rhodaminl23 oxidiert und kann am Fluoreszenzreader
gemessen und quantifiziert werden. Die Fluoreszenzmessung der unbehandelten Kontrolle
wurde gleich eins gesetzt und die Ergebnisse der behandelten Proben als Vielfaches der
Kontrolle dargestellt. Eine einstiindige Behandlung mit 1 pM 3-Morpholinosydnonimine
hydrochloride (SIN-1) wurde in der folgenden Versuchsreihe als ONOO/ONOOH Donor
genutzt.

In Abb. 4.14 wird gezeigt, dass mithilfe von DHR123 ein signifikanter Anstieg der ROS
und speziell von ONOO™ nach 24 Stunden A549 Inkubation mit 31,3 pg/cm?® (50 pg/ml)
NT-1, NT-1 DMF und SWCNT a.p. gemessen werden konnte. Die gemessenen Werte
zeigen das Zwei- bis Dreifache der unbehandelten Kontrollen. Lediglich das NT-1
Produkt wies, sowohl nach Kurzzeit (10min)- als auch nach Langzeitinkubation, ONOO -
Induktion auf. Wie schon mittels des DCF-Tests (Abb.4.11) gezeigt, konnte auch hier zu
keinem Zeitpunkt eine signifikante (p < 0.05) ROS-Freisetzung durch SWCNT a.t

Inkubation beobachtet werden.
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Abb. 4.14: Peroxynitrit (ONOQO") Bildung nach 10 Minuten und 24 Stunden Carbon Nanotube Inkubation
von A549 Zellen

Die Zellen wurden entweder fir 10min oder 24h mit 31,3 pg/cm’® (50 pg/ml) unterschiedlichen Carbon
Nanotubes behandelt und anschlieBend die ROS und speziell die ONOO™-Entwicklung mittels der DHR123-
Féarbung gemessen. Das Ergebnis zeigt die relative gemessene Fluoreszenzintensitit nach 10 uM DHR123-
Zugabe. 1 uM SIN-1 diente als ONOO/ONOOH Donor bzw. als Positivkontrolle. Die unbehandelten Kontrollen
wurden gleich eins gesetzt und die Ergebnisse als Vielfaches der Kontrolle dargestellt. Mittelwerte aus 5
unabhingigen Experimenten + SEM [* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle].

Der Nachweis eines weiteren reaktiven Sauerstoffradikals, dem Superoxidanion (*O;") als
Teil der ROS-Induktion und des daraus resultierenden Oxidativen Stresses, wurde
fluoreszenzmikroskopisch iiber die Fluoreszenzentwicklung der DHE Oxidation
gewonnen. A549 Zellen wurden in ,,chamber slides“ ausgesdt und mit 23,2 pg/cm?
(50 ug/ml) Carbon Nanotubes fiir entweder 10 Minuten oder 24 Stunden inkubiert.
AnschlieBend erfolgte eine 30-miniitige Farbung der Zellen mit DHE und eine qualitative
Auswertung im Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenlinge von 520 nm und
einer Emissionswellenldnge von 610 nm. Als Positivkontrolle diente in diesem Test eine
einstiindige Behandlung der Zellen mit 1 uM 3-Morpholinosydnonimine hydrochloride
(SIN-1), das als NOe und *O, Donor verwendet wird. DHE ist relativ spezifisch fiir O,
kann aber auch mit *OH und H,O, reagieren (Munzel et al., 2002).
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Die Féarbung der Zellen mit DHE in Abb.4.15 zeigt, dass nur CNTs mit einem relativ
hohen Verunreinigungsanteil (Metalle und/ oder amorpher Kohlenstoff) (NT-1, NT-1
DMF) die intrazelluldre Freisetzung von ROS und Superoxidanion Radikalen nach 24h
induzieren konnen. Nach Entfernen des amorphen Kohlenstoffs (NT-1 DMF) kann der
kurzfristig ausgeloste Stimulus der «O," Freisetzung verhindert werden. Die Eliminierung
der Metall-Verunreinigungen sowie des amorphen Kohlenstoffs in den Sdure-behandelten
CNTs (SWCNT a.t.) verhinderte génzlich den ,,0xidative burst, unabhédngig von der

Inkubationszeit.

Kontrolle Kontrolle

NT-1 DMF

SWCNT a.t. SWCNT a.t.

Abb.4.15: Produktion von Superoxidanion (¢Q;) in A549 Zellen nach Stimulation mit Carbon Nanotubes
fiir 10 Minuten und 24 Stunden

A549 Zellen wurden entweder fir 10min oder 24h mit 23,2 pg/cm® (50 pg/ml) unterschiedlichen Carbon
Nanotubes behandelt und anschlieBend die ROS und speziell die *O,-Entwicklung mittels der DHE-Farbung
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Das Ergebnis zeigt die relative Fluoreszenzintensitdt nach 10 pM DHE-
Zugabe. 1 uM SIN-1 diente als Positivkontrolle. (Repréasentative Ergebnisse aus 3 unabhingigen Experimenten;
VergrofBerung: 200x).
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4.5.3 Partikel-induzierte ROS-Induktion im zellfreien System durch

Kohlenstoff Nanorohren

Einige Studien mit Partikeln konnten bisher zeigen, dass es zur ROS-Entstehung auch im
zellfreien System kommt (Brown et al., 2001; Stone et al., 2000; Wilson et al., 2002). Der
Zusammenhang zwischen der Grofle von Partikeln und ihrer Oberfldche wird besonders
bei Nanopartikeln deutlich, deren Oberfliche sich mit abnehmendem Verhiltnis zu ihrem
Volumen enorm vervielfacht. Die Oberflache ist zum Teil fiir die groBe Partikelreaktivitit,
insbesondere redox-Reaktivitdt, der Nanopartikel verantwortlich (Koike and Kobayashi,
2006). Fir ultrafeines Carbon Black (CB14) ist zum Beispiel berichtet worden, dass es
auch im zellfreien System zu einer deutlichen Entwicklung von reaktiven

Sauerstoffspezies kommt (Wilson et al., 2002).

Diese Beobachtung sollte fiir Kohlenstoff Nanordhren mithilfe des DCF-Tests iiberpriift
werden. Im zellfreien System findet die Aktivierung des H,DCF-DA durch Ham-Proteine
mit Peroxidase-Aktivitét statt (Bonini et al., 2006). Himoglobin ist z.B. in FCS enthalten
(Wagner et al., 2007), welches die Oxidation des DCFH katalysieren kann (Ohashi et al.,
2002). Aus diesem Grund wurden 20 puM des Farbstoffs (H,DCF-DA) zur Aktivierung in
Medium fiir 20 Minuten bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend die Partikel mit dem
aktivierten H,DCF fiir weitere zwei Stunden im Brutschrank behandelt. Schlief8lich
konnten die Partikel abzentrifugiert und der Uberstand im Fluoreszenzreader bei einer
Anregung von 488 nm und einer Emission von 530 nm gemessen werden. Die
Fluoreszenzmessung der unbehandelten Kontrollen wurde wiederum gleich eins gesetzt
und die Ergebnisse der behandelten Proben als Vielfaches der Kontrolle dargestellt.

In Abb. 4.16 zeigt sich eine deutliche dosis-abhidngige Entwicklung von reaktiven
Sauerstoffspezies nach Inkubation mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe
(3,1 pg/em® — 62,5 pg/em® [5 pg/ml — 100 pg/ml]) von NT-1, SWCNT a.p., SWCNT a.t.
sowie CB14. Diese starke ROS-Freisetzung ist mit dem Ergebnis der in Abb.4.10
gezeigten Induktion von Oxidativem Stress in A549 Zellen nach Partikel Inkubation
vergleichbar.

Dieses Ergebnis zeigt, dass Carbon Nanotubes alleine, auch ohne zusitzliche zellulédre
Mechanismen, fiir einen groBen Anteil des gemessenen Oxidativen Stresses
verantwortlich sein kdnnen. Dass hierbei wiederum die Verunreinigungen der CNTs eine
groBBe Rolle spielen, zeigt sich in der hier wiederholt gezeigten fehlenden ROS-
Entwicklung durch die aufgereinigten SWCNT a.t.
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Abb. 4.16: ROS-Entwicklung durch Carbon Nanotubes im zellfreien System

H,DCF-DA wurde fiir 20 Minuten bei 37°C in Medium vorinkubiert, um eine Aktivierung des Farbstoffes zu
bewirken. Anschliefend konnte das H,DCF mit aufsteigenden Konzentrationen (3,1 pg/em® — 62,5 pg/cm?
[5 pg/ml — 100 pg/ml]) der jeweiligen Partikel fiir weitere 2h im Brutschrank behandelt, die Fluoreszenz
gemessen und quantifiziert werden. Die unbehandelten Kontrollen wurden gleich eins gesetzt und die Ergebnisse
als Vielfaches der Kontrolle dargestellt. Mittelwerte aus 3 unabhingigen Experimenten = SEM [* p < 0.05, **
p <0.01, *** p <0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].

4.6 Keine Anderung des Mitochondrialen Membranpotentials
(A@n,) in humanen Lungenepithelzellen (A549) nach Inkubation

mit Kohlenstoff Nanorohren

Nachdem nun aufgrund der Ergebnisse des DCF-Tests gezeigt werden konnte, dass
Carbon Nanotubes die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies induzieren kénnen, sollte
im Folgenden mithilfe der TMRE Firbung das Mitochondriale Membran Potential (MMP)
(Aym) nach Partikelinkubation iiberpriift werden. Dieser Test kann eine Schidigung der
Mitochondrien, aufgrund z.B. von Oxidativem Stress oder durch direkte
Partikeleinwirkung nachweisen (Hussain et al., 2005; Li et al., 2003; Long et al., 2006;
Shukla et al., 2003).
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Die TMRE-Farbung beruht darauf, dass sich der kationische, lipophile
Fluoreszenzfarbstoff — Tetramethylrhodamine  Ethylester (TMRE) bei intaktem
mitochondrialen Potential an die innere Mitochondrienmembran anlagert. Die quantitative
Messung und Auswertung der Fluoreszenz erfolgte am Durchflusszytometer (FACS) bei
einer Anregung von 488 nm und einer Detektion der Rotfluoreszenz in Kanal FL-2 (575
nm). Sind die Mitochondrien geschéddigt und verlieren an Potential, kann sich das TMRE
nicht mehr an die Membran anlagern und die gemessene Fluoreszenz féllt geringer aus.
Zur weiteren Analyse des Carbon Nanotube-induzierten Oxidativen Stresses wurden die
zu untersuchenden Partikel-inkubierten Zellen fiir 30 Minuten mit 0,5 uM TMRE bei
37°C angefiarbt und anschlieBend die Fluoreszenzintensitit der einzelnen Ansétze
qualitativ bzw. quantitativ ausgewertet.

In Abb. 4.17 ist die Fiarbung von A549 Zellen mit TMRE dargestellt. Unbehandelte
Kontrollen besitzen in der Regel intakte Mitochondrien, welche eine grole Menge des
Farbstoffs inkorporieren konnen. Somit koénnen diese Zellen durch ihre starke
Rotfluoreszenz eindeutig identifiziert werden. Die einstiindige Behandlung mit 20 pM
FCCP (Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazon) fiihrte zur Depolarisation
der Mitochondrien und somit auch zur Freisetzung von TMRE. Diese Substanz wurde in
allen Versuchen als Positivkontrolle verwendet und zur Kalibrierung der
durchflusszytometrischen Messung genutzt, ist aber nicht in den quantitativen Messungen
wiedergegeben. Die Behandlung der Zellen mit 23,2 pg/cm® (50 pg/ml) Carbon
Nanotubes zeigte in diesem Experiment im Vergleich zu den beiden Kontrollen keinen
offensichtlichen Verlust der Fluoreszenzintensitit. Die Inkubation mit den stark
verunreinigten NT-1, die zu einer hohen ROS-Freisetzung fithrte (Abb.4.10), zeigte hier
keinen Einfluss auf die mitochondriale Membranintegritit. Auch die Behandlung mit
SWCNT a.t. fiihrte zu keiner Beeintrdchtigung der Mitochondrien. Die CNT-inkubierten
A549 Zellen wiesen nach der Behandlung, dhnlich der unbehandelten Kontrollen, einen

hohen Anteil des TMRE Farbstoffes auf.
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Abb. 4.17: TMRE Firbung von A549 Zellen zur Ermittlung des Mitochondrialen Membranpotentials
(Ay) nach Behandlung mit 23,2 pg/cm” (50 pg/ml) Carbon Nanotubes

Zur Bestimmung des Mitochondrialen Membranpotentials wurden die Partikel-inkubierten Zellen fiir 30
Minuten mit 0,5 uM TMRE inkubiert und anschliefend die Intensitdt der Rotfluoreszenz in den Zellen mithilfe
der Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert. Unbehandelte Kontrollzellen weisen eine hohe Fluoreszenzintensitét
auf, da aufgrund des intakten Membranpotentials eine groBe Menge des Farbstoffs inkorporiert werden konnte.
Eine Behandlung der Zellen mit der Substanz FCCP fiihrte zum vollstindigen Zusammenbruch des
mitochondrialen Potentials und zu einem Verlust der Rotfluoreszenz. 20 uM FCCP diente in den Versuchen als
Positivkontrolle. (BF: Bright-Field, Hellfeld) (Représentative Ergebnisse aus 3 unabhingigen Experimenten;
VergroBerung: 630x).

Mithilfe der Durchflusszytometrie kann der relative Verlust der Rotfluoreszenz einer
Zellpopulation quantitativ bestimmt und somit Riickschliisse auf deren mitochondriale

Membranintegritit gezogen werden. Zur weiteren Untersuchung eines moglichen CNT-
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ausgelosten Verlustes des MMP wurden A549 Zellen fiir einen Zeitraum von 24 Stunden
bis 96 Stunden mit 15,6 pg/cm® (50 pg/ml) der DMF-aufgereinigten SWCNT a.p. und den
Sdure-behandelten SWCNT a.t. inkubiert. Vor Ablauf der Inkubation wurden die Zellen
zusdtzlich mit 0,5 uM TMRE angefdrbt und anschlieBend mit PBS gewaschen. Die
quantitative Analyse der durchflusszytometrischen Messung ist in Abb. 4.18 gezeigt und
als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt, die als 100% vital eingestuft wurde.
Abb. 4.18 bestitigt die im Fluoreszenzmikroskop beobachteten Ergebnisse, dass es bei
den CNT-inkubierten Zellen zu keinem Zeitpunkt eine Abnahme der Rotfluoreszenz im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gegeben hat, was wiederum eine fehlende
Depolarisation bzw. Schiadigung der mitochondrialen Membranintegritdt durch Carbon
Nanotubes vermuten ldsst. Diese Untersuchung bestitigte weiterhin die in Abb. 4.17
gezeigte Beobachtung, dass die Art und Menge der unterschiedlichen CNT-
Verunreinigungen keinen Einfluss auf das MMP der Zellen in einem Zeitraum von bis zu
vier Tagen ausiiben. Weder die DMF-aufgereinigten SWCNT a.p., die nach 24h einen
deutlichen ROS-Anstieg gezeigt hatten (Abb.4.10) noch die Sdure-behandelten SWCNT
a.t. wiesen einen Unterschied in der Fluoreszenzintensitit im Vergleich zur

Negativkontrolle auf.
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Abb. 4.18: Zeitlicher Verlauf der Verinderung des Mitochondrialen Membranpotentials (Ay,,) in A549
Zellen nach Carbon Nanotube Inkubation

Dargestellt ist die durchflusszytometrisch gemessene Verdnderung des MMP gemessen mit der TMRE Farbung
nach Inkubation von A549 Zellen mit 15,6 pg/cm® (50 pg/ml) SWCNT a.p. und SWCNT a.t. nach 24h - 96h.
Die Werte sind als % der Kontrolle dargestellt, die als 100% vital gesetzt wurde. Mittelwerte aus 3 unabhingigen
Experimenten + SEM [* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].

4.7 Einfluss von Kohlenstoff Nanorohren auf inflammatorische

Signalwege — der NFxB Signalweg

Da bereits in den vorangegangenen Experimenten ein Einfluss verschiedener Nanotubes
auf die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies in A549 Zellen aufgrund der
Ergebnisse in Kapitel 4.5 offensichtlich vorhanden war, galt es nun herauszufinden, ob
und auf welcher Ebene die Partikel in die Regulation von inflammatorischen Signalwegen
eingreifen konnen und welche Rolle Carbon Nanotubes vielleicht selbst bzw. die CNT-
induzierte Freisetzung von ROS dabei spielen.

Von Fein-, Ultrafein- und Feinststduben sowie Kohlenstoff Nanostrukturen ist bekannt,
dass sie sowohl Oxidativen Stress als auch Cytokinausschiittungen, z.B. von TNF-a

induzieren konnen (Adelmann et al., 1994; Castranova et al., 2001; Diabaté et al., 2002;
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Fujii et al., 2001; Shvedova et al., 2003; Shvedova et al., 2005; van Eeden et al., 2001).
Weiterhin ist bekannt, dass Oxidativer Stress viele verschiedene intrazelluldare Schutz- und
Entziindungsmechanismen auslésen kann (Rahman, 2002).

NF«xB ist ein redox-sensitiver Transkriptionsfaktor, der durch verschiedene oxidative
Stimulanzien aktiviert werden kann und die Expression einer Reihe von Chemokinen,

Cytokinen, Adhédsionsmolekiilen und Wachstumsfaktoren reguliert (Chen et al., 1999).

Aus diesem Grund und den bisher gewonnenen Ergebnissen der CNT-induzierten ROS
Freisetzung (Abb.4.10) wurde der NFkB-Weg in der vorliegenden Arbeit fiir eine ndhere
Untersuchung ausgewihlt. Hierzu erfolgte zunichst die Uberpriifung einer Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NFxB und somit dessen Translokation in den Kern mithilfe des
Western Blots. Fiir die folgende Versuchsreihe wurden Endothel-dhnliche Zellen, die
ECV304, verwendet, da A549 Zellen im unstimulierten Zustand schon ein hohes basales
Level von p65 im Kern aufweisen, so dass eine Verschiebung der Translokation nur sehr

schwer nachzuweisen ist und deshalb A549 Zellen fiir diese Versuchsreihe ungeeignet

sind (Chen et al., 2004; Malhotra et al., 2001).

4.7.1 Aktivierung und Translokation des Transkriptionsfaktors NFxB

nach Kohlenstoff Nanoréhren Exposition

Fir die Durchfiihrung dieses Versuches wurden ECV304 Zellen mit 15,6 pg/cm’
(50 pg/ml) fiir 30 Minuten, 1h, 2h, 3h und 6h mit NT-1, SWCNT a.t. und CB14 inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubation und griindlichem Waschen des Zellrasens konnten die Zellen
geerntet und die cytoplasmatischen Proteine von den Kernproteinen getrennt werden.
AnschlieBend wurden die Proteinfraktionen elektrophoretisch mithilfe der SDS-PAGE
aufgetrennt und immunologisch nachgewiesen. Die Bandenintensitit wurde zusitzlich
mithilfe der Software Odyssey 2.0 quantitativ ausgewertet und die Ergebnisse als relative
p65 Aktivitit in Prozent der unbehandelten Kontrolle, welche auf 100% gesetzt wurde,
errechnet und dargestellt.

In Abb. 4.19 ist die zeitabhidngige Aktivierung und Translokation von p65 in den Kern
nach Carbon Nanotube und Carbon Black Behandlung der ECV304 Zellen dargestellt.
Alle Partikel-behandelten Zellen, unabhédngig vom jeweiligen Material, Art und Menge
der Verunreinigung, weisen im Cytosol eine leichte, aber stetige Abnahme der p65

Konzentration auf. Gleichzeitig kann man ab dem 1h- bzw. 2h Zeitpunkt eine Zunahme
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von p65 im Kern, ebenfalls unabhdngig von den eingesetzten Partikeln, finden. Im
Vergleich zu den NT-1 und CB14 behandelten Zellen wiesen die aufgereinigten SWCNT
a.t. behandelten Zellen jedoch einen nur sehr geringfiigigen Anstieg von p65 im Kern auf,
was darauf hindeutet, dass es unterschiedliche Mechanismen in der Aktivierung von p65
innerhalb der unterschiedlichen Materialien geben kann.

PCNA (,Proliferating Cell Nuclear Antigen“) wurde als Ladekontrolle der
cytoplasmatischen Fraktion und Lamin B, ein Intermedidrfilamentprotein des Kerns als
Ladekontrolle des Kernlysats, sowie zur Uberpriifung der sauberen Trennung von Kern-
und Cytoplasmaproteinen, verwendet. Hierbei wurde sichergestellt, dass in der

cytosolischen Fraktion kein Lamin B nachzuweisen war.
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Abb. 4.19: Translokation von p65 in den Kern nach Carbon Nanotube Behandlung: (A) NT-1 (B) SWCNT
a.t. (C) CB14

ECV304 Zellen wurden mit 15,6 pg/cm® (50 pg/ml) NT-1, SWCNT a.t. und CB14 in einem Zeitraum von
30 Minuten, 1h, 2h, 3h und 6h behandelt. AnschlieBend wurde mithilfe des Western Blots die Aktivierung und
Translokation von p65 in den Kern untersucht. Die dargestellten Blots zeigen reprasentative Ergebnisse aus 3
unabhingigen Versuchen. Die quantitative Auswertung der Bandenintensitét erfolgte mithilfe der Software
Odyssey 2.0 und die Ergebnisse der relativen p65 Aktivierung wurden als Prozent der unbehandelten Kontrolle
(100%) graphisch dargestellt. Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten + SEM [* p < 0.05, ** p < 0.01,
*#% p <0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].

In Kapitel 4.5 konnte eindeutig gezeigt werden, dass Kohlenstoff Nanorohren reaktive
Sauerstoffspezies induzieren konnen und somit zu erhohtem Oxidativen Stress beitragen.
Die Art und Menge der Verunreinigungen spielen dabei eine wichtige Rolle und fiihren
u.a. auch zu zeitlichen Unterschieden in der gemessenen ROS-Freisetzung. Des Weiteren
konnte festgestellt werden, dass Carbon Nanotubes auch selbst, im zellfreien System,
ROS katalysieren konnen.

Anhaltender Oxidativer Stress kann Stress-abhingige Kinasen aktivieren und zur
Translokation von NFkB in den Kern fithren (Chan and Murphy, 2003; Gloire et al., 2006;
Jaspers et al., 2001; Rahman, 2002; Ryan et al., 2004; Yin et al., 2000; Zhou et al., 2003).
AuBerdem ist beschrieben, dass anthropogene Partikel aus Industrieanlagen in humanen
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Lungenzellen zu einer Aktivierung von NFkB, in Abhédngigkeit von Oxidativem Stress,
fiihren (Chung et al., 2007; Dye et al., 1999; Kennedy et al., 1998; Quay et al., 1998;
Shukla et al., 2000). Diese Ergebnisse lassen deshalb vermuten, dass in der Partikel-
induzierten NFxB Aktivierung reaktive Sauerstoffradikale eine grofe Rolle spielen

konnen.

Im Folgenden sollte nun iiberpriift werden, ob die beobachtete Translokation von p65 in
den Kern aufgrund der, wie schematisch in Abb.4.20 dargestellt, CNT-induzierten ROS-
Freisetzung ausgeldst und beeinflusst wird. Hierfiir wurden wiederum ECV304 Zellen mit
15,6 pg/em? (50 pg/ml) NT-1 und SWCNT a.t. fiir drei Stunden behandelt. Gleichzeitig
wurde bei jeweils einer Charge der Ansdtze 10 mM des Antioxidanz N-acetyl-L-cystein
(NAC) zugegeben, um den Einfluss von ROS auf die p65 Aktivierung nachzuweisen. Eine
einstiindige Behandlung der Zellen mit 200 uM H;0, sowie 10 pg/ml LPS
(Lipopolysaccharid), einem Bestandteil der Membran gramnegativer Bakterien, wurde in
diesem Versuch als Positivkontrolle verwendet (Chan and Murphy, 2003; Chow et al.,
1999; Dauphinee and Karsan, 2006; Faure et al., 2000). Nach anschlieBendem Ernten der
Zellen sowie der Trennung der cytoplasmatischen Fraktion und des Kernproteinlysats
wurde eine Western Blot Analyse durchgefiihrt, um die Translokation von p65 zu
tiberpriifen. Die Bandenintensitit wurde zusétzlich mithilfe der Software Odyssey 2.0
quantitativ ausgewertet und die Ergebnisse als relative Bandenintensitit in Prozent der

unbehandelten Kontrolle, berechnet und dargestellt, welche auf 100% gesetzt wurde.
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?\ Cytoplasma

Nucleus

Abb.4.20: Schematische Darstellung der moglichen ROS-induzierten p65 Translokation in den Kern nach
Partikel-Behandlung

Die Western Blot Analyse in Abb. 4.21 zeigt die Translokation von p65 in den Kern nach
Behandlung von ECV304 Zellen mit Carbon Nanotubes mit und ohne Co-Inkubation des
Antioxidanz NAC. Das Ergebnis zeigt zum einen, dass eine Behandlung der Zellen
sowohl mit H,O, als auch mit LPS zu einer Aktivierung von p65 in diesen Zellen gefiihrt
hat. Zum anderen fiihrte, wie schon in Abb. 4.19 dargestellt, eine dreistiindige Inkubation
der Zellen mit NT-1 zu einer deutlichen Translokation von p65. Wie weiterhin gezeigt,
fihrte die gleichzeitige Zugabe von NAC tatsdchlich zu einer Reduktion der Menge an
p65 im Kern, wéahrend die Co-Inkubation von H,O, und NT-1 die Translokation sogar
noch verstirkte. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass die Freisetzung von ROS bei der
NT-1-induzierten Aktivierung des NFkB-Signalweges eine bedeutende Rolle spielt.

Die Inkubation der Zellen mit SWCNT a.t. fithrte ebenfalls zu einer geringen p65
Translokation, die jedoch durch Co-Inkubation mit NAC nicht reduziert werden konnte.
Dies lasst wiederum darauf schlieBen, dass es noch weitere Mechanismen der CNT-
induzierten p65 Aktivierung geben muss. Die Zugabe von H,0, in Verbindung mit
SWCNT a.t. fiihrte ebenfalls zu einer deutlichen Erhéhung der Proteinmenge von p65 im

Kern.
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Abb. 4.21: Aktivierung von p65 nach Co-Inkubation von Carbon Nanotubes und NAC

ECV304 Zellen wurden fiir 3h mit 15,6 pg/em® (50 pg/ml) NT-1, SWCNT a.t. sowie mit 10 mM des
Antioxidanz NAC oder 200 uM H,0, behandelt und anschlieBend mithilfe des Western Blots auf die
Aktivierung und Translokation von p65 in den Kern untersucht. 10 pg/ml LPS wurde hier als Positivkontrolle
verwendet. K* stellt die umgekehrt aufgetragene Fraktion der unbehandelten Kontrolle dar (Cytosol =
Kernfraktion; Nucleus = Cytosolfraktion). Die dargestellten Blots zeigen reprédsentative Ergebnisse aus 3
unabhingigen Versuchen. Die quantitative Auswertung der Bandenintensitét erfolgte mithilfe der Software
Odyssey 2.0 und die Ergebnisse der relativen p65 Aktivierung wurden als Prozent der unbehandelten Kontrolle
(100%) graphisch dargestellt. Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten £ SEM [* p < 0.05, ** p < 0.01,
**% p <0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].
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In diesen Versuchen konnte somit gezeigt werden, dass es zu einer nachweisbaren
Aktivierung des NFxB-Signalweges nach Carbon Nanotube Behandlung von Endothel-
dhnlichen ECV304 Zellen kommt (Abb. 4.19). Weiterhin wurde der Einfluss von ROS bei
dieser Aktivierung mithilfe der Co-Inkubation von NAC und NT-1 nachgewiesen.
Allerdings ist offensichtlich, dass es weitere Mechanismen fiir die Aktivierung von p65 zu
geben scheint, da die aufgereinigten SWCNT a.t., die keine ROS freisetzen, ebenfalls eine

p65 Translokation induzieren, die durch NAC nicht reduziert werden konnte.

Dieses Ergebnis der NFxB-Aktivierung forderte dazu heraus, genauer zu studieren, auf
welcher Ebene in der Signalkaskade diese Aktivierung von p65 durch CNTs stattfindet
und ob sich die verwendeten CNT-Materialien hier ebenfalls unterscheiden. Eine
Moglichkeit der NFxB-Induktion ist die Rezeptorebene und hier insbesondere die Toll-
like-Rezeptoren (TLRs). TLRs gehdren zur Familie der integralen Typ-I
Transmembranproteine, die durch extrazellulire Leucin-reiche Wiederholungsmotive und
eine cytoplasmatische Signaldoméne charakterisiert sind, die homolog zu der des
Interleukin-1-Rezeptors ist (TIR Doméne). Sie erkennen ein weites Spektrum an exogenen
und endogenen Liganden, wie z.B. LPS und stellen somit eine der immunologisch
wichtigsten Rezeptorfamilien dar. Die Stimulation unterschiedlicher TLRs durch
Liganden induziert Antwortprofile, welche sich durch die Nutzung der verschiedenen
Adaptormolekiile regulieren lassen. MyD88 stellt dabei das wichtigste Adaptormolekiil
dar, welches Teil der TLR4-vermittelten NFkB-Signalkaskadenaktivierung ist.

Die Exposition von Lungenzellen mit PM und Metalloxid-Nanopartikeln fiihrt zu einer
verdnderten Expression von TLR4 und TLR2 und konnte darauf hinweisen, dass TLRs
einen bedeutenden Einfluss auf die Partikel-induzierte inflammatorische Antwort ausiiben
konnten (Becker et al., 2005; Becker et al., 2005; Lucarelli et al., 2004). Insbesondere der
TLR4 Rezeptor scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen (Cho et al., 2005; Inoue et al.,
20006).

Eine mogliche Aktivierung von p65 durch Carbon Nanotubes iiber die Toll-like-

Rezeptoren ist schematisch in Abb. 4.22 dargestellt.
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Cytoplasma

Abb. 4.22: Schematische Darstellung einer moglichen Interaktion von Partikeln mit dem TLR4 Rezeptor
und der Aktivierung des NFkB-Signalweges iiber das Adaptorprotein MyD88

Diese = Moglichkeit der TLR4-vermittelten und MyD88-abhingigen NF«B-
Signalkaskadenaktivierung durch Behandlung der Zellen mit Partikeln wurde mithilfe der
Western Blot Untersuchung durchgefiihrt. Hierfiir wurden ECV304 Zellen mit
15,6 pg/em® (50 pg/ml) NT-1, SWCNT a.t. sowie CB14 fiir entweder 15 Minuten,
30 Minuten oder 60 Minuten inkubiert. Nach Beendigung der Behandlung wurden die
Zellen wiederum griindlich gewaschen, um Reste der Partikel zu entfernen. AnschlieBend
konnten die Zellen geerntet und Ganzzellproteinextrakte daraus gewonnen werden, da hier
keine Trennung von Kern- und Cytoplasmaproteinen notwendig war. Zellen mit einer
einstiindigen Behandlung von 10 pg/ml LPS, ein Ligand fiir den TLR4 Rezeptor, wurden
in diesem Versuch als Positivkontrolle eingesetzt (Dauphinee and Karsan, 2006). Die
Bandenintensitdt wurde zusitzlich mithilfe der Software Odyssey 2.0 quantitativ
ausgewertet und die Ergebnisse als relative Bandenintensitdt in Prozent der unbehandelten
Kontrolle, die 100% gesetzt war, berechnet und dargestellt.

Das Ergebnis des Western Blots in Abb. 4.23 zeigt jedoch, dass keiner der eingesetzten
Partikel eine offensichtliche Verdnderung in der Proteinexpression von TLR4 und
MyD88, nach bis zu einer Stunde Inkubationszeit induzieren konnte. Es wurden vereinzelt
leichte Schwankungen in der TLR4- und MyD88-Proteinkonzentration beobachtet, die
aber statistisch nicht signifikant waren. Auch ldngere Inkubationszeiten von 2h, 3h, 6h,
12h und 24h fiihrten zu keiner Verdnderung in der Proteinexpression von sowohl TLR4

als auch MyD88 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.23: Western Blot Analysen von TLR4 und MyD88 nach Carbon Nanotube Inkubation

ECV304 Zellen wurden mit 15,6 pg/cm® (50 pg/ml) NT-1, SWCNT a.t. und CB14 in einem Zeitraum von
15min, 30min und 60min behandelt und anschlieBend mithilfe des Western Blots die Proteinmenge von TLR4
und MyD88 untersucht. Eine einstiindige Behandlung der Zellen mit 10 pg/ml LPS wurde als Positivkontrolle
verwendet. Die dargestellten Blots zeigen reprisentative Ergebnisse aus 3 unabhingigen Versuchen. Die
quantitative Auswertung der Bandenintensitit erfolgte mithilfe der Software Odyssey 2.0 und die Ergebnisse der
relativen Proteinmenge wurden als Prozent der unbehandelten Kontrolle (100%) graphisch dargestellt.
Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten = SEM [* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <(0.001 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle].

Zusammenfassend kann anhand der Ergebnisse in Kapitel 4.7.1 festgestellt werden, dass
Kohlenstoff Nanordhren eine zeitabhdngige Aktivierung des NFkB-Signalweges iiber die

Translokation von p65 in den Kern initiieren. Der Nachweis, dass der, durch die CNT-
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Verunreinigungen ausgeloste, Oxidative Stress eine wichtige Rolle spielt, gibt einen
weiteren Hinweis auf die ROS-induzierenden Eigenschaften und das damit verbundene
indirekte cytotoxische Potential von Carbon Nanotubes. Weiterhin wurde durch diese
Untersuchungen offensichtlich, dass es auch durch aufgereinigte CNTs, die keine ROS-
induzieren, zu einer abgeschwichten Form der Aktivierung des inflammatorischen
Signalweges kommen kann. Wie genau es zu dieser Aktivierung durch CNTs kommt und
auf welcher Ebene die Nanordhren direkt bzw. die CNT-induzierten ROS die
Signalkaskade beeinflussen, muss weiterhin geklart werden. Aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse konnte jedoch gezeigt werden, dass eine MyD88-abhéngige Aktivierung des
NF«xB-Signalweges durch CNTs auf der Ebene des TLR4 Rezeptors unwahrscheinlich ist
(Abb. 4.24).

ROS& \\ ? Cytoplasma

Nucleus

Abb. 4.24: Zusammenfassende schematische Darstellung der Aktivierung des NFxB-Signalweges durch
Carbon Nanotubes
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4.8 Entstehung von CNT-Zell-Agglomeraten, Aktin Stressfasern
und ,,Focal Adhesions“ in humanen Lungenepithelzellen nach

Behandlung mit Kohlenstoff Nanoréhren

In den vorausgegangen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass Carbon Nanotubes nach
Aufnahme in Lungenepithel- sowie Endothel-dhnlichen Zellen keine akut cytotoxischen
Eigenschaften aufweisen, allerdings Vorsicht geboten sein muss bei der Verwendung
dieser Nanopartikel in etablierten Testsystemen, da es hier wie in Kapitel 4.3.2
beschrieben, zu Interaktionen und Verfédlschungen der Ergebnisse kommen kann. Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass CNTs die Bildung von ROS ausldsen,
welche in Abhéngigkeit der Art und Menge der Verunreinigungen dosis- und zeitabhéngig
induziert werden (Kapitel 4.5). Ebenso scheint die Beeinflussung inflammatorischer
Signalwege, wie z.B. die Aktivierung von NFkB, im engen Zusammenhang mit der
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies durch verunreinigte Carbon Nanotubes zu
stehen. Aufgrund dieser bisher beschriebenen Ergebnisse liegt die Schlussfolgerung nahe,
dass aufgereinigte bzw. funktionalisierte Kohlenstoff Nanoréhren (SWCNT a.t.,
fSWCNT) im Vergleich zu verunreinigten CNT-Materialien (NT-1, SWCNT a.p.) kein
akut toxikologisches Potential aufweisen.

Diese Annahme wurde jedoch durch die zuvor beschriebenen lichtmikroskopischen
Beobachtungen von A549 Zellen nach CNT-Behandlung in Frage gestellt (Kapitel 4.2).
Nach 24 Stunden Inkubation mit NT-1, SWCNT a.p. und SWCNT a.t. konnten
morphologische Verdnderungen in der Zellkultur in Form von CNT-Zell-Agglomeraten
mit einer auffilligen Akkumulation von Zellen an Nanotube-Biindeln beobachtet werden
(Abb. 4.3). Ausgenommen hiervon waren die fSWCNT- sowie CB14-behandelten Zellen,
die diese Verdnderungen nicht aufwiesen. Dieser Hinweis auf Verdnderung des
Zellverhaltens nach CNT-Inkubation wurde mithilfe des Fluoreszenzmikroskops genauer
untersucht.

Hierfiir wurden A549 Zellen in ,,chamber slides* ausgesdt und fiir 24 Stunden mit
23,2 pg/em? (50 pg/ml) SWCNT a.t. behandelt. Nach Ablauf der Inkubation wurden die
Zellen mithilfe von Paraformaldehyd auf Eis fixiert und die Membran mit einem
PBS/Triton-X 100 Gemisch permeabilisiert. Das Blockieren erfolgte mit BSA bzw.
polyklonalem ,,Mouse/Rabbit*“ Serum, um unspezifische Antikorperbindungen zu
vermeiden. Fiir die spezifische Untersuchung der CNT-Zell-Formationen wurde das Aktin

Cytoskelett mit Rhodamine Phalloidin (rot) angefdrbt sowie Vinculin, ein Protein der
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,Focal Adhesion“ Signalkette, durch Immunfarbung mit einem Alexa-488 nm-—
gekoppelten Antikorper markiert (griin) und im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
Weiterhin wurden optische Querschnitte der Zellen im Abstand von 0,3 um angefertigt (z-
step) und die einzelnen Ebenen mithilfe der Improvision Volocity 4 Software digital fiir

eine virtuelle 3D-Darstellung der Zellen bearbeitet.

Fokale Adhédsionspunkte der Zelle, so genannte ,,Focal Adhesions®“, sind dynamische
molekulare Komplexe, die zusammen mit der Familie der Integrinrezeptoren das Aktin
Cytoskelett mit der extrazelluliren Matrix (EZM) verbinden. Die extrazelluldre Doméne
der Integrine bindet an Bestandteile der EZM, z.B. Fibronektin und Laminin, wihrend die
cytoplasmatische Einheit in Verbindung mit dem Aktin Cytoskelett sowie spezifischen
Proteinen, wie z.B. Vinculin, Talin und Paxillin, steht. Die Interaktion der EZM mit
Integrinrezeptoren spielt aber nicht nur bei der Zelladhésion eine wichtige Rolle, sondern
wird ebenso mit der Regulierung verschiedener Zielgene, die verantwortlich sind fiir
Zellproliferation, Differenzierung und Zelltod, in Verbindung gebracht. Nach
Integrinaktivierung werden zum einen Integrin-bindende Proteine, z.B. Talin und zum
anderen Adaptorproteine, z.B. Paxillin und Vinculin sowie Enzyme, z.B. FAK und Src, an
den Rezeptor rekrutiert.

Es ist bekannt, dass Verdnderungen der EZM-Integrin Interaktion zu einer Umgestaltung
der zelluldren Morphologie sowie des Zellverhaltens fithren (Chen et al., 1997; Folkman
and Moscona, 1978; Roskelley et al., 1994). Des Weiteren konnten bisherige Studien
zeigen, dass die Topographie des Materials dabei u.a. das Ausrichtungs- und
Migrationsverhalten der Zelle bestimmt (Sinha et al., 1994). Unterschiede in zelluldren
Prozessen sowie morphologische Umgestaltung von Zellen in zwei- bzw.
dreidimensionalen Kollagen Substraten wurden ebenfalls mehrfach beobachtet und
beschrieben (Cukierman et al., 2002; Geiger et al., 2001; Ishii et al., 2001; Ravanti et al.,
1999).

Zunichst wurden unbehandelte Kontrollzellen als Vergleich fluoreszenzmikroskopisch
untersucht, die diese morphologischen Zellverdnderungen nicht aufwiesen.

Die in Abb. 4.25 dargestellten Fluoreszenzbilder der unbehandelten Kontrollen weisen auf
den ersten Blick eine diffuse Verteilung von Aktin (rot) und Vinculin (griin) auf, wobei

Aktin hauptsdchlich in der Peripherie der Zellen nachzuweisen ist (Abb. 4.25 (B)).
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A549 sind adhdrente Zellen, die sich mithilfe von ,,Focal Adhesions* an den Untergrund
anheften. Diese Adhédsionspunkte zeichnen sich durch eine Anhdufung der ,,Focal
Adhesion® Proteine, u.a. Vinculin in den Spitzen dieser Zellausldufer aus. Dies ist in
(Abb. 4.25 (C)) deutlich in Form von griin fluoreszierenden Punkten zu sehen. Die
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung konnte somit keine Auffélligkeiten in der
Zellmorphologie und im Adhésionsverhalten der unbehandelten Kontrollzellen feststellen.
Ein virtueller Querschnitt durch den Zellrasen ist in Abb. 4.25 (E) dargestellt, welcher
mittels eines z-steps mit 0,3 pm Schritten angefertigt, und die Bilder virtuell mit einem
3D-Bildbearbeitungsprogramm bearbeitet wurden. Auch hier zeigt sich keine besondere

morphologische Auffilligkeit der Kontrollzellen.
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Abb. 4.25: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von unbehandelten A549 Kontrollzellen

Fiir die Untersuchung des Aktin Cytoskeletts und der ,,Focal Adhesion* Signalkette wurden A549 Zellen fixiert
und spezifisch fiir die Fluoreszenzmikroskopie gefarbt. (A) Lichtmikroskopische Aufnahme (B) Rhodamine
Phalloidin Farbung des Aktin Cytoskeletts (C) Vinculin-Alexa-488 nm Immunfarbung (D) Overlay (E) virtueller
Querschnitt eines z-step (0,3 pm) nach einer 3D-Bildbearbeitung mithilfe der Improvision Volocity 4 Software.
Die dargestellten Bilder stellen représentative Ergebnisse der gewonnen Bildsdtzen dar (VergroBerung: 630x%).

Nach Inkubation der Zellen mit SWCNT a.t. zeigte sich jedoch ein offenkundig anderes
Bild. Zunéchst konnte durch Anfirben des Aktin Cytoskeletts eine eindeutig erhohte
Fluoreszenz im Vergleich zu den Kontrollen beobachtet werden, die besonders an den
CNT-Zell-Agglomeraten deutlich hervortrat (Abb. 4.26 (C)). Eine weitere Auffilligkeit
zeigten diejenigen Zellen, die direkt mit Carbon Nanotube Biindeln Kontakt hatten, durch
ein vermehrtes Ausbilden von Aktin Stressfasern, die an ihren Spitzen in Fokalen
Adhésionspunkten endeten. Dies wurde durch die Co-Lokalisation und Anhdufung des
,»Focal Adhesion® Proteins Vinculin (griin) mit den Aktin Stressfasern (rot) in gelben
Punkten im Overlay sichtbar (Abb. 4.26 (G)). Ein virtueller Querschnitt durch ein CNT-
Zell-Agglomerat ist in Abb. 4.26 (H, I) dargestellt. Hier kann man deutlich erkennen, dass
sich die Zellen nach einem Kontakt mit Carbon Nanotube Biindeln scheinbar aus dem
Monolayer herausldsen (griine Pfeile), um sich an die Nanotubes anzuheften. In Abb. 4.26
(I) siecht man Aktin Filamente von Zellen (weille Dreiecke), die an ein Nanotube Biindel
(blauer Pfeil) angrenzen und dieses umschlieBen. Dies scheint ein aktiver Prozess zu sein,
da es zu einer starken Kondensation des Aktin Cytoskeletts und Ausbildung von

Stressfasern kommt, die, wie im Overlay (G) erkennbar, in ,,Focal Adhesions® enden.
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Abb. 4.26: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Carbon Nanotube behandelten Zellen (A549)

Fir die Untersuchung der CNT-Zell-Agglomerate wurde das Aktin Cytoskelett und das ,,Focal Adhesion®
Protein Vinculin in fixierten A549 Fluoreszenz-markiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
(A) Lichtmikroskopische Aufnahme von A549 Zellen, die 24h mit 23,2 pg/cm® (50 pg/ml) inkubiert waren.
(B) Rhodamine Phalloidin Farbung des Aktin Cytoskeletts (C) Overlay (VergroBerung 200x)
(D) Lichtmikroskopische Aufnahme von A549 Zellen, die 24h mit 23,2 pg/cm® (50 pg/ml) inkubiert waren.
(E) Rhodamine Phalloidin Féarbung des Aktin Cytoskeletts (F) Vinculin Alexa-488 nm Immunfirbung
(G) Overlay (H, I) virtueller Querschnitt eines z-step (0,3 pum) nach einer 3D-Bildbearbeitung mithilfe der
Improvision Volocity 4 Software. Die Zellen scheinen nach Kontakt mit CNTs aus dem Monolayer
herauszuwachsen (griine Pfeile) und durch Kondensation von Aktinfilamenten (weile Dreiecke) ein CNT-
Biindel (blauer Pfeil) zu umschlieen. Die dargestellten Bilder stellen représentative Ergebnisse der gewonnenen
Bildsétze dar (VergroBerung: 630x).

113




Ergebnisse

4.8.1 Aktivierung der ,,Focal Adhesion* Signalkaskade durch

Kohlenstoff Nanorohren

Das Substrat, insbesondere die Oberfliche und ihre chemische Zusammensetzung,
reguliert und bestimmt das Verhalten von Zellen. Diese Regulation erfolgt {iber Integrin-
vermittelte Signalwege und die Bildung von ,,Focal Adhesions® (Curtis and Wilkinson,
1998; Yamada and Miyamoto, 1995). Es ist bekannt, dass bestimmte Proteine der ,,Focal
Adhesion“ Komplexe, z.B. FAK und Vinculin eine wichtige Rolle in der Zelladhdsion und
Zellmorphologie spielen (Dalby et al., 2000; Okumura et al., 2001). Des Weiteren konnten
bisherige Studien zeigen, dass die EZM-abhingige Umgestaltung der Zellmorphologie
sowie dreidimensionale Substrate die Signalwege von Integrinrezeptoren beeinflussen und
somit zelluldre Funktionen verdndern (Yamada and Miyamoto, 1995).

Eine der wichtigsten Kinasen in der Bildung und Regulation von ,Focal Adhesion*
Kontakten wird durch die ,,Focal Adhesion Kinase*“ (FAK) reprasentiert. FAK ist eine
cytoplasmatische 125-kDa gro3e Tyrosin Kinase und ein wichtiger Regulator der ,,Focal
Adhesion“-Aktivierung und Komplexbildung mit Proteinen des Aktin Cytoskeletts, z.B.
Vinculin (Schaller et al., 1992), und wird hierbei durch ihren Phosphorylierungsstatus
aktiviert.

Aus diesem Grund wurde bei den folgenden Experimenten zur Untersuchung des
Adhésionsverhaltens und strukturellen Verédnderungen von humanen Lungenepithelzellen
nach SWCNT a.t. Kontakt das Expressions- und Aktivititsverhalten von FAK und

Vinculin ndher untersucht.

Zur Uberpriifung der durch die Fluoreszenzauswertung erhaltenen Hinweise auf eine
aktive Verdnderung des Aktin Cytoskeletts mit Ausbildung von Stressfasern und ,,Focal
Adhesions* durch Kontakt der Zellen mit Carbon Nanotubes, sollte nun die Signalkaskade
der ,,Focal Adhesion“ Formation auf Proteinebene mithilfe des Western Blots untersucht
werden. Zur Erfassung der zeitlichen Aktivierung dieses Signalweges wurde die
phosphorylierte Form von FAK (pFAK) im Vergleich zur unphosphorylierten Form
(FAK) sowie die Expression von Vinculin in einem Zeitraum von 30 Minuten bis 48
Stunden CNT-Inkubation nachgewiesen.

AS549 Zellen wurden hierfiir mit 15,6 ug/cm2 (50 pg/ml) SWCNT a.t. fiir 30 Minuten, 1h,
3h, 6h, 24h und 48h behandelt, anschlieBend griindlich gewaschen, um Reste der Partikel
zu entfernen und durch vorsichtiges Abschaben geerntet. Weiterhin konnten aus den
jeweiligen Ansdtzen Ganzzellproteinextrakte gewonnen und die Proben mithilfe des
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Western Blots analysiert werden. Zellen mit einer 30-miniitigen Behandlung mit 10 uM
Lysophosphatidsdure (LPA), einem Lysophospholipid, wurden in diesem Versuch als
Positivkontrolle verwendet (Kumagai et al., 1993). Die Bandenintensitdt wurde zusétzlich
mithilfe der Software Odyssey 2.0 quantitativ ausgewertet und die Ergebnisse als relative
Bandenintensitit in Prozent der unbehandelten Kontrolle, welche auf 100% gesetzt wurde,

errechnet und dargestellt.

Die Ergebnisse des in Abb. 4.27 dargestellten Western Blots demonstrieren tatsdchlich
eine messbare und signifikante Aktivierung von FAK im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die Exposition der A549 Zellen mit SWCNT a.t. filhrte nach 6 Stunden zu
einer leichten und nach 24 Stunden Inkubation zu einer offensichtlichen Erhdhung der
gemessenen phosphorylierten, aktiven Form der ,,Focal Adhesion® Kinase. Vinculin,
ebenfalls ein ,,Focal Adhesion® Protein, zeigte jedoch nach 48 Stunden Inkubation eine
deutliche Erh6hung in seiner Proteinkonzentration, was wiederum fiir eine Aktivierung

der ,,Focal Adhesion* Signalkette durch die Behandlung mit SWCNT a.t. spricht.
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Abb. 4.27: Aktivierung der ,,Focal Adhesion“ Signalkaskade durch Carbon Nanotubes

A549 Zellen wurden mit 15,6 pg/cm’® (50 pg/ml) SWCNT a.t. in einem Zeitraum von 30 Minuten, 1h, 3h, 6h und
24h behandelt und anschlieend mithilfe des Western Blots auf die Aktivierung von FAK und die Expression
von Vinculin untersucht. Die dargestellten Blots zeigen représentative Ergebnisse aus 5 unabhdngigen
Versuchen. Die quantitative Auswertung der Bandenintensitit erfolgte mithilfe der Software Odyssey 2.0 und
die Ergebnisse der relativen FAK Aktivierung und Vinculin Expression wurden als Prozent der unbehandelten
Kontrolle (100%) graphisch dargestellt. Mittelwerte aus 5 unabhéngigen Experimenten + SEM [* p < 0.05, **
p <0.01, *** p <0.001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle].

Die Ergebnisse aus Kapitel 4.8 legen nahe, dass eine leichte Erhéhung im
Phophorylierungsgrad der ,Focal Adhesion® Kinase pFAK und nachfolgend eine
Neubildung des Adaptorproteins Vinculin nach CNT Inkubation stattfand. Gerade
Vinculin lieB sich fluoreszenzmikroskopisch vermehrt in den ,Focal Adhesions*

nachweisen, die am Ende von Stressfasern ausgebildet werden (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Zusammenfassend schematische Darstellung der Aktivierung des ,,Focal Adhesion“
Signalweges nach Carbon Nanotube Inkubation
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5 Diskussion

Epidemiologische Studien konnten einen klaren Zusammenhang zwischen einer
gesteigerten Exposition gegenuber feinen und ultrafeinen Partikeln und dem Anstieg der
Erkrankungshaufigkeit und der Mortalitat zeigen (Dockery et al., 2005; Pope, Il et al.,
2002). Gleichzeitig macht heutzutage der stetige Zuwachs von neuen Anwendungen
synthetischer Partikel im Nanometerbereich eine erhdhte Exposition bzw. Inhalation
immer wahrscheinlicher und damit potentiell gefahrlicher.

Insbesondere fiir Kohlenstoff Nanoréhren, die eine vollig neuartige Form von Kohlenstoff
Nanopartikeln darstellen, eréffnen sich standig neue Anwendungsgebiete in der Elektro-,
Biologischen- und Pharmazeutischen-Industrie, u.a. fir Transistoren (Graham et al., 2005)
und Flachbildschirme (Groning et al., 2002; Rinzler et al.,, 1995), mikroskopische
Analysen (Cheung et al., 2000; Kim and Lieber, 1999; Wong et al., 1998), Krebstherapie
(Kam et al., 2005), Diagnostik sowie biologische und medizinische Forschung (Bianco et
al., 2005; Chen et al., 2003; Kalra et al., 2003; Kam and Dai, 2005; Kong et al., 2000;
Lovat et al., 2005; MacDonald et al., 2005; Pantarotto et al., 2004; Son et al., 2007; Wang
et al., 2007; Zhang et al., 2007) und schliellich wurden sogar Weltraumanwendungen
postuliert (http://www.nasa.gov/). Bayer MaterialScience betreibt eine Pilot-Anlage zur
Produktion von Baytubes® (MWCNTS) mit einer Jahreskapazitadt von 30 Tonnen. Geplant
ist eine groBtechnische Anlage mit einer Jahreskapazitdt von 3.000 Tonnen
(http://www.baytubes.com/). Aufgrund dieser Massenproduktion und Verarbeitung von
Nanoteilchen steigen die Madglichkeiten einer absichtlichen oder unabsichtlichen
Exposition wéhrend der Produktion, Verarbeitung, Anwendung oder Entsorgung und
damit auch das Gefahrenpotential dieser kleinsten Teilchen.

Es bleibt die Frage, ob die moglichen Gefahren der Nanotechnologie auf Gesundheit und
Umwelt die vielen Vorteile Uberschatten (Krug and Diabaté, 2003). Materialien im
Nanometerbereich, die ganz neue Eigenschaften aufweisen im Vergleich zu Materialien
im MikrometermaRstab, konnen toxikologische Effekte auf zelluldrer Ebene sowie
verandertes Expositions-, Biodistributions- und Exkretionsverhalten als auch
auBergewodhnliches Verhalten in der Umwelt aufweisen, die es in dieser Form bisher bei

Partikeln noch nicht gab.

Es sind gerade diese neuartigen Eigenschaften, die Nanopartikel so interessant machen,

aber gleichzeitig auch zu einer wesentlich hoheren Reaktivitat im Vergleich zu Partikeln
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im Mikrometerbereich fuhren, denn das Verhdltnis der Oberflache zur PartikelgroRe
erhoht sich exponentiell mit dem Verringern des Durchmessers eines Partikels. Das
Gefahrenpotential der Nanopartikel liegt deshalb vor allem in der kleinen GroRe dieser
Partikel und der gleichzeitig groRen Oberflache, die bei der Ausldsung von Entziindungen
eine wichtige Rolle spielen kann (Brown et al., 2004). In der Literatur ist zudem
ausfihrlich die Gefahrlichkeit von Schwebstaub, kleiner als 10 Mikrometer, als eindeutig
lungengangig (PMyo) und Partikel, kleiner als 2,5 Mikrometer (PM,s), als alveolargéangig
beschrieben (Diabaté et al., 2002; Fujii et al., 2002; Li et al., 2003; Seaton et al., 1995).
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) berichtete von Zusammenh&ngen zwischen einer
Erhéhung der PM,s-Konzentration und einem Anstieg der Morbiditdt und Mortalitét in
der Bevdlkerung. Die aktuellen Jahresmittelwerte der PMyo-Konzentrationen betrugen in
Baden-Wiirttemberg ungefahr 24 pg/m?® (Landesanstalt fir Umweltschutz BW (LUBW),
Juli 2006). Laut WHO erhoht sich das Risiko der Mortalitat bei einem PMjo Anstieg von
10 pg/m*® um 1,4%, wahrend das von Lungenkrankheiten sogar um 4% steigt (WHO,
1999). Epidemiologische Studien des letzten Jahrhunderts konnten zeigen, dass Staube am
Arbeitsplatz, z.B. in Kohlebergwerken Lungenkrankheiten, wie chronische Bronchitis und
Lungenemphyseme, besonders in Individuen mit bestehenden chronischen
Lungenkrankheiten (Schwartz et al., 2001), hervorrufen (Jorna et al., 1994). Fir
faserartige Strukturen, wie z.B. Asbest ist aulRerdem hinreichend die Cytotoxizitét,
Kanzerogenitat und Pathogenitat beschrieben (Mossman and Churg, 1998; Yegles et al.,
1995).

Die verschiedenartigen potentiellen Expositionswege der Partikel Uber die Atmung,
Nahrung, Haut sowie die direkte Injektion von Nanopartikeln im medizinischen Bereich
konnten zu adversen gesundheitlichen Effekten fihren und erschweren ein Erfassen des
toxikologischen Potentials. Untersuchungen von Maynard et al. (2004) konnten zum
Beispiel zeigen, dass es wahrend der Herstellung und Verarbeitung von Nanomaterialien
zu Aerosol-Bildung und Exposition von Carbon Nanotubes am Arbeitsplatz kommen

kann.

Ist erst einmal der Ubergang der Partikel in die Blutbahn erfolgt, ist eine Verteilung und
Ablagerung in so gut wie allen Organen mdoglich. Ein Durchdringen der Blut-Hirn-Schranke
konnte flr bestimmte Nanopartikel aufgrund ihrer geringen GréRe moglich sein. Studien von
Kreuter et al. (2002) sowie Gumbleton et al. (2003) beweisen, dass Mechanismen existieren,

die einen Ubergang von Nanopartikeln von der Lunge ins Blut nahe legen und dass diese
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Partikel auch die Blut-Hirn-Schranke iberwinden kénnen (Oberddrster, 2004). Kreyling et al.
(2002) konnten in diesem Zusammenhang allerdings zeigen, dass die systemische Verteilung

von Partikeln im Organismus im Allgemeinen sehr gering ausféllt.

Das toxikologische Profil von Nanopartikeln ist erst im letzten Jahrzehnt etwas deutlicher
hervorgetreten. Eine Schlisselstudie konnte zeigen, dass nano-skaliges TiO, (20 nm) in
Inhalationsstudien mit Ratten zu einer hdheren pulmonaren inflammatorischen Antwort im
Vergleich zu groReren TiO, (250 nm) Partikeln bei gleicher Massenkonzentration fiihrte
(Baggs et al., 2001; Oberdorster et al., 2000). Weitere Studien mit Polystyrol Partikeln
(Brown et al., 2001), Carbon Black (Renwick et al., 2004; Stone et al., 2000), Cgo
Fullerenen (Adelmann et al., 1994) und Kupfer Nanopartikeln (Chen et al., 2006), konnten
einen deutlichen Zusammenhang zwischen der vergroflerten Oberflache und erhohter
Reaktivitat und Toxizitat von Nanopartikeln herstellen.

Uber eine mdogliche Toxizitat von Carbon Nanotubes und patho-physiologische

Wirkungsmechanismen dieser Partikel ist bisher allerdings wenig bekannt.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Sorten von einwandigen Kohlenstoff Nanoréhren
auf ihre akute Cytotoxizitat und die partikel-induzierten Mechanismen zellphysiologischer
Veranderungen im in vitro System Uberprift. Als Zellmodell wurde eine Lungenepithel-
(A549) und Endothel-&hnliche Zelllinie (ECV304) ausgewahlt, da die Partikel-Inhalation
einer der bedeutendsten Expositionswege darstellt. Die fur diese Arbeit verwendeten
Zelllinien ermdglichten Einblicke in die Verédnderungen von Lungenzellen nach Kontakt
mit Carbon Nanotubes, welche auch in vivo zu erwarten sind. Flr eine bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden jeweils Parallelansatze mit einem gut
charakterisierten Referenzpartikel, dem elementaren Kohlenstoff (CB14), durchgefihrt
(Koike and Kobayashi, 2006; Lambert et al., 2003). Die GroRe der Primar-Partikel des
elementaren Kohlenstoffs (CB14) liegt bei 14 nm, die allerdings zu Aggregaten
zusammengelagert sind, ahnlich den Aggregaten der CNTs, welche durch die TEM-
Aufnahmen gut sichtbar waren (Abb. 4.2). Fir Carbon Black ist bekannt, dass die
Inhalation dieser Feinstpartikel zu verstarkten Entziindungsmechanismen in der Lunge

und sogar zu Tumorwachstum fuhren kann (Lambert et al., 2003).

Die einzigartigen Eigenschaften von Kohlenstoff Nanoréhren konnten zu

auBergewohnlichen gesundheitlichen Risiken fiihren (Borm, 2002; Donaldson et al.,

120



Diskussion

2006). Aus diesem Grund ist eine Evaluation der mdglichen Risiken und ein Verstéandnis
des Verhaltens dieser neuen Nanomaterialien im Organismus und der Umwelt

unabdingbar.

5.1 Charakterisierung von Kohlenstoff Nanorthren in

biologischen Systemen

Zusatzlich zur chemischen Untersuchung (siehe Material und Methoden) wurde das
Verhalten der Carbon Nanotubes in waéssriger Losung (H,O bidest.) nach
Ultraschallbehandlung der CNT-Stammldsung beobachtet und beschrieben (Abb. 4.1) und
die einzelnen Materialien weiterhin im Transmissionselelektronenmikroskop (TEM)
genauer charakterisiert (Abb. 4.2).

Aufgrund ihrer sehr geringen Wasserloslichkeit und der hohen van-der-Waals
Anziehungskréafte formen Carbon Nanotubes gewdhnlich grof3e Bindel von Aggregaten,
die nur schwer zu vereinzeln sind und sich in Abhé&ngigkeit vom CNT-Material bilden
(Wick et al., 2007). Ein unterschiedliches Agglomerations- und Aggregationsverhalten in
wassriger Losung konnte ebenfalls mit den hier verwendeten CNT-Materialien festgestellt
werden und wurde auch von anderen Gruppen beobachtet und bestatigt (Chen et al., 2004;
Wick et al., 2007). Grunde fir dieses unterschiedliche Verhalten von Carbon Nanotubes
sind in der Synthese und anschlieBenden Modifizierungen der Kohlenstoff Nanoréhren zu
suchen, wobei die Oberflache hier eine bedeutende Rolle spielen kdnnte.

Das unkontrollierte Aggregieren von CNTs sowie anderer Nanopartikel, wie z.B. Nano-
TiO; in physiologischen Losungen und im Zellkulturmedium (Long et al., 2007) stellt ein
groRes Problem der Risikoanalyse dar und kann derzeit nur durch zusatzliche
Verénderungen der Partikel beeinflusst werden (Isobe et al., 2006). Hierzu gehort zum
Beispiel das Verwenden von S&ure zur Aufreinigung bzw. Funktionalisierung von CNTSs,
welches zu einer erhdhten und stabileren Léslichkeit in wassrigen Ldsungen im Vergleich
zum unmodifizierten Rohmaterial fuhrt (Kam and Dai, 2005; MacDonald et al., 2005).
Kovalent-modifizierte und funktionalisierte SWCNT zeigen eine verbesserte Loslichkeit
in polaren Losungsmitteln und die chemische Derivatisierung mit hydrophilen
Substituenten, Hydroxyl- oder Carboxylgruppen, bietet die Mdglichkeit zur weiteren

Funktionalisierung mit biologisch aktiven Molekilen (Pantarotto et al., 2003; Peng et al.,
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2003). Die Verwendung von Amylose (Stdrke) (Star et al., 2002) oder auch Polymeren
fahrt zur Umhillung der CNTs und somit ebenfalls zur verbesserten Ldslichkeit von
Kohlenstoff Nanoréhren. Auch die Verwendung von Surfactants bietet die Mdglichkeit,
CNTs in wéssriger Losung zu vereinzeln (Strano et al., 2003; Wick et al., 2007).

Stabilitat und Dispergierverhalten der Nanopartikel muss in Kompatibilitdt mit in vitro
und in vivo Systemen stehen. Die Hauptbestandteile der Lungenflissigkeit, z.B. Proteine
und Phospholipde, erscheinen hierfir besonders geeignet (Kendall et al., 2004). Faucaud
et al. (2007) untersuchten die Auswirkungen von DPPC (,,dipalmitoyl phosphatidyl
choline®), einem Bestandteil des Lungen-Surfactant, sowie BSA, auf das
Dispergierverhalten von Carbon Black (CB14) und konnten zeigen, dass die
Stabilitatsdauer der Partikelsuspension mithilfe der Zusatze, im Vergleich zum reinen
Zellkulturmedium, ungefdhr um das Doppelte erhéht wurde. Der stabilisierende Effekt
konnte aufgrund der Adsorption dieser Proteine und Phospholipide an die
Partikeloberflache erreicht werden (Brown et al., 2000).

Die unspezifische Adsorption von Proteinen und Molekilen an der Oberflache ist
ebenfalls fir CNTs beschrieben und muss bei der Verwendung von Serumproteinen im
Zellkulturmedium im in vitro System ebenfalls berticksichtigt und bei der
Charakterisierung von Kohlenstoff Nanoréhren in biologischen Systemen einkalkuliert
werden (Collins and Avouris, 2000; Kong et al., 2000; Shim et al., 2002). Casey et al.
(2007) konnten z.B. zeigen, dass Serum im Medium zu einem erhohten

Dispergierverhalten der CNTSs fuhrt.

In dieser Arbeit wurde auf die Zugabe von chemischen Zusatzen (z.B. DMSO, DMF) oder
Surfactants (Tween 80, SDS) verzichtet, um storende Einflisse in den Zellkulturversuchen
zu vermeiden, aber auch, um das normal auftretende Aggregationsverhalten der Carbon
Nanotubes und die daraus resultierende Toxizitat zu untersuchen. Allerdings wurde dem
Zellkulturmedium FCS zugesetzt, so dass eine, wie oben beschriebene unspezifische
Adsorption der Serumproteine an die CNTSs stattgefunden haben kdnnte.

Das Funktionalisieren der CNT-Oberflache oder mechanische Dispergierverfahren durch
z.B. Ultraschallbehandlung, kann Nanotubes teilweise beschadigen und zu einer
Ansammlung von CNT-Bruchsticken fuhren. Auch wenn fraktale Aggregate ebenso die
far Nanopartikel typisch grolRe Oberflache und weitere Charakteristika von individuellen
Nanopartikeln besitzen (Phenrat et al., 2007), missen die Vor- und Nachteile einer

Verénderung des Rohmaterials grindlich Uberlegt und abgewogen werden.
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Mithilfe des Transmissionselektronenmikroskops (TEM) konnen einzelne Carbon
Nanotubes und die Bildung von komplexen Netzwerken von ineinander verschlungenen
CNTs gut charakterisiert werden (Murr, 2005; Shvedova et al., 2005). Die in Abbildung
4.2 dargestellten TEM-Aufnahmen zeigen die réhrenartige Form und GrolRe sowie die
Verunreinigungen bzw. Funktionalisierung der verwendeten CNT-Materialien. Auch eine
eindeutige Zusammenlagerung der einzelnen Nanotubes zu groRen Aggregaten und
Agglomeraten wurde hier ebenfalls sichtbar.

Mithilfe der TEM-Analyse konnten somit insbesondere die in wassriger Losung
beobachteten Unterschiede der unbehandelten NT-1 sowie der S&ure-behandelten CNTSs
hinsichtlich ihrer Verunreinigung und der Tendenz zu aggregieren, hervorgehoben und

genauer charakterisiert werden.

5.2 Aufnahme von Kohlenstoff Nanoréhren in Lungenzellen

Zusatzlich zu der Exposition von natirlichen und anthropogenen Partikeln kann es im
Zeitalter der Nanotechnologie standig zu einem unabsichtlichen oder gezielten Kontakt
mit Nanomaterialien und deren Aufnahme in den Organismus kommen. Die Lunge ist
dabei ein sehr wichtiges Zielorgan, da die potentielle Exposition wahrend der Produktion

und anschlieBenden Verarbeitung hauptsachlich Gber die Atmung geschieht.

Erste Messungen einer arbeitsplatzbezogenen Exposition mit CNTs ergab eine relativ
geringe Menge von ungefahr 50 pg/m®, welche hauptsachlich in Form von Aggregaten
gefunden wurde (Maynard et al., 2004). Dennoch kdnnen auch sehr geringe
Konzentrationen von Nanomaterialien eine grofRe Partikelanzahl enthalten, welches aus
Studien mit Ultrafeinpartikeln bekannt ist (Hughes et al., 1998). Fir verschiedene
Nanopartikel (TiO,, SiO,, Co) ist beschrieben, dass sie in Endothelzellen (Peters et al.,
2004), Leberzellen (Hussain et al., 2005) und Nervenzellen (Long et al., 2006)

aufgenommen werden kénnen und zum groten Teil in Zelleinschlissen vorzufinden sind.

Dass es nach Exposition der Lunge mit Carbon Nanotubes tatsdchlich zu pulmonalen

Effekten und einer Interaktion des Lungengewebes mit SWCNTs kommt, berichten zwei
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unabhéngige Studien nach intratrachealer Instillation von sowohl Mé&usen (Lam et al.,
2004) als auch Ratten (Warheit et al., 2004). Beide Gruppen beschreiben die Bildung von
Granulomata und interstitiellen Entziindungen. Warheit et al. folgern aus diesen
Ergebnissen, dass diese Beobachtungen keine physiologische Relevanz haben und
aufgrund der starken Agglomeration der Nanotubes hervorgerufen wurden. Die Gruppe
von Lam et al. zeigt allerdings, dass der Kontakt von CNTs mit der Lunge toxischer als
die Exposition mit Carbon Black sowie Quarz sein kdnnte. Entziindungsmechanismen mit
der Freisetzung von TNF-a und IL-1f in der Lunge von Madusen und Ratten nach CNT

Exposition wurde ebenfalls beschrieben (Muller et al., 2005; Shvedova et al., 2005).

Aufgrund der vorhandenen Hinweise aus der Literatur kann es nach Inhalation von
Nanopartikeln tatsachlich zu einem direkten Kontakt mit dem Lungenepithel kommen.
Deshalb wurden zur Untersuchung der CNT-Aufnahme humane Lungenepithelzellen
(A549) und Endothel-ahnliche Zellen (ECV304) verwendet. Die Partikelinteraktion in
submerser Kultur mit menschlichen Zellen als auch die Partikelaufnahme konnten sowohi
im Lichtmikroskop als auch im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) dokumentiert
werden.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 4.3) demonstrieren, dass Nanotubes sehr gut
und eindeutig zu identifizieren waren und tatsachlich mit dem Zellrasen in Kontakt
kamen. Auffdllig war dabei die Bildung groer CNT-Aggregate, die trotz
Ultraschallbehandlung nicht vollstandig vereinzelt, als schwarze Bindel gut sichtbar
waren und sich von dem Zellrasen abhoben. Diese Beobachtungen konnten sowohl fur
SWCNTs (Davoren et al., 2007) als auch MWCNTs (Pensabene et al., 2007) beschrieben
werden, wobei ebenfalls davon berichtet wird, dass sich diese CNT-Biindel nur schwer

von der Zelloberflache abldsen lassen.

Fir ultrafeine Partikel konnte gezeigt werden, dass sie vereinzelt schon nach einer Stunde
und in groBen Mengen nach 24h Inkubation in A549 Zellen vorzufinden waren (Stearns et
al., 2000). Dabei konnten Stearns et al. mithilfe von TEM-Aufnahmen beobachten, dass
die Partikel als Aggregate hauptsdchlich in membrangebundenen Zelleinschliissen im
Cytoplasma vorlagen und es zu einer Erh6hung der Zahl von Lamellar-Kérperchen kam.
Aber auch nicht-endocyotische Mechanismen, z.B. Adhasionskrafte kénnen bei der
Partikelaufnahme eine Rolle spielen, da Ultrafeinstdube auch frei im Cytoplasma

vorzufinden waren (Geiser et al., 2005).

124



Diskussion

TEM-Bilder ermdglichen somit die Aussage, ob Carbon Nanotubes im submersen in vitro
Kultursystem lediglich an der Zelloberfliche haften oder aber auch die
Zellmembrangrenze tberwinden kénnen und im Cytosol vorzufinden sind. Das lasst sich
mit lichtmikroskopischen Aufnahmen nicht mit Sicherheit nachweisen.

Kohlenstoff Nanoréhren sind aufgrund ihrer GroRe und ihrem geringen Kontrastverhaltnis
gegeniiber dem Hintergrund der Zellen im TEM nur sehr schwer zu erkennen. Dennoch
zeigen die TEM-Bilder (Abb. 4.4), dass CNTs nach 24h intrazellular als grof3e Aggregate
und Bundel zu sehen waren und gut identifiziert werden konnten. In den geringen
VergrofRerungsstufen waren sie als grofie Agglomerate, bestehend aus vielen knduelartig
liegenden Nanotubes sichtbar. Erst bei hoherer VergroRerung konnten zum Teil auch
vereinzelte, eng aneinander liegende Rohren charakterisiert werden. Einzelne Nanotubes
konnten jedoch aufgrund der begrenzten Auflésung nicht sichtbar gemacht werden. Diese
Aufnahmen machen wiederum deutlich, dass sich die Kohlenstoff Nanoréhren trotz
Ultraschallbehandlung nur schwer vereinzeln lassen. Andererseits konnte mithilfe der
TEM-Aufnahmen gezeigt werden, dass die verwendeten Zellen die Partikel aufgenommen
hatten und die CNTs sowohl frei im Cytoplasma als auch in endolysosomalen
Zelleinschlussen vorzufinden waren. Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen
zeigten die CNT-behandelten Zellen jedoch keine auffalligen morphologischen
Veranderungen. Lediglich die Anzahl der Zellfortsédtze und Lamellar-Kérperchen (A549)
war bei CNT-inkubierten Zellen leicht erhéht und stimmte mit den Literaturhinweisen
uberein (Stearns et al., 2000). Damit konnen die beobachteten Testergebnisse mit der
Aufnahme der Nanotubes in die Zelle in Verbindung gebracht werden. Ahnliche
Beobachtungen konnten auch fur Alveolarmakrophagen der Ratte nach NT-1-Inkubation

beschrieben werden (Pulskamp et al., 2007).

Die Inhalation mag der hauptséchliche Expositionsweg fiir Nanopartikel sein, aber
dennoch muss die Aufnahme ber den Gastrointestinaltrakt sowie iber die Haut wahrend
der Produktion, Verarbeitung und Entsorgung von Nanopartikeln untersucht werden.
Insbesondere bei neuen biomedizinischen Anwendungen in Diagnostik und Therapie wird
es auch zu einer direkten Exposition mit dem GefélRsystem und dem Gewebe kommen,
was ebenfalls berlcksichtigt werden muss.

Die Expositionsanalysen von Maynard et al. (2004) unterstiitzen die Hypothese, dass
aufgrund ihrer Tendenz zur Agglomeration die Exposition von inhalierbaren Nanotubes sehr

gering ausfallt. Der Kontakt mit der Haut wahrend der Verarbeitung und Produktion kann
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jedoch wesentlich hoher ausfallen. So wurden in der kinstlich hervorgerufenen Situation von
Maynard et al. (2004) Depositionen von bis zu 6 mg pro Hand gemessen.

TEM-Aufnahmen konnten zeigen, dass unmodifizierte MWCNTs in humane
Keratinocyten aufgenommen werden (Monteiro-Riviere et al.,, 2005). Sie wurden
entweder frei im Cytoplasma oder in Zelleinschlissen, aber nicht im Kern gefunden.
Einige lagerten sich auch an die &uBere Zellmembran an. Nach 18h Inkubation mit
SWCNTs zeigten humane Keratinocyten eine verdnderte Zellmorphologie mit
Zellseparation vom Monolayer, strukturellen Veranderungen von Mitochondrien, Kern
und anderen cytoplasmatischen Organellen und eine verénderte Oberflachenhomogenitét
des Zellverbandes (Shvedova et al., 2003). Die Aufnahme von funktionalisierten

fSWCNTs in Keratinocyten erfolgte in intrazellularen Einschlissen (Zhang et al., 2007).

Die vorliegenden Ergebnisse sowie Hinweise aus der Literatur belegen eindeutig, dass
Nanomaterialien von verschiedenen Zelltypen aufgenommen werden kénnen, wobei die
genauen Aufnahmemechanismen bis zum jetzigen Zeitpunkt weitestgehend ungeklart sind
(Long et al., 2007). Die Mdoglichkeit der Phagocytose und der Endocytose wird fur die
Aufnahme von TiO; spekuliert (Rothen-Rutishauser et al., 2006) und insbesondere mit der
Partikeloberflache, Morphologie sowie dem Aggregationsverhalten in Verbindung
gebracht (Limbach et al., 2005; Wiesner et al., 2006).

Die bisherigen CNT-Daten beweisen, dass die Aufnahme unabhdngig vom jeweiligen
Zelltyp oder CNT-Material ist. Die Gruppen Pantarotto et al. (2004) sowie Bianco et al.
(2005) konnten beispielsweise fluoreszenzmikroskopisch zeigen, dass mit Aminogruppen-
funktionalisierte und FITC-markierte SWCNTs von Fibroblasten aufgenommen werden
und sowohl im Cytoplasma als auch im Kern gefunden wurden. Beide Gruppen vermuten
eine passive Partikelaufnahme und schliefen die Endocytose aufgrund von
Inhibitionsversuchen und fehlender Temperaturabhangkeit aus.

Andererseits gibt es ebenfalls Hinweise auf einen aktiven Energie-abhangigen
Aufnahmemechanismus von Carbon Nanotubes (Kam et al., 2005; 2006).

Effektive Transportmechanismen zur gezielten Verabreichung von Peptiden, Proteinen
und Oligonucleotiden in spezifische Kompartimente von Zellen oder zum Durchqueren
der Blut-Hirn-Schranke (Kreuter et al., 2002; Tosi et al., 2007) sind dringend notwendig.
Nanopartikel stellen hierbei ein viel versprechendes Transportmittel dar, um konstitutiv
und Liganden-abhéngig zellulare Aufnahmemechanismen, z.B. ,,clathrin-coated pits* und

Caveolae, anzusteuern und zu aktivieren. So konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme
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von Strepatvidin-funktionalisierten SWCNTs in adhdrente und nicht-adharente Zellen
uber die Endocytose erfolgt und sich intrazelluldr in Endolysosomen befinden (Kam and
Dai, 2005). Aktive Aufnahmemechanismen von SWCNTs in murinen Makrophagen-
ahnlichen Zellen wurden mittels ,,Near-Infrared“-Mikroskopie ermittelt. Im Vergleich zu
den bei 37°C-inkubierten Proben fand bei 27°C nur noch eine 40%-ige CNT-Aufnahme
statt (Cherukuri et al., 2004). Cherukuri et al. schatzen auBerdem die Aufnahmerate auf
ungefdhr ein Nanotube pro Sekunde pro Zelle. Oberflachenrezeptoren, wie z.B. die
Scavenger Rezeptoren, werden als mogliche Aufnahmemechanismen fir Partikel ebenfalls
diskutiert (Husemann et al., 2002; Kim et al., 1999; Kim et al., 2005; Palecanda et al.,
1999). SchlieRBlich wurde auch ein sowohl Energie-abhéngiger als auch unabhangiger
Aufnahmemechanismus fur funktionalisierte Nanotubes in Abhangigkeit ihrer GroRe
beschrieben (Kostarelos et al., 2007).

Ein weiterer Expositionsweg, der vor allem in der zukinftigen biomedizinischen
Behandlung eine wichtige Rolle spielen konnte, ist die intraventse Verabreichung der
Nanopartikel, welche somit direkt in die Blutbahn bergehen und ungehindert zu Zellen,
Gewebe und Organe transportiert und aufgenommen werden kénnen. Bisherige Studien
konnten zeigen, dass die intravendse Applikation von SWCNTs zu einem schnellen
Coating der CNTs mit Serumproteinen fihrte und die Partikel eine Halbwertzeit von
ungefahr einer Stunde im Blut haben. Signifikante CNT-Konzentrationen konnten dabei
nur in der Leber gefunden werden (Cherukuri et al., 2006). Radioaktiv-markierte,
wasserlosliche fSWCNTs und fMWCNTSs zeigten nach intravendser Gabe bei Mausen
ebenfalls ein schnelles Exkretionsverhalten mit einer Halbwertzeit im Blut von 3,5
Stunden (Singh et al.,, 2006). Wang et al. (2004) konnten zum ersten Mal das
Distributionsverhalten von 1'*-markierten SWCNTs in vivo in Mausen beschreiben.
Dabei zeigte sich, dass sich CNTs nach Injektion frei in allen Kompartimenten, mit
Ausnahme des Gehirns, verteilten. Eine deutliche Akkumulation fand man dabei in den
Nieren und Knochen. Nach 11 Tagen waren 80% des CNT-Materials wieder
ausgeschieden. Mithilfe der ,,Near-Infrared“-Methode kénnen CNTs neuerdings auch im
lebenden Organismus nachgewiesen und deren Verteilung verfolgt werden. In Drosophila
Larven konnte so gezeigt werden, dass die Mehrheit der (ber das Futter aufgenommenen
SWCNTs den Verdauungstrakt durchlief und wieder ausgeschieden wurde. Nur ein sehr

geringer Teil wurde in weiteren Organen gefunden (Leeuw et al., 2007).
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Bevor toxikologische Daten interpretiert werden, ist es wie zuvor beschrieben notwendig,
die zu erwartende Exposition von Nanopartikeln zu charakterisieren und zu definieren, um
die entsprechenden toxikologischen Endpunkte im zelluldaren System, im Organ bzw. im
gesamten Organismus zu untersuchen (Donaldson et al., 2006). Die vielen verschiedenen
Expositionswege der CNTs unterscheiden sich deutlich von denen der anthropogenen
Ultrafeinstdube, die hauptséchlich durch Inhalation aufgenommen werden koénnen.
Unabhdngig vom Expositionsweg koénnen jedoch, wie aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse und Literaturhinweise gezeigt, Carbon Nanotubes in die verschiedensten
Zelltypen durch sowohl Energie-abhangige als auch -unabhéngige Transportmechanismen
aufgenommen werden und sich im Organismus relativ frei bewegen. Dementsprechend
unterschiedlich kénnen die zu erwartenden zelluldaren Effekte und Reaktionen der

Kohlenstoff Nanordhren, ihre akute Toxizitat und ihr Entziindungspotential, sein.

5.3 Akute Toxizitat von Kohlenstoff Nanor6hren —toxisch oder

nicht toxisch?!

In Abbildung 4.4 konnte mithilfe von TEM-Bildern eindeutig gezeigt werden, dass die
verwendeten Kohlenstoff Nanoréhren sowohl in A549 als auch in ECV304 Zellen
internalisiert werden und zum grofRten Teil in cytoplasmatischen Zelleinschliissen
vorlagen. Dabei konnte festgestellt werden, dass die CNT-Aufnahme unabh&ngig vom
jeweiligen Material war, so dass auftretende zellulédre Verdnderungen und Reaktionen mit

der Partikelaufnahme in die Zelle in Verbindung gebracht werden kdnnen.

Die bisher in der Literatur beschriebenen Untersuchungen der Zellvitalitdt nach Carbon
Nanotube-Exposition sind oft sehr widersprichlich und lassen Raum fir Spekulationen.
Einige Gruppen berichten von einer erheblichen CNT-induzierten akuten Cytotoxizitéat
(Bottini et al., 2006; Cui et al., 2005; Jia et al., 2005; Magrez et al., 2006; Manna et al.,
2005; Sharma et al., 2007; Shvedova et al., 2003; Zhang et al., 2007), wéahrend andere
Arbeitsgruppen wiederum von einem fehlenden akut-cytotoxischen Verhalten der CNTs
berichten (Cherukuri et al., 2004; Davoren et al., 2007; Dumortier et al., 2006; Flahaut et
al., 2006; Ghibelli et al., 2005; Isobe et al., 2006; Kam and Dai, 2005; MacDonald et al.,
2005; Pantarotto et al., 2004; Pensabene et al., 2007).
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Zu den kritischen Stimmen gehéren die Arbeiten von Shvedova et al. (2003), die an
menschlichen Keratinozyten zeigen konnten, dass nach Inkubation mit SWCNTSs
oxidativer Stress, Vitalitatsverlust sowie morphologische Verédnderungen der Zellen
induziert werden. Im Vergleich zu Asbestfasern, Quarz und Cgo Fullerenen wird sogar von
einer entsprechenden oder sogar hoheren CNT-induzierten Cytotoxizitat gesprochen (Jia
et al., 2005; Murr, 2005). Andererseits gibt es Berichte von einem fehlenden
Vitalitatsverlust nach Inkubation mit funktionalisierten SWCNTs (MacDonald et al.,
2005).

In Kenntnis dieser Arbeiten wurde fir die vorliegende Studie eine vornehmlich
cytotoxische Reaktion der Carbon Nanotubes auf A549 bzw. ECV304 Zellen erwartet.
Die Bestimmung der Toxizitat sollte zundchst mithilfe des MTT-Tests durchgefihrt
werden (Mosmann, 1983). Dieser Test wird allgemein als Vitalitatstest in vitro
angewendet, indem die Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen der Zellen gemessen
wird. Bei diesem Test handelt es sich um eine kolorimetrische Analyse, der eine
Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl
Tetrazolium Bromid, MTT) zu blauen unl6slichen Formazan-Kristallen durch die
mitochondrialen Dehydrogenasen zugrunde liegt.

Die Inkubation von A549 Zellen fiihrte schon nach 24h zu einem Vitalitatsverlust von
~60% wobei dieser Effekt nach langerer Inkubationszeit nicht weiter gesteigert wurde
(Abb. 4.5 (A)). Die Ergebnisse der einzelnen Carbon Nanotube Materialien waren in ihrer
Wirkung vergleichbar, auch wenn leichte Unterschiede, insbesondere der fSWCNTSs,
erkennbar waren. Die funktionalisierten Carbon Nanotubes (fSWCNT) zeigten hierbei
den geringsten Effekt auf die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen. Die
Wirkungen von CB14 und CNT-Partikeln waren miteinander vergleichbar.

Dieser sehr deutliche Verlust der Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen nach 24 bis
zu 96 Stunden CNT-Exposition, gemessen mit dem MTT-Test, wurde ebenfalls durch
andere Arbeitsgruppen bei Verwendung verschiedener Zelllinien nachgewiesen und war
konform mit den hier beschriebenen Resultaten (Cui et al., 2005; Jia et al., 2005; Magrez
et al., 2006; Manna et al., 2005; Murr, 2005; Sharma et al., 2007; Worle-Knirsch et al.,
2006; Zhang et al., 2007). Die Beobachtung des geringen Effektes der funktionalisierten
fSWCNTs in diesem Testsystem wurde auch von Sayes et al. (2006) sowie Zhang et al.

(2007) beschrieben, die zeigen konnten, dass mit zunehmender Funktionalisierung von
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Nanotubes die Cytotoxizitdt, gemessen mit dem MTT-Test, abnimmt. Auch fir
funktionalisierte, wasserlosliche Cgo Fullerene wurde eine geringere Toxizitat im

Vergleich zum unmodifizierten Rohmaterial beschrieben (Sayes et al., 2004).

Um die Ergebnisse aus dem MTT-Test mit einem anderen Test zu verifizieren, wurde der
LDH-Test durchgefuhrt. Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein cytoplasmatisches
Enzym, das im Uberstand eines Zellsystems als Parameter zur Uberpriifung der
Membranintegritat und damit der Zellvitalitat genutzt werden kann.

Uberraschenderweise konnte hier im Gegensatz zum MTT-Test kein signifikanter
Vitalitatsverlust festgestellt werden. Die Ergebnisse in Abbildung 4.5 (B) beweisen, dass
eine Inkubation der A549 Zellen mit den verschiedenen CNTs weder nach 24 Stunden,
noch nach Langzeitinkubation von bis zu 96 Stunden zu einem signifikanten Verlust der
Zellmembranintegritat fuhrte.

Aufgrund dieser widerspriichlichen Ergebnisse aus den beiden Vitalitatstests wurde
zusatzlich eine Farbung mit Propidiumiodid (PI) durchgefiihrt, welches ein weiterer
Parameter zur Uberpriifung der Zellmembranintegritit ist. Mithilfe dieser Farbemethode
konnte das Ergebnis des LDH-Tests tatsdchlich bestatigt werden, da es nach
Partikelinkubation weder durch die SWCNT a.p., noch durch die SWCNT a.t. in einem
Zeitraum von bis zu 96 Stunden zu einem Verlust der Membranintegritat kam (Abb. 4.5
(€)).

Uberraschenderweise konnten diese beiden weiteren Vitalitatstests, der LDH-Test und das
Anfarben der Zellen mit Propidiumiodid (Pl), die beide ein MaR fir die

Zellmembranintegritat sind, das Ergebnis des MTT-Tests nicht bestatigen.

In wieweit der MTT-Test vielleicht einen Effekt auf die Mitochondrien nachweist, ohne
die Vitalitdt der Zellen zu beeinflussen, war bisher ungeklart. Daher wurde auf einen
weiteren Assay zuriickgegriffen, der die Mitochondrien und die Dehydrogenasen testet,
um einen direkten Vergleich zu haben. Mit dem WST-1 Test, der auf dem gleichen
Prinzip wie dem des MTT-Tests beruht, wobei hier allerdings ein l6slicher Formazan-
Farbstoff entsteht, sollten die Ergebnisse tberprift werden.

Im Gegensatz zum MTT-Test zeigte jedoch uberraschenderweise der WST-1 Test keinen
signifikanten Verlust der Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen nach CNT-
Inkubation, sondern lie wiederum eine fehlende Cytotoxizitdt nach CNT-Inkubation
erkennen (Abb. 4.5 (D)).

130



Diskussion

Diese Experimente machten zusatzlich deutlich, dass die widersprichlichen Ergebnisse
aus den MTT und den WST-1 Testsystemen unabhangig von den verwendeten Zelllinien
und Zelltypen sind. Sowohl humane Lungenepithel- und Endothel-&hnliche Zellen als
auch Alveolarmakrophagen der Ratte zeigten vergleichbare Ergebnisse (Pulskamp et al.,
2007; Worle-Knirsch et al., 2006).

Auch andere Gruppen berichten ber einen fehlenden Vitalitatsverlust nach Behandlung
mit CNTs unter Verwendung unterschiedlicher Testssteme: TrypanBlau (Bottini et al.,
2006; Garibaldi et al., 2006), NeutralRot (Monteiro-Riviere et al., 2005), CellTiter96
MTS (Kam and Dai, 2005) und AlamarBlue (Nimmagadda et al., 2006).

5.3.1 Kohlenstoff Nanordhren interagieren mit in vitro Testsystemen

Fir eine nahere Untersuchung der scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse aus dem MTT-
Test, der einen starken cytotoxischen Einfluss der CNTs auf Lungenzellen zeigt, aber
weder durch den LDH-Test, noch PI-Férbung oder dem WST-1-Test bestatigt werden
konnte, wurden die Carbon Nanotubes aus den entsprechenden Testsystemen extrahiert
und mithilfe des Transmissionselektronenmikroskops charakterisiert (Abb. 4.6).

Die TEM-Aufnahmen von Nanotubes zeigen SWCNTSs nach Inkubation mit verschiedenen
Formazan-Farbstoffen. Im Vergleich zu SWCNTSs, die mit dem Tetrazoliumsalz im WST-
1-Test inkubiert waren, welcher zu einem wasserldslichen Formazan-Farbstoff reduziert
wird (B), belegen die morphologischen Veranderungen der CNTs aus dem MTT-Test,
dass sich Nanotubes offenbar mit dem unléslichen MTT-Formazan verbinden kénnen und
so den Test beeinflussen (C). Die TEM-Bilder der extrahierten Nanotubes zeigen, dass
diese mit dem MTT-Formazan Farbstoff bedeckt sind, der die Partikel irreversibel
miteinander verklebt und sich weder durch physikalische (Ultraschall) noch chemische
(Isopropanol/HCI, SDS, Acetone) Einwirkungen ablésen lasst (Daten nicht gezeigt). Der
Farbstoff wird so aus dem Testsystem entfernt und die quantitative Messung fiihrt zu
einem ,falsch positiven* Ergebnis in Bezug auf die cytotoxische Wirkung der Kohlenstoff
Nanoréhren im in vitro System, gemessen mit dem MTT-Test (Wdrle-Knirsch et al.,
2006).
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Die Oberflache der CNTs und deren Veranderung durch Funktionalisierung scheint
hierbei eine wichtige Rolle zu spielen. Sayes et al. (2006) berichten u.a., dass
funktionalisierte CNTs einen geringeren Vitalitatsverlust, gemessen mit dem MTT-Test,
zeigen. Dies konnte ebenfalls mit den hier verwendeten fSWCNTSs beobachtet werden, da
diese im MTT-Test einen wesentlich geringeren ,,falsch positiven* Effekt, im Vergleich
zu den ubrigen CNTs, aufweisen (Abb. 4.5 (A)). Dies konnte auf ihre veranderte Struktur
und verbesserte Loslichkeit zurtickzufiihren sein, was moéglicherweise zu einer geringeren
Interaktion mit dem MTT-Formazan Farbstoff flihrt. Neben der Funktionalisierung kénnte
auch die Anzahl der ineinander geschobenen Nanotube-Rdhren hierbei eine Bedeutung
haben. Zhang et al. (2007) konnte zeigen, dass SWCNTs im Vergleich zu doppelwandigen
DWCNTs und MWCNTSs den deutlichsten Effekt im MTT-Test hervorrufen.

Diese Beobachtung einer Interaktion und storenden Wirkung von Kohlenstoff im
Vitalitatstest wird auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben und bestatigt. So wurde
gezeigt, dass Carbon Black gangige Vitalitatstests (MTT, NeutralRot) verfélscht, indem
der Farbstoff am Kohlenstoff adsorbiert wird (Monteiro-Riviere and Inman, 2006). Isobe
et al. (2006) diskutieren in ihrer Arbeit sowohl die Moglichkeit der Adsorption zelluléar
wichtiger Proteine an Carbon Nanotubes, was letztlich zu einer ,falsch positiven*
Aussage flihren konnte, sowie die Mdglichkeit der Reduktion der kolorimetrischen
Messung von verschiedenen Vitalitatstests, wie dem MTT-Test, AlamarBlue-Test und der
Pl-Féarbung, durch Anwesenheit von Kohlenstoff Nanoréhren. Eine Studie von Casey et
al. (2007) untersuchte die Interaktionen von SWOCNTs mit Bestandteilen des
Zellkulturmediums und konnte dabei feststellen, dass es zu einer betréchtlichen
unspezifischen Adsorption verschiedener Proteine an Carbon Nanotubes kam, ohne dabei
den pH-Wert des Mediums zu verdndern. Diese unspezifische Adsorption von Proteinen
und Molekilen wird ebenfalls von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Collins and
Avouris, 2000; Kong et al., 2000; Shim et al., 2002). Auch Davoren et al. (2007) konnten
eine starke Interaktion von CNTs mit den Vitalitatsfarbstoffen in ihren Cytotoxizitats-
Experimenten beobachteten.

SchlielRlich wurde die u.a. hier beschriebene und mikroskopisch gezeigte Interaktion von
Kohlenstoff Nanoréhren mit dem MTT-Formazan Farbstoff in einer neuesten Studie von
Casey at al. (2007) auch spektroskopisch untersucht und nachgewiesen. Die Gruppe

untersuchte verschiedene Farbstoffe (CommassieBlue, AlamarBlue, NeutralRot, MTT,
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WST-1), die in gangigen Cytotoxizitatsstudien mit Carbon Nanotubes verwendet werden
und konnten beweisen, dass es mit allen verwendeten Farbstoffen zu Interaktionen mit
SWCNTs kommt, was letztlich im Testsystem zu einem ,,falsch positiven“ Ergebnis fiihrt.
Zusammengenommen bestatigen diese Ergebnisse, dass géngige Vitalitatstests nicht fur
die quantitative Toxizitatsuntersuchung von CNTs geeignet sind und daher alternative

Methoden dringend erfoderlich sind.

Neben den hier beschriebenen Interaktionen von Kohlenstoff Nanopartikeln mit
gebrduchlichen Vitalitétstests ist zudem beschrieben, dass MTT im zellfreien System
durch Ascorbinsaure (Vitamin C) zu Formazan reduziert werden kann. Retinol (Vitamin
A) katalysiert die Reaktion und fungiert dabei als Reduktase (Chakrabarti et al., 2000). In
einem solchen zellfreien Testsystem konnte in Abhangigkeit von Surfactants eine
Interaktion zwischen dem MTT-Formazan und unbehandelten SWCNTs festgestellt
werden (Belyanskaya et al., 2007). Weiterhin wurde gezeigt, dass nach Saure-Behandlung
der CNTs der MTT-Test alleine durch die Anwesenheit von SWCNT a.t, im Enzym- und
zellfreien System und in Abwesenheit von FCS im Medium aktiviert wird, was zu einem
»falsch negativen* Ergebnis fihren kann. Aber auch aus Silikon bestehende Mikropartikel
kdonnen den MTT-Test verfdlschen, indem es zu Redoxreaktionen an den Partikeln kommt
und es somit zu einer erhohten ,falsch negativen“ Aussage in Bezug zur Cytotoxizitat

dieser Partikeln kommen kann (Laaksonen et al., 2007).

Aufgrund der Ergebnisse aus den Vitalitatstests mit Kohlenstoff Nanordhren kann von
einem fehlenden bzw. sehr geringen akuten cytotoxischen Effekt bei Konzentrationen bis
zu 31,3 pg/cm? (50 pg/ml) und Inkubationszeiten bis zu 96h ausgegangen werden.
Allerdings konnte eine Interaktion der CNTs mit dem MTT-Formazan festgestellt werden,
was zu einem ,.falsch positiven* Ergebnis fiihrte. Eine Interaktion des MTT-Tests durch
CNTs kann aufgrund der vorliegenden Hinweise zum einen durch die Durchfihrung und
Methodik des Tests, dem Gebrauch von Surfactants sowie den verschiedenen CNT-Sorten
beeinflusst werden (Belyanskaya et al., 2007). Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass
gangige Testsysteme durch die Verwendung von Partikeln, insbesondere von
Nanopartikeln, verdndert und gestort werden kénnen und deshalb eine Uberpriifung der

Ergebnisse mit jeweils unterschiedlichen und unabh&ngigen Methoden unerlésslich ist.
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5.3.2 Keine Apoptose Induktion durch Kohlenstoff Nanordhren in

humanen Lungenepithelzellen

In Kenntnis der beschriebenen geringen akuten Cytotoxizitat der Carbon Nanotubes sollte
weiterhin zusatzlich auf maogliche frihe Anzeichen eines CNT-induzierten Einflusses auf
die Zellvitalitat geprift werden.

Bis zum heutigen Zeitpunkt werden drei Arten des Zelltodes beschrieben: der
programmierte Zelltod (Apoptose), die Nekrose und die Autophagie. Mit dem Anfarben
der Zellen mit Propidiumiodid (Abb. 4.5 (C)) konnte gezeigt werden, dass es nicht zu
einer Anhaufung nekrotischer Zellen nach Exposition mit Nanotubes gekommen ist.

Fir ultrafeines Carbon Black ist jedoch bekannt, das es apoptotisch auf
Lungenepithelzellen der Ratte wirkt (Sydlik et al., 2006).

Ahnlich wie bei der Zellvitalitit nach Carbon Nanotube Exposition werden in der
Literatur oft sehr widerspriichliche Ergebnisse fur eine pro-apoptotische Wirkung von
Carbon Nanotubes gezeigt. Einige Gruppen diskutieren eine erhebliche CNT-induzierte
Apoptosewirkung sowohl fur SWCNTs (Cui et al., 2005; Tian et al., 2006) als auch fur
MWCNTSs (Bottini et al., 2006; Ding et al., 2005), wahrend andere Gruppen keinerlei
apoptotische Mechanismen nach CNT-Exposition feststellen kénnen (Dumortier et al.,
2006; Fiorito et al., 2005; Ghibelli et al., 2005; Shvedova et al., 2005).

Die Inkubation von A549 Zellen mit 15,6 pg/cm?® (50 ug/ml) fuhrte jedoch in dieser
Studie zu keinem Zeitpunkt, weder nach SWCNT a.p., noch nach SWCNT a.t. Inkubation,
zu einer signifikanten Apoptose-Induktion (Abb. 4.7).

Die Ergebnisse der Annexin V Analyse zeigen somit, zusammen mit den Resultaten des
WST-1- und LDH-Tests sowie der Pl-Farbung wiederum eindeutig, dass die in dieser
Studie verwendeten Kohlenstoff Nanoréhren mit den verwendeten Konzentrationen und
Inkubationszeitraumen keinerlei akut toxische Wirkung aufweisen. Es konnte weder ein
nekrotischer noch apoptotischer Effekt in humanen Lungenepithelzellen nachgewiesen

werden.
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5.4 Geringer Einfluss von Kohlenstoff Nanordéhren auf das

Zellwachstumsverhalten

Die Ergebnisse zur Cytotoxizitat belegen klar, dass die verwendeten CNT-Materialien
keine akut cytotoxische Wirkung auf Lungenzellen ausiiben, da weder ein Einfluss auf die
Zellmembranintegritat mittels Apoptose oder nekrotischer Mechanismen, noch eine
Beeintrachtigung der Mitochondrien festgestellt werden konnte. Allerdings blieb unklar,
ob andere zellphysiologisch relevante Parameter beeinflusst werden und in welcher
Weise.

Es wurde gezeigt, dass Ultrafeinpartikel (UFP) und insbesondere deren
Metallverunreinigungen ~ zu  einer  Inhibierung  der  Zellproliferation  von
Lungenepithelzellen flihren konnen (Okeson et al., 2003). Dieser Effekt konnte jedoch in
der vorliegenden Studie mit Carbon Nanotubes nicht bestatigt werden. Die Behandlung
der Zellen mit CNTs fihrte zu keiner Beeintrdchtigung der Wachstumsrate sowohl im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als auch innerhalb der verschiedenen CNT-Sorten
(Abb. 4.8). Im Gegenteil konnte sogar eine leichte Wachstumssteigerung einiger CNT-
inkubierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen festgestellt werden, welche nach

24h sichtbar wurde und sich im Verlauf der Inkubation von drei Tagen weiter auspragte.

Neben der Uberpriifung der Wachstumsrate von CNT-inkubierten A549 Zellen wurde
auch die DNA-Neusyntheserate kontrolliert. Die Ergebnisse waren konform mit dem
Wachstumsverhalten, denn es kam zu keiner Beeintrdchtigung der DNA-Syntheserate,
was sich in einer unveranderten Proliferationsrate von CNT-behandelten A549 Zellen in
einem Zeitraum von drei Tagen wiederspiegelte. Lediglich eine geringe Erhéhung der
DNA-Synthese in SWCNT a.p.- und SWCNT a.t.-behandelten Zellen konnte auch hier
gemessen werden (Abb. 4.9).

Fur ultrafeines Carbon Black wurde bereits eine proliferative Wirkung auf
Lungenepithelzellen der Ratte beschrieben (Sydlik et al., 2006). Fir Carbon Nanotubes
scheint es verschiedene Faktoren zu geben, die sowohl einen, wie hier gezeigten, geringen
Proliferations-fordernden Einfluss (Garibaldi et al., 2006; Kam and Dai, 2005) als auch
anti-proliferative Effekte hervorrufen konnen (Cui et al., 2005). Die Modifizierung der

CNT-Oberflache kdnnte dabei einen entscheidenen Einfluss ausiben.
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Neben dem reinen zellphysiologischen Wohlbefinden der Zellen sind funktionelle
Mechanismen vor allem im Entziindungsgeschehen von groflem Interesse, wenn es um die
Betrachtung von Nanopartikeln und ihren biologischen Wirkungen geht (Chou et al.,
2008; Li et al., 2007; Mitchell et al., 2007; Shvedova et al., 2005) und soll im Folgenden

betrachtet werden.

5.5 Oxidativer Stress — ein bedeutender Faktor in der Carbon

Nanotube-induzierten Toxizitat

Unter normalen Umstanden flhrt die oxidative Phosphorylierung der Energiegewinnung
in den Mitochondrien sowie wahrend der zelluldren Immunantwort immer zu einer
geringen Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche durch anti-oxidative
Mechanismen, z.B. Glutathion (GSH) oder anti-oxidative Enzyme (z.B. HO-1),
neutralisiert werden, so dass es zu keinem Ungleichgewicht und somit zu Oxidativem
Stress kommen kann.

Geht die ROS-Bildung aber auf unphysiologische Einflusse zuriick und Uberschreitet
bestimmte Grenzen, so kann diese zur Aktivierung und schlieBlich zur Transkription einer
Reihe von pro-inflammatorischen Mediatoren, wie z.B. Chemokinen (IL-8), Cytokinen
(TNF-a) und verschiedenen Enzymen (COX-2, iNOS) fihren, die direkt oder indirekt
Oxidativen Stress verstarken. Haufig geht der Entzindung in einem Gewebe, die
Schédigung einzelner Zellen durch Oxidativen Stress voraus (Castranova, 2004; Dick et
al., 2003; Eiserich et al., 1998; Fubini and Hubbard, 2003; Rahman, 2002).

Eine der krankheitsauslésenden Eigenschaften von Partikeln ist ihre Fé&higkeit,
Radikalbildung zu vermitteln, intrazellular Oxidativen Stress auszulésen und die
Aktivierung von Redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren, z.B. NFxB und MAPK
einzuleiten (Hiura et al., 1999; Li et al., 2003; Volkel et al., 2003). Partikel-induzierter
Oxidativer Stress kann entweder aufgrund katalytischer Reaktivitat der Partikeloberflache
erfolgen, nach Stimulierung von Zellen oder durch ein Zusammenspiel beider Faktoren
entstehen. Dabei konnte ein fur Nanopartikel typisches Profil ermittelt werden, welches
zeigt, dass es einen deutlichen Zusammenhang zwischen der GroRe, der Oberflache und
der F&higkeit Oxidativen Stress zu induzieren, gibt (Brown et al., 2001; Donaldson et al.,
2004; Koike and Kobayashi, 2006; Nel et al., 2006; Oberdorster et al., 2005). Durch Stone
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et al. (2000) wurde die Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies als Teil der zelluldren
inflammatorischen Antwort durch ultrafeines Carbon Black (14 nm) gezeigt, welches eine
hohere Stress Antwort auslost als die gleiche Masse an feinem Carbon Black (260 nm).
Die Zunahme der Oberflache bestimmt die potentielle Anzahl an reaktiven Gruppen,
welche angelagert werden konnen. Dies kann wiederum eine Verdnderung der
Partikeleigenschaft und des oxidativen Potentials zur Folge haben. Metalle kénnen diesen
Effekt sogar noch verstérken.

Die Stellen, die im menschlichen Organismus mit Nanopartikeln in Beriihrung kommen, sind
in erster Linie die Epithelien des Atemtraktes, des Gastrointestinaltraktes und der Haut. Dort
waren hauptsachlich die Auswirkungen von Radikalen (Lipidperoxidation, DNA-
Strangbriiche, Entziindungen) zu erwarten.

In der Literatur sind verschiedene Hinweise auf eine Induktion reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffspezies nach Partikelaufnahme, z.B. von Rul} (Hiura et al., 1999) beschrieben. Auch
bei Partikeln mit faserartigen Strukturen, wie dies die Nanorohren aufweisen, ist ebenfalls
Oxidativer Stress beobachtet worden. Martin et al. (1997) untersuchten die Bildung freier
Radikale von Alveolarmakrophagen der Ratte nach Inhalation von Asbestfasern und
beobachteten DNA-Schaden und Entziindungsvorgénge. Vergleichbare Wirkungen in der
Radikal-Bildung konnten auch in den hier verwendeten humanen Lungenzellen durch CNTs
ausgelost werden (Abb. 4.10 (A)).

Der Nachweis von unspezifischen intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies erfolgte
mithilfe von 2’,7°-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (H,DCF-DA). In Gegenwart von
ROS, wie z.B. Peroxidase/H,0,, *OH, <O, wird der Farbstoff in das fluoreszierende DCF
umgewandelt.

Auffallend bei dem Ergebnis der CNT-induzierten ROS war, dass es zu deutlichen
Unterschieden in der ROS-Freisetzung im Vergleich der verschiedenen CNT-Materialien
kam (Abb. 4.10 (A)). Nur diejenigen Zellen, die mit den verunreinigten NT-1 und
SWCNT a.p. inkubiert waren, wiesen nach 24h-Inkubation eine ann&hernd dosis-
abhangige Erhohung der gemessenen ROS-Freisetzung auf, die bis auf das Funffache der
unbehandelten Kontrolle anstieg und vergleichbar mit der Carbon Black Positivkontrolle
war. Eine Behandlung der Zellen mit den aufgereinigtetn SWCNT a.t. und den
funktionalisierten fSWCNT fihrte jedoch tberraschenderweise zu keinerlei ROS-Bildung.
Diese Beobachtung der CNT-induzierten ROS-Induktion konnte ebenfalls in der
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Endothel-&hnlichen Zelllinie ECV304 gezeigt werden und wurde aulRerdem fir

Alveolarmakrophagen der Ratte beschrieben (Pulskamp et al., 2007).

In einer Studie von Sharma et al. (2007) konnte in Epithelzellen der Ratte festgestellt
werden, dass der SWCNT-induzierte Oxidative Stress durch anti-oxidativ wirkende
Substanzen, z.B. N-acetyl-L-cystein (NAC) vermindert werden kann. Diese Beobachtung
konnte auch mit den verwendeten CNTs bestédtigt werden. Die CNT-induzierte ROS-
Freisetzung konnte auch in den hier untersuchten Zellen durch Zugabe von NAC reduziert
werden. Allerdings zeigten wiederum die aufgereinigten SWCNT a.t. keinerlei Effekt auf
die intrazellulére Bildung von ROS (Abb. 4.10 (B)).

Der nachgewiesene Unterschied in der Induktion von ROS-Bildung durch die
verschiedenen CNT-Fraktionen legte nahe, dass die enthaltenen Verunreinigungen einen
wesentlichen Anteil an dieser Wirkung haben koénnen. Alle gédngigen Synthesemethoden
zur Herstellung von Kohlenstoff Nanoréhren resultieren neben dem Carbon Nanotube
Produkt in einer Reihe von Verunreinigungen, z.B. amorpher Kohlenstoff und Metalle,
welche als Katalysatoren fur die Induktion von Oxidativem Stress dienen koénnten
(Donaldson et al., 2006; Halliwell, 1996).

5.5.1 CNT-Verunreinigungen als Ausloéser des Oxidativen Stresses —
indirekte CNT-Toxizitat?

Physikalisch-chemische Eigenschaften von Nanopartikeln, insbesondere die chemische
Zusammensetzung sowie die katalytische Aktivitat bestimmen die Fahigkeit, ROS zu
induzieren (Limbach et al., 2007; Xia et al., 2006). Arbeitsplatzbezogene Studien konnten
schon frih die Metalltoxizitat von lungengéngigen Partikeln, wie z.B. Kupfer, Vanadium,
Nickel und Eisen zeigen (Dye et al., 1999; Mattson and Guidotti, 1980; Rastogi et al.,
1992). Von Metallen wie Fe, Ni und Cu ist aulerdem bekannt, dass sie ROS-Bildung
durch Fenton-&hnliche Reaktionen und somit intrazellularen Oxidativen Stress ausldsen
bzw. verstarken konnen (Diabaté et al., 2002; Vdlkel et al., 2003), der entweder Uber
einen direkten oder indirekten, extrazellularen Weg verldauft. Die Redox-Eigenschaften
von Eisen machen es somit besonders bei der Produktion und dem Metabolismus von

freien Sauerstoffradikalen bedeutsam. In der Industrie wurde die arbeitsplatzbezogene
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Exposition mit eisenhaltigem Material mit einem erhdhten Risiko fur Infektions- und
Entzindungskrankheiten (Simonart et al., 2000) sowie fiir Lungenkrebs in Verbindung
gebracht (Boyd et al., 1970).

Die in dieser Arbeit verwendeten Nanotubes enthielten geringe prozentuale Anteile von
Ubergangsmetallen (Fe, Ni, Co), die ebenfalls einen Einfluss auf die Bildung von Oxidativem
Stress ausuben konnten (Diabaté et al., 2002; Dreher et al., 2004; Vélkel et al., 2003; Wilson
et al.,, 2002). Laut chemischer Analyse (Tab. 3.3) enthielt z.B. die Sorte NT-1 0,009
Gewichts-% Eisen (Fe), 2,8 Gewichts-% Kobalt und sogar 4,2 Gewichts-% Molybdén. Eisen
kann, wie oben beschrieben, Uber eine Fenton-Reaktion Sauerstoff-Radikale erzeugen.
Shvedova et al. (2003) untersuchten den Einfluss von SWCNTs auf zellularer Ebene in
menschlichen Keratinozyten. Nach 18h Inkubation wurden reaktive Sauerstoffspezies und ein
allgemeiner Verlust anti-oxidativer Reserven, wie z.B. Vitamin E gemessen. Die im
Experiment von Shvedova et al. untersuchten SWCNTs enthielten allerdings bis zu 30

Gewichts% Eisen-Anteil.

Aufgrund der Unterschiede in der ROS-Induktion durch die verschiedenen Carbon
Nanotube Materialien wurde weiterhin Gberprift, ob auch zeitliche Differenzen in der
ROS-Freisetzung durch diese Besonderheiten hervorgerufen werden. Hierfiir wurden
wiederum A549 Zellen zum einen fur 10 Minuten, zum anderen fir 24 Stunden mit
31,3 ug/cm? (50 pg/ml) Nanotubes inkubiert und die reaktiven Sauerstoffspezies mithilfe
der Umwandlung des H,DCF-DA in den Fluoreszenzfarbstoff DCF quantitativ bestimmt.
Die Abbildung 4.11 zeigt, dass es tatsdchlich auch zu zeitlichen Unterschieden nach
Kurzzeit (10min)- und Langzeitinkubation (24h) innerhalb der verschiedenen Kohlenstoff
Nanoréhren kam. Die Sé&ure-behandelten SWCNT a.t.,, die frei von amorphen
Kohlenstoffresten sind und nur einen geringen Anteil an Metallverunreinigungen (1,3
Gewichts-% Kobalt und 1,2 Gewichts-% Nickel) besitzen, zeigten weder nach Langzeit
(24h) noch nach Kurzzeitexposition (10min) der Zellen eine ROS-Induktion. Die DMF-
aufgereinigten SWCNT a.p. sind frei von amorphem Kohlenstoff, besitzen aber noch
einen hohen Anteil an Metallverunreinigung (4,3 Gewichts-% Nickel und Kobalt) und
induzierten eine signifikante Bildung von ROS nach 24 Stunden, nicht aber nach 10
Minuten Inkubation. Dies zeigten nur die Zellen, die sowohl mit verschiedenen Metallen,
als auch mit amorphem Kohlenstoff verunreinigten NT-1 behandelt wurden (siehe Tabelle

3.3). Dies war ein starker Hinweis darauf, dass die einzelnen Komponenten der CNT-
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Verunreinigungen fur die hier dargestellten Unterschiede in der ROS-Freisetzung

verantwortlich sind.

Eine Behandlung der Nanotubes mit Dimethylformamide (DMF) wird in der Aufreinigung
von Kohlenstoff Nanoréhren nach der Synthese h&ufig verwendet, um insbesondere
amorphen Kohlenstoff von den intakten CNTs herauszulésen (Hennrich et al., 2003).
Entsprechend wurden die hier verwendeten NT-1 ebenso mit DMF behandelt und die
entstehenden NT-1 DMF Nanotubes auf ihre Fahigkeit, ROS zu induzieren, getestet.

Nach erfolgter DMF-Behandlung der NT-1 wurde das aufgereinigte NT-1 DMF Produkt
mithilfe der TEM-Analyse charakterisiert und mit dem urspringlichen NT-1 Material
verglichen. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Behandlung mit
Dimethylformamide tatsachlich zu einer Reduktion der Verunreinigung mit amorphem
Kohlenstoff gefihrt hat. Im Vergleich zum Rohprodukt NT-1 treten die NT-1 DMF nun
deutlicher und vereinzelter hervor und weisen optisch eine geringere Verunreinigung auf.
Allerdings konnte auch eine erhohte Anzahl an CNT-Bruchstiicken festgestellt werden,
die vermutlich auf die Durchfihrung dieser Aufreinigung zuruckzufihren sind. Diese
unabsichtlichen Verénderungen konnten zu weiteren Abweichungen in der zellularen
Reaktion fihren und missen ebenso beriicksichtigt werden. Reste von DMF im Material
konnte z.B. auch zu einer héheren Loslichkeit der NT-1 DMF fiihren (Georgakilas et al.,
2002).

Zur Uberpriifung des Potentials der DMF-behandelten NT-1 (NT-1 DMF), Oxidativen
Stress zu erzeugen, wurden wiederum A549 Zellen sowohl fir 10 Minuten, als auch fur 24
Stunden mit 31,3 pg/cm? (50 pg/ml) NT-1 DMF behandelt und die Reaktion der ROS-
Freisetzung mit den ubrigen CNTs verglichen (Abb. 4.13).

Tatsdchlich zeigten die NT-1 DMF Nanordhren nur noch nach 24h eine ROS-Bildung,
welche mit den Ergebnissen von NT-1 und SWCNT a.p. vergleichbar war. Die kurzfristig
ausgeléste ROS-Induktion nach 10 Minuten konnte jedoch durch das Herauslosen des
amorphen Kohlenstoffs verhindert werden (Pulskamp et al., 2007).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass unterschiedliche CNT-Materialien und deren
Synthese-bedingte Verunreinigungen tatséchlich eine bedeutende Rolle in der Toxizitat
von Carbon Nanotubes spielen und daher néher untersucht werden mussen.

Wie schon beim MTT-Test, wurden in jlngerer Vergangenheit Stimmen laut, dass die
Testverfahren zum Nachweis von ROS nicht immer verl&sslich sind (Bonini et al., 2006;
Rota et al.,, 1999). Wichtige Kritikpunkte sind zum einen der Verdacht der
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Selbstamplifikation des DCF-Tests aufgrund der Disproportionierung von <O, zu H,0,,
was in Anwesenheit von Peroxidasen wiederum mehr H,DCF-DA zu DCF umwandelt,
sowie zum anderen der fragwurdige Nachweis von O, mithilfe dieses Tests. Aus diesem
Grund wurde der mit dem DCF-Test nachgewiesene verzogerte ,oxidative burst* in
humanen Lungenepithelzellen (A549) mithilfe zweier weiterer Methoden Uberpriift.

In Gegenwart von Peroxynitrit (ONOQO?) wird der Farbstoff Dihydrorhodaminel123 (DHR)
zum Fluoreszenzfarbstoff Rhodaminl123 oxidiert und kann direkt gemessen und
quantifiziert werden. In Gegenwart von Superoxidanion (*O;’) kann es mit NO zur
irreversiblen Bildung von Peroxynitrit (ONOQO") kommen, welches u.a. Lipidperoxidation
hervorrufen kann (Ho et al., 2002). Peroxynitrit (ONOOQO") reagiert mit Tyrosinresten und
es kommt zur Produktion von Nitrotyrosin, welches u.a. mit der Zerstérung des
Cytoskeletts, der Inhibierung mitochondrialer Enzyme und Tumor-Promotion in
Verbindung gebracht wird (Eiserich et al., 1998). Auch bei Asthma-Patienten wurde eine
erhohte Peroxynitrit Ausschiittung beobachtet (Saleh et al., 1998).

Dieser Test ergab, dass lediglich das NT-1 Produkt sowohl nach Kurzzeit (10min)- als
auch nach Langzeitinkubation eine ONOO" Bildung ausléste. Wie schon mittels des DCF-
Tests gezeigt, konnte auch hier zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Reaktion nach
SWCNT a.t Inkubation beobachtet werden (Abb. 4.14).

Der Nachweis eines weiteren reaktiven Sauerstoffradikals, dem Superoxidanion (¢O3), als
Teil der ROS-Induktion und des daraus resultierenden Oxidativen Stresses, wurde
fluoreszenzmikroskopisch iber die Fluoreszenzentstehung durch DHE-Oxidation
durchgefiihrt. Diese Methode belegte, dass nur CNTs mit einem hohen
Verunreinigungsanteil (Metalle und amorpher Kohlenstoff) (NT-1) die intrazelluldre
Freisetzung des Superoxidanions nach 10 Minuten und 24h induzieren kénnen. Nach
Entfernen des amorphen Kohlenstoffs (NT-1 DMF) kann der kurzfristig ausgel6ste
Stimulus der <O,-Freisetzung verhindert werden. Die Eliminierung der Metall-
Verunreinigungen sowie des amorphen Kohlenstoffs in den S&ure-behandelten CNTs
(SWCNT a.t.) verhinderte génzlich den ,oxidativen burst“, unabhdangig von der
Inkubationszeit (Abb. 4.15).

Fir ultrafeine Partikel mit Ubergangsmetallen bzw. Carbon Black wurde beschrieben,
dass es auch im zellfreien System zu einer ROS-Bildung kommen kann (Brown et al.,
2001; Stone et al., 2000; Wilson et al., 2002). Der Zusammenhang zwischen der Grolie

von Partikeln und ihrer Oberflache wird besonders bei Nanopartikeln deutlich, deren
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Oberflache sich mit abnehmendem Durchmesser enorm vervielfacht. Die Oberflache ist
zum Teil fiur die groRe Partikelreaktivitdat, insbesondere Redox-Reaktivitat, der
Nanopartikel verantwortlich (Koike and Kobayashi, 2006).

Tatséchlich konnte auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass CNTs direkt,
auch ohne zellulare Mechanismen, in Abhangigkeit der Art und Menge ihrer
Verunreinigungen dosis-abhangig reaktive Sauerstoffspezies generieren konnen (vgl. Abb.
4.16). Dies belegt, dass Carbon Nanotubes, ohne zusatzliche zellulare Mechanismen
schon fir einen groflen Anteil der gemessenen ROS verantwortlich sein kdnnten. Dass
hierbei wiederum die Verunreinigungen der CNTs eine grofRe Rolle spielen, zeigt sich in
der hier wiederholt gezeigten fehlenden ROS-Bildung durch die aufgereinigten SWCNT

a.t.

Aufgrund der Resultate zur CNT-induzierten ROS-Induktion kann den einzelnen
Komponenten der Verunreinigungen von Carbon Nanotubes eine bedeutende Rolle in der
potentiellen CNT-Toxizitat zugesprochen werden und muss bei der Uberpriifung weiterer
toxikologischer Endpunkte berticksichtigt werden. Die mithilfe des DCF-Tests gewonnen
Daten der CNT-induzierten ROS-Freisetzung konnten durch weitere Testsysteme bestéatigt
werden und stehen weitestgehend im Einklang mit den Daten aus der Literatur. Kagan et
al. (2006) konnten zwar weder mit unaufgereingten noch mit Saure-behandelten SWCNTSs
intrazelluldren Oxidativen Stress in murinen Makrophagen messen, dennoch wurden
intrazellulare anti-oxidative Systeme (GSH) aktiviert, wobei der Gehalt an
Metallverunreinigung hier ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Kagan und
seine Kollegen schlielen daraus, dass CNTs, aufgrund ihrer Metallverunreinigungen,
indirekt Oxidativen Stress auslésen konnen. Ebenso wurde eine fehlende NO-
Ausschittung in Makrophagen nach Inkubation mit S&ure-behandelten SWCNTSs berichtet
(Fiorito et al., 2005; Shvedova et al., 2005). Die Schlussfolgerung daraus war, dass
aufgereinigte CNT-Materialien ohne Metallkatalysatoren oder Graphitverunreinigungen
kein potentielles inflammatorisches Potential besitzen. Auch Tian et al. (2006) berichten
von einer fehlenden ROS-Freisetzung bzw. Oxidativem Stress nach Exposition mit
aufgereinigten CNTSs.

Fir die Ursachen in der ROS/RNS-Bildung missen die verschiedenen Eigenschaften der
Partikel berucksichtigt werden. Dazu zahlen die Oberflache, die Reaktivitatseigenschaften
der Oberfléache und die Anzahl der Partikel, sowie die chemische Zusammensetzung (Dick

et al., 2003). Daraus folgt, dass die Toxizitat von Kohlenstoff Nanomaterialien nur in
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Verbindung mit den physikalisch-chemischen Eigenschaften des Materials verstanden
werden kann.

Gharbi et al. (2005) konnten sogar zum ersten Mal zeigen, dass eine Vorbehandlung mit
Ceo Fullerenen sich anti-oxidativ auf die Leber von Ratten auswirkt. Ahnliche
Beobachtungen sind auch fir MWCNTSs nach Saure-Behandlung beschrieben, die keine
Freisetzung freier Sauerstoffradikale zeigen, sondern vermutlich vorhandene Radikale
abfangen konnen, indem sie an die funktionalisierten AuBenwénde gebunden werden
(Fenoglio et al., 2006).

5.5.2 Die Freisetzung von ROS geht ohne Verlust des MMP einher —

keine Beteiligung der Mitochondrien?

Aus der Literatur gibt es Hinweise, dass UFP Mitochondrien schadigen kénnen, indem sie
Oxidativen Stress auslosen oder die Organellen durch direkten Kontakt beeintrachtigen
(Li et al., 2003). Die Ursachen hierfir kdnnen laut Li et al. Ultrafeinstdube sein, die sich
in Mitochondrien ablagern und vor Ort Oxidativen Stress induzieren, was letztlich zu
Schaden flhrt. Sie diskutieren die Mdoglichkeit, dass durch die Bildung von ROS die
mitochondriale Membran geschadigt wird und somit die Partikel in das Organell
eindringen konnen. Eine andere Madglichkeit besteht darin, dass aufgrund der geringen
Grole dieser Partikel der Durchtritt in die Mitochondrien generell méglich sei, wodurch
ebenfalls Oxidativer Stress erzeugt wird, welcher die innere Mitochondrienmembran und
somit das Mitochondriale Membranpotential (MMP) schédigen kann. Die Depolarisation
der mitochondrialen Membran ist normalerweise das Resultat einer reduzierten Membran
Permeabilitat, dem Offnen der Permeabilititsporen und als Folge die Aktivierung von
nekrotischen oder apoptotischen Signalwegen.

Nanopartikel verschiedenster GroRe und chemischer Zusammensetzung wurden laut
Literatur in den Mitochondrien gefunden und induzieren dort Schaden, welche letztlich
zum Verlust des MMP fuhren (Li et al., 2003; Long et al., 2006; Long et al., 2007). Auch
eine Silber-Nanopartikel Exposition von Rattenhepatocyten fiihrte dosisabhangig zum
Anstieg von ROS und Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (Hussain et al.,
2005). Strukturelle sowie mitochondriale DNA-Schdden, sind ebenfalls nach Expositionen

mesothelialer Zellen mit Asbestfasern beschrieben, welche aufgrund von Akkumulation in
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Mitochondrien oder indirekt aufgrund ihrer Metallverunreinigungen und dem dadurch

induzierten Oxidativen Stress die Schadigung hervorrufen (Shukla et al., 2003).

Obwohl die hier verwendeten CNTs nicht in Mitochondrien gefunden wurden, aber
verunreinigte Nanotubes eindeutig die Fahigkeit besitzen, Oxidativen Stress zu
induzieren, sollte daraufhin der Effekt der freigesetzten Radikale auf die Mitochondrien
uberprift werden.

Die erzielten Ergebnisse beweisen jedoch, dass es zu keinem Zeitpunkt der Inkubation mit
CNTs, weder nach NT-1-, noch nach SWCNT a.t.-Behandlung, zu einem Abfall des MMP
in A549 Zellen gekommen ist, was wiederum eine fehlende Depolarisation bzw.
Schadigung der mitochondrialen Membranintegritat durch Carbon Nanotubes bzw. der
ROS-Freisetzung vermuten ldsst. Die Art und Menge der unterschiedlichen CNT
Verunreinigungen wiesen somit keinen Einfluss auf das MMP der Zellen in einem

Zeitraum von bis zu vier Tagen auf (Abb. 4.17; 18).

5.6 CNT- Wechselwirkungen mit inflammatorischen Signalwegen
— die NFxB-Aktivierung

Eine Entziindungsreaktion wird durch eine Reihe von intrazelluldren und extrazellularen
Signalen kontrolliert und gesteuert. Bestandteil dieser pro-inflammatorischen Signale sind
Cytokine, die von Immunzellen ausgeschittet werden und auto-, para- und endokrin
wirken konnen.

Pro-inflammatorische Effekte in Form von IL-8, IL-1 und TNF-o Ausschittung in
humanen Endothelzellen und Makrophagen wurden auch nach Nanopartikelexposition
(Co, SiOy, TiO,) beschrieben (Lucarelli et al., 2004; Peters et al., 2004). Verschiedene
Studien mit Fullerenen konnten auBerdem nachweisen, dass die Exposition von
Makrophagen zu einer Erhdhung der Cytokinkonzentration (TNF-o, IL-6, IL-8) flhrt
(Adelmann et al., 1994).

Fur die Exposition mit Kohlenstoff Nanordhren sind zum Teil sehr unterschiedliche
Ergebnisse beziiglich ihres inflammatorischen Potentials bekannt. Eine erhohte 1L-8
Ausschittung in humanen Keratinocyten nach Inkubation mit unmodifizierten MWCNTS

wurde zum Beispiel beschrieben (Monteiro-Riviere et al., 2005), wéahrend Murr et al.
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(2005) keine Induktion von IL-10 und IL-12 in Makrophagen nach SWCNT Stimulation
feststellen konnten. TNF-a, das bekannt flr seine pathologische Wirkung in Partikel-
induzierten Entziindungen ist, konnte in Makrophagen nach Inkubation mit MWCNT
Bruchstiicken nachgewiesen werden (Muller et al., 2005). Intakte MWCNTSs hingegen
hatten nur einen sehr geringen Effekt auf die inflammatorische Antwort. Ebenfalls eine
geringe Freisetzung von TNF-a wurde in murinen Makrophagen (Shvedova et al., 2005)
sowie in Alveolarmakrophagen der Ratte (Pulskamp et al., 2007) nach Exposition mit
SWCNTs und MWCNTSs festgestellt. Funktionalisierte SWCNTs induzieren geringe
Mengen an IL-6 und IL-8 Freisetzung in humanen Kernatinocyten, die sogar noch héher
liegen konnten, aber aufgrund der Proteinadsorption an der Oberfldche von CNTs evtl.
abgefangen werden (Zhang et al., 2007). Unspezifische Adsorption von Proteinen und
Molekilen an CNTs ist mehrfach beschrieben und konnte die Messung von pro-
inflammatorischen Mediatoren verfalschen (Collins and Avouris, 2000; Salvador-Morales
et al., 2006; Shim et al., 2002; Wong et al., 1998).

Shukla et al. (2000) beschreiben in ihren Studien, dass nach Inhalation von PM;5s in
Lungenzellen von Ma&usen eine erhOhte Genexpression von NFkB-abhangigen pro-
inflammatorischen Mediatoren sowie Cytokinen nachgewiesen wurde. Weiterhin konnte
die Gruppe einen Zusammenhang zwischen dem oxidativen Potential der Partikel und der
NFkB-Aktivierung feststellen. In dhnlicher Weise kénnten CNTs die inflammatorische
Antwort und Cytokin-Ausschittung beeinflussen, um so Entziindungsmechanismen
einzuleiten, zu verdndern oder sogar zu verstarken. Ding et al. (2005) und Sarkar et al.
(2007) konnten ebenfalls durch eine Genexpressionsanalyse dokumentieren, dass eine
Vielzahl von inflammatorischen- und Stress-induzierten-Genen nach Inkubation mit
MWCNTs bzw. SWCNTs hochreguliert werden. Eine mdogliche Schlussfolgerung dabei
ist, dass CNTs aufgrund ihrer Dimension eine &hnliche zelluldare Antwort wie bei einer
Virusinfektion hervorrufen kdnnen, da ein ganz ahnliches Expressionsmuster beobachtet
werden konnte. AulRerdem gibt es einige Hinweise darauf, dass Metalle, z.B. Vanadium
und Chrom in nicht cytotoxischen Konzentrationen, Einfluss auf die Aktivitat von NFxB
haben konnten (Chen et al., 2001; Kaltreider et al., 1999). Auch von einer p65
Translokation in vitro und in vivo in Ratten nach Asbestinhalation ist berichtet worden
(Janssen et al., 1997).

In Kenntnis der vorliegenden Ergebnisse und Hinweise aus der Literatur wurde der NF«kB-

Weg in dieser Arbeit naher untersucht. Hierzu erfolgte mithilfe des Western Blots
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zunachst die Uberprifung einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB ber dessen
Translokation in den Kern. Fir die folgende Versuchsreihe wurden Endothel-&dhnliche
Zellen, die ECV304, verwendet, da A549 Zellen im unstimulierten Zustand ein hohes
basales Level von p65 im Kern aufweisen und deshalb fur diese Versuchsreihe ungeeignet
sind (Chen et al., 2004; Malhotra et al., 2001).

Die Partikel-behandelten Zellen, unabhéngig vom jeweiligen verwendeten Material, Art
und Menge der Verunreinigung, weisen im Cytosol eine leichte, aber stetige Abnahme der
p65 Konzentration auf (Abb. 4.19). Gleichzeitig kann man ab dem 1h bzw. 2h Zeitpunkt
eine Zunahme von p65 im Kern, ebenfalls unabhdngig von den eingesetzten Partikeln,
erkennen. Im Vergleich zu den NT-1 und CB14 behandelten Zellen wiesen die
aufgereinigten SWCNT a.t. behandelten Zellen jedoch nur einen sehr geringflgigen
Anstieg von p65 im Kern auf, was darauf hindeutet, dass es unterschiedliche
Mechanismen in der Aktivierung von p65 fir die verschiedenen Materialien geben kann.
Die Exposition von humanen Keratinocyten mit SWCNTSs fihrte in der Studie von Manna
et al. (2005) ebenfalls zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB nach nur zwei
Stunden. Die nachfolgenden Untersuchungen ergaben weiterhin, dass diese Aktivierung
aufgrund von Signalkaskaden geschieht, die sowohl MAPK als auch die Aktivierung des
IxB Komplexes beinhaltet. Auch in einer murinen Makrophagen Zelllinie konnte nach 24h
SWCNT-Inkubation eine deutliche Translokation von NFkB beobachtet werden (Chou et
al., 2008).

NFxB ist ein Redox-sensitiver Transkriptionsfaktor, der durch verschiedene oxidative
Stimulanzien aktiviert werden kann. Eine Studie von Rahman et al. (2002) ergab, dass
ROS sowie TNF-a zu einer Aktivierung von NFkB mit anschlieRender IL-8 Induktion in
Lungenepithelzellen  fihren. Oxidativer Stress fiihrte somit zu einer pro-
inflammatorischen Zellantwort. Auch fiir Endothelzellen ist bekannt, dass eine NF«kB
Translokation in den Kern zum Teil von ROS abhéngig ist (Chan and Murphy, 2003).

Die bisherigen Resultate belegen eindeutig, dass Kohlenstoff Nanoréhren reaktive
Sauerstoffspezies induzieren kénnen und somit zu erhéhtem Oxidativen Stress beitragen.
Die Art und Menge der Verunreinigungen spielen dabei eine wichtige Rolle und fuhren
u.a. zu quantitativen als auch zu zeitlichen Unterschieden in der gemessenen ROS-
Freisetzung. Weiterhin wurde festgestellt, dass sowohl NT-1 als auch SWCNT a.t. eine
zunehmende Translokation der NFkB Untereinheit p65 in den Kern bewirken. Ein

wichtiger Teil der nachfolgenden Untersuchung bestand in der Analyse der CNT-
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induzierten NFxB Aktivierung, in Abhé&ngigkeit der Fahigkeit Oxidativen Stress zu
induzieren. Dabei kdnnten wiederum die unterschiedlichen Verunreinigungen eine groRe
Rolle spielen. Zhou et al. (2003) konnten in ihren Studien mit Ratten feststellen, dass die
alleinige Exposition durch Inhalation mit Rul oder ultrafeinen Eisenpartikeln zu keinen
respiratorischen Effekten fuhrte, jedoch induzierte die gleichzeitige Verwendung dieser
beiden Komponenten als Gemisch eine signifikant erhohte ROS-Freisetzung, eine
Erhéhung von IL-1B, Cytochrom P450 sowie eine Aktivierung von NFxB. Diese

Ergebnisse lassen eine synergistische Wirkung von Ru und Metallpartikeln vermuten.

Die durch NT-1 induzierte Translokation des NFxB konnte zum einen durch NAC
erheblich reduziert werden, wahrend die gleichzeitige Zugabe von H,0, die Aktivierung
verstarkte (Abb. 4.21). Diese Beobachtungen unterstiitzen die Vermutungen, dass ROS bei
der NT-1-induzierten Aktivierung des NFxB-Signalweges eine bedeutende Rolle spielen.

Die Inkubation der Zellen mit SWCNT a.t. fuhrte ebenfalls wie zuvor beschrieben zu
einer geringen p65 Translokation, die jedoch durch Co-Inkubation mit dem Antioxidanz
NAC nicht reduziert werden konnte, wahrend die Stimulierung mit H,O; erneut eine
erhohte Translokation zur Folge hatte. Dies lasst wiederum darauf schlieen, dass es
neben der ROS-abhangigen NFxB-Aktivierung noch weitere Mechanismen der CNT-

induzierten p65 Translokation geben muss.

Auch die Exposition humaner Lungenzellen mit UFP flhrt zu einer Aktivierung von
NFxB, welche durch Zugabe von Antioxidantien und Metallchelatoren verringert werden
kann (Chung et al., 2007; Dye et al., 1999; Kennedy et al., 1998; Manna et al., 2006;
Quay et al., 1998). Diese Beobachtungen unterstiitzen die hier dargestellten Ergebnisse
einer CNT-induzierten NFxB-Aktivierung, welche von der Fahigkeit der Kohlenstoff
Nanorohren, reaktive Sauerstoffspezies zu induzieren, abhéngt.

In der Literatur finden sich einige Hinweise auf eine ROS-induzierte NFxB Aktivierung.
So stellen Ryan et al. (2004) fest, dass Oxidativer Stress in den NFxB Signalweg
eingreifen kann, und dass vermutlich H,O, direkt IxB Kinasen durch Phosphorylierung
aktiviert werden (Kamata et al., 2002). Ein weiterer Hinweis, dass ROS die NFxB-
Aktivierung Uber vorgeschaltete Kinasen induzieren kdnnte, ist die erhohte IKK-Aktivitat
in humanen Epithelzellen und murinen Fibroblasten nach H,O,-Behandlung (Jaspers et
al., 2001; Yin et al., 2000). Auch Gloire et al. (2006) vermuten, dass die H,O,-induzierte

NFxB-Aktivierung hauptsachlich auf IKK-Aktivierung beruht, auch wenn die redox-
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sensitiven Signalwege, die zu dieser Aktivierung fuhren, noch weitgehend unbekannt sind
sowie Zelltyp-abhéngig zu sein scheinen.

Die Literaturdaten, zusammen mit den Inhibitionsversuchen mit NAC konnten die hier
gezeigte ROS-abhdngige p65 Translokation nach NT-1-Inkubation erkldren und auf
maogliche Angriffspunkte von NT-1 bzw. NT-1-induzierte ROS in der NFkB-
Signalkaskade hindeuten. Dennoch bleibt weiterhin die Frage offen, auf welcher Ebene
die Aktivierung von p65 durch die aufgereingten SWCNT a.t. stattfindet, da hier ein

Einfluss von ROS ausgeschlossen werden konnte.

Eine Moglichkeit der Aktivierung des NFxB-Signalweges ist die Rezeptorebene, wobei
insbesondere die Toll-like-Rezeptoren (TLRs) von groBer Bedeutung sind. TLRs sind
Transmembranproteine und stellen eine der immunologisch wichtigsten Rezeptorfamilien
dar. Sie erkennen ein breites Spektrum an unterschiedlichen Liganden, die nach
erfolgreicher Bindung an den Rezeptor und Aktivierung zu einer Signalkaskade fiihren.
Dabei kommt es letztlich zur Aktivierung von z.B. NFkB und damit zur Induktion von
pro-inflammatorischen Genen.

In der Partikel-induzierten inflammatorischen Antwort scheint speziell der TLR4 Rezeptor
eine wichtige Rolle zu spielen (Cho et al., 2005; Inoue et al., 2006). So konnte z.B.
gezeigt werden, dass es nach Exposition von Lungenzellen mit UFP zu einer verédnderten
Expression von TLR4 und TLR2 kommt, was zu einer verringerten Sensitivitat gegenuber
LPS fihren konnte (Becker et al., 2005; Becker et al.,, 2005). Auch Metalloxid-
Nanopartikel verandern die Expression von TLRs in Makrophagen was bedeuten kénnte,
dass Nanopartikel einen bedeutenden Einfluss auf die TLR-abhéngige inflammatorische
Antwort ausuben (Lucarelli et al., 2004). AuBerdem ist bekannt, dass viele Entziindungs-
und Immunkrankheiten eine Folge einer veranderten TLR Regulation sind (Kerfoot et al.,
2004; Kolek et al., 2004).

Vor diesem Hintergrund konnte ein Zusammenhang zwischen der NFkB-Aktivierung
durch CNTs und einer TLR4 Rezeptor-Aktivierung und dem MyD88-abhéngigen
Signalweg vermutet werden. Fur verschiedene Zellen wurde beobachtet, dass die
Expression von TLRs nicht allein konstitutiv ist, sondern durch Zellaktivierung
transkriptionell und auf Proteinebene reguliert wird (Lien and Ingalls, 2002).

Die nachweisbare Aktivierung von NFkB nach nur einer Stunde Partikelinkubation, fiihrte

zu der Annahme, dass die Initiierung des Signalweges zu einem sehr frihen Zeitpunkt
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stattfinden muss. Die Proteinanalytik ergab jedoch, dass keine der eingesetzten CNTs in
einem Zeitraum von einer Stunde eine erkennbare Veranderung in der Proteinexpression
von TLR4 und MyD88 hervorrufen konnte (Abb. 4.23). Es wurden vereinzelt leichte
Schwankungen in der TLR4- und MyD88-Proteinkonzentration beobachtet, die aber
statistisch nicht signifikant waren. Unter Bericksichtigung der Tatsache, dass
normalerweise die Genexpression und Proteinsynthese nicht in einem so kurzen Zeitraum
ablaufen kann, wurden zusétzlich auch langere Inkubationszeiten von bis zu 24h
uberprift. Allerdings zeigte sich auch hier kein veréandertes Bild in der TLR- und MyD88-
Proteinkonzentration nach CNT-Behandlung.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Expression des TLR4 Rezeptors in ECV304 Zellen
durch die Carbon Nanotube-Exposition auf Proteinebene nicht veréndert wird und somit
die CNT-induzierte p65-Aktivierung tber diesen Rezeptor wenig wahrscheinlich ist. Auch
die Expression des TLR4 Adaptorproteins MyD88 war nicht verandert, was diese
Vermutung weiterhin bestétigt. Allerdings kann aufgrund dieser Beobachtung eine p65-
Aktivierung durch eine CNT-Interaktion mit Oberflachenrezeptoren nicht generell
ausgeschlossen werden, da die Moglichkeit der Wechselwirkung mit weiteren TLRs oder
aber des EGF-Rezeptors besteht. So ist zum Beispiel bekannt, dass Eisen-enthaltende
Partikel NFxB Uber einen EGF vermittelten Signalweg in Epithelzellen aktivieren kénnen
(Churg et al., 2005). Entscheidend scheint dabei nicht die Partikelaufnahme, sondern die
Anwesenheit von Metall und ROS zu sein. As, Cu, V und Zn kdnnen ebenfalls den EGF-
Rezeptor in Lungenzellen aktivieren (Wu et al., 1999). Es wird spekuliert, dass diese
Metalle direkt auf Rezeptorebene interagieren und so eine Strukturdnderung und
Aktivierung des Rezeptors hervorrufen. Eine UFP-induzierte Aktivierung von NFxB wird
ebenfalls durch den PI3K/Akt Signalweg vermittelt (Ma et al., 2004), der auch bei der
LPS-induzierten NFkB Aktivierung in Endothelzellen eine wichtige Rolle spielt (Li et al.,
2003).

In ahnlicher Weise kénnten auch CNTs auf den NFkB-Signalweg einwirken wobei hierbei
die metallischen Verunreinigungen sowie die Oberflaichenmodifikationen nach Saure-
Behandlung von Bedeutung sein kdnnten.

Wie genau es zu dieser Aktivierung durch CNTs kommt und auf welcher Ebene die
Nanorohren direkt, z.B. auf Rezeptorebene bzw. indirekt durch die CNT-induzierten ROS
die Signalkaskade beeinflussen, muss zu diesem Zeitpunkt noch offen bleiben und

weiterhin geklart werden.
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5.7 Veranderungen im Adhasionsverhalten und zellulare
morphologische Umgestaltung nach Nanotube-Inkubation —

Kohlenstoff Nanorohren als neuartiges Zellsubstrat?

Die Zelladhdsion wird durch die Wechselwirkung zwischen Proteinen des Cytoskeletts,
der ,,Focal Adhesions® sowie des Substrates bestimmt. Die Anzahl, GréRe und Art der
»Focal Adhesion“-Komplexe korreliert wiederum mit anderen zellularen Parametern wie
z.B. Proliferation, Aktivitdt, Motilitdt und Organisation des Cytoskeletts. ,,Focal
Adhesions* Ubertragen ebenso Verdnderungen von intra- oder extrazellularen Spannungen
auf Signalwege, die erneut die Art und Menge von ,,Focal Adhesions* regulieren und

somit auch als mechanische Sensoren der Zelle dienen (Wang and Ingber, 1995).

Lichtmikroskopische Aufnahmen von A549 Zellen, die 24h mit Kohlenstoff Nanorohren
behandelt wurden, weisen an der Zellmembran anhaftende Carbon Nanotubes auf und
konnten, wie die von Davoren et al. (2007) beschriebenen SWCNT-Aggregate auf der
Zelloberflache von A549 Zellen, nur sehr schwer entfernt werden. Aufféallig war dabei die
Bildung von CNT-Zell-Agglomeraten, welche auch in anderen Studien mit Carbon
Nanotubes gesehen wurden (Cui et al., 2005; Garibaldi et al., 2006; Nimmagadda et al.,
2006; Zhang et al., 2007) und sogar nach Kontakt von Zellen der Reispflanze (Oryza
sativa L.) mit MWCNTs beobachtet werden konnten (Tan and Fugetsu, 2007). Diese
Beobachtungen fiihrten zu der Annahme, dass der Kontakt mit CNTs zu einem
veranderten Adhasionsverhalten der Zellen fihrt.

Es ist bekannt, dass bestimmte Proteine der ,,Focal Adhesion“-Komplexe, z.B. FAK und
Vinculin, eine wichtige Rolle in der Zelladh&sion und Regulation der Zellmorphologie
spielen (Leong et al., 1995). Aus diesem Grund wurde zur Untersuchung des
Adhésionsverhaltens und von strukturellen Veradnderungen humaner Lungenepithelzellen
nach SWCNT-Kontakt die Art und Menge sowie die Verteilung von ,,Focal Adhesions*
und das Expressionsverhalten dieser Proteine untersucht.

Zuné&chst konnte durch Anfarben des Aktin Cytoskeletts mit Rhodamine Phalloidine eine
eindeutig erhohte Fluoreszenzmarkierung der CNT-behandelten Zellen im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen beobachtet werden, die besonders an den CNT-Zell-
Agglomeraten deutlich hervortrat (Abb.4.26). Eine genauere fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung zeigte weiterhin eine deutliche Kondensation von Aktin und Ausbildung
von Stressfasern sowie ,,Focal Adhesions®, die besonders in Zellen ausgeprégt waren, die
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in direktem Kontakt mit Nanotube Biindeln standen. Dies deutet auf einen aktiven Prozess
der hier beobachteten Agglomeration von A549 Zellen mit CNTs hin. Des Weiteren
konnte beobachtet werden, dass sich die Zellen nach CNT-Kontakt scheinbar aus dem
Monolayer herauslésen, um am Nanotube-Geriist zu adhdrieren und dieses fest zu
umschlieRen.

Die gezeigten Ergebnisse belegen, dass SWCNT a.t. tatsachlich das
Zelladhasionsverhalten und die zelluldare Struktur des Aktin Cytoskeletts von
Lungenepithelzellen beeinflussen und verandern konnen. Ahnliche Beobachtungen
konnten auch in Fibroblasten und Kardiomyocyten nach SWCNT Kontakt gemacht
werden (Garibaldi et al., 2006; Tian et al., 2006) und konnten die in vivo beschriebenen
Granulomata in Lungengeweben von Mausen und Ratten nach intratrachealer Lungen-
Instillation von CNTSs erkldren (Chou et al., 2008; Lam et al., 2004; Warheit et al., 2004).
Andere Gruppen konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass der Einfluss von
SWCNTs auf die Zelladhdsion abhdngig vom  Verunreinigungsgrad, der
Partikelkonzentration sowie der verwendeten Zelllinie ist (Kaiser et al., 2007). Auch
mikroskopische Beobachtungen von humanen Keratinocyten nach SWCNT-Inkubation
zeigten eine umstrukturierte Zellmorphologie mit Zellseparation vom Monolayer und
einer verdnderten Oberflachenhomogenitdt des Zellverbandes sowie dosisabhangige
Veranderungen des F-Aktins (Shvedova et al., 2003). Das Zelladhasionsverhalten von
humanen Nierenzellen wird ebenfalls durch SWCNT-Behandlung verdndert. Die
Genexpressionsanalysen der Gruppe von Cui et al. (2005) demonstrieren eine verminderte
Aktivierung von Ahésions-regulierenden Genen der extrazelluldren Matrix (Laminin,
Fibronektin). Dies flhrt, so Cui et al., zu einer Ausdinnung der basalen Zellmembran und
folglich zu der beobachteten Verminderung der Zelladh&sion. SWCNTs waren auch hier
als groRBe Agglomerate und Bundel zu sehen, die teilweise an den Zellen hafteten und zu
einer Zellaggregation fiihrten. Cui et al. schlussfolgern aus ihren Beobachtungen, dass die
extrazellulare Wechselwirkung von CNTs mit der Zellmembran Signale induzieren, die

schlielich in der Zelle zu einer Verdnderung der Genexpression fiihren kann.

Eine der wichtigsten Kinasen in der Bildung und Regulation von ,,Focal Adhesion*-
Kontakten wird durch die ,,Focal Adhesion“ Kinase (FAK) reprasentiert. FAK ist eine
cytoplasmatische 125-kDa groRe Tyrosin-Kinase und ein wichtiger Regulator der ,,Focal
Adhesion“-Aktivierung und Komplexbildung mit Proteinen des Aktin Cytoskeletts, z.B.
Vinculin (Schaller et al., 1992). FAK wird auBerdem in Verbindung mit mechano-
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sensorischen Eigenschaften gebracht, da FAK-Phosphorylierung nach Stimulierung von
Endothelzellen durch Zugkréafte beobachtet werden konnte (Yano et al., 1996). Aus
diesem Grund wurde zur weiteren Untersuchung des Adhé&sionsverhaltens und der
strukturellen Verdnderungen von humanen Lungenepithelzellen nach SWCNT a.t.
Kontakt, das Expressions- und Aktivitatsverhalten von FAK und Vinculin mithilfe des
Western Blots nédher untersucht (Abb. 4.27).

Hierbei zeigte sich, dass es tatsachlich nach einer sechsstiindigen bzw. 24-stiindigen
Inkubation mit SWCNT a.t. zu einer geringftigigen Aktivierung von FAK im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle kam. Gleichzeitig konnte nach 48h ein erhdhtes
Expressionsmuster von Vinculin in den CNT-behandelten Zellen beobachtet werden, was
wiederum fir eine Aktivierung der ,,Focal Adhesion“-Signalkette durch die Behandlung
mit SWCNT a.t. spricht.

Viele der moglichen biomedizinischen Applikationen fiir Carbon Nanotubes im Bereich
der Geweberegeneration bedeuten, dass die angrenzenden Zellen in direktem Kontakt mit
Kohlenstoff Nanorohren stehen. Dementsprechend notwendig ist nicht nur die
Toxizitatsuntersuchung, sondern auch die Erforschung einer moglichen Biokompatibilitat
der CNTSs. Zelladhasion, Proliferation und Differenzierung sind dabei wichtige Parameter
zur Uberprifung von z.B. kiinstlichem Gewebematerial als extrazellulare Matrix. Die
Oberflachentopographie, unterteilbar in Makro-, Mikro- und Nanotopographie spielt dabei
eine wichtige Rolle und beeinflusst die zellulare Interaktion mit dem Material (Curtis and
Wilkinson, 1998). Industriell hergestellte Substrate bieten eine kinstliche extrazellulare
Matrix fir Zellen im in vitro System und sind von grofRer Bedeutung fiir die Regenerative
Medizin und Implantatmedizin. Kommt die Zelle in Kontakt mit dem kinstlichen
Biomaterial, werden Signale in Abhéngigkeit von sowohl der chemischen Beschaffenheit
als auch der Topographie tGber Transmembranrezeptoren, den Integrinen, ins Innere der

Zelle geleitet, um Zelladhéasion, Wachstum und Differenzierung zu steuern.

Kohlenstoff eignet sich aufgrund des hohen VerschleilRwiderstandes, kleinem
Reibungskoeffizient, geringer chemischer Reaktivitdt und guter Biokompatibilitat zur
Verwendung kinstlicher Substrate und wird bereits in der Implantations- und
Regenerationsmedizin verwendet (Allen et al., 2001; Schroder et al., 2000). Das extreme
Verhéltnis von Oberflache zu Masse macht Carbon Nanotubes besonders attraktiv als

Komponenten in Faser-verstarkten Kollagen Compositen. Dies verspricht eine
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Verbesserung der mechanischen und elektrischen Eigenschaften des Materials fir eine
Reihe von Anwendungen, wie z.B. in der Geweberegeneration (Hourdin et al., 2002;
Lovat et al., 2005; MacDonald et al., 2005). MacDonald et al. berichten in ihren Studien
mit Muskelgewebszellen, die auf einer Kollagen-fCNT Matrix ausgesat wurden, von einer
hohen Biokompatibilitdat. Insbesondere in der Regeneration von Knochensubstanz
scheinen Carbon Nanotubes viel versprechend zu sein. Die in vitro Tests von Chlopek et
al. (2006) und Balani et al. (2007) mit humanen Osteoblasten und Fibroblasten konnten
zeigen, dass CNTs eingearbeitet in einer Polymermatrix eine hohe Biokompatibilitat
aufweisen. Insbesondere die erhéhte Bildung von Kollagen auf CNT Oberflachen
verspricht eine potentielle Anwendung in der Geweberegeneration. Auch Zanello et al.
(2006) untersuchten in ihrer Studie die Aktivierung von Osteoblasten auf einem Carbon
Nanotube Substrat und berichteten, dass CNTs eine hohe Biokompatibilitat aufweisen,

aber auch Einfluss auf die Zellmorphologie der Zellen haben.

Nicht nur die chemische Beschaffenheit eines Substrats, sondern auch die Topographie
scheint eine wichtige Rolle zu spielen sowohl bei der Absorption von Proteinen der EZM
als auch der Zelladh&sion. Yamamoto et al. (2007) verwendeten in ihrer Studie ein
wabenartig strukturiertes Substrat und konnten feststellen, dass sich Fibronektin
entsprechend der Topographie an das Substrat anlagerte und es zu einem verdnderten
Adhasionsverhalten von Endothelzellen kam. Dabei konnte eine vermehrte Bildung von
»,Focal Adhesions“ an den Randern der Mikroporen sowie eine verstarkte FAK-
Aktivierung festgestellt werden. Ahnliche Ergebnisse zeigten Studien mit
nanostrukturierten Titanoberflachen. Auch hier konnte eine erhdhte Zelladhé&sion,
vermehrtes Auftreten von ,,Focal Adhesions” und Stressfasern beobachtet werden (Dalby
et al., 2000; Lu et al, 2008; Okumura et al., 2001). Eine Verdnderung der
Zellmorphologie mit einer Ausrichtung der Zellen entlang der Substrat-Struktur mit
ausgepragten Zellfortsatzen wurde bei Osteoblasten auf einer CNT-Membran beobachtet
(Giannona et al., 2007). Die Zellen scheinen die Nanotopographie der CNT-Oberflache zu
erkennen und entsprechend darauf zu reagieren. Giannona et al. diskutieren die
Maoglichkeit der Imitation von EZM Strukturen durch CNTs, um so Signalwege der

Zelladhasion zu aktivieren.

Neben der chemischen Beschaffenheit und der Topographie, kdnnte aber auch die

Adsorption von Proteinen an das kinstliche Substrat einen bedeutenden Einfluss auf das
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Zelladhasionsverhalten ausiiben. So untersuchten Meng et al. (2005) die Adsorption von
humanen Serum Proteinen an SWCNTs und konnten dabei feststellen, dass es zu einer
sehr starken Anlagerung von Plasmaproteinen und Fibrinogen kommt, wéhrend Albumin
nur geringfiigig an CNTs gefunden wurde. Die Art der Proteinanlagerung bestimmt dabei
sowohl die Adhasion spezifischer Zellen als auch ihre Aktivierung (Aoki et al., 2006;
Higuchi et al.,, 2003). Diese ist wiederum abhédngig von verschiedenen
Oberflacheneigenschaften des Materials wie z.B. die chemischen und topographischen
sowie die Hydrophobizitdt und Hydrophilitat, welche die Art und Weise der

Proteinanlagerung beeinflussen kdnnen.

Des Weiteren konnten bisherige Studien zeigen, dass die EZM-abhangige Umgestaltung
der Zellmorphologie sowie dreidimensionale Substrate die Signalwege von
Integrinrezeptoren beeinflussen und somit zelluldre Funktionen verandern (Sinha et al.,
1994). Viele Studien belegen, dass kultivierte Zellen in einem zweidimensionalen Umfeld
unterschiedliches Verhalten, im Vergleich zu einer dreidimensionalen zellularen Umwelt,
zeigen (Green and Yamada, 2007). Lenardi et al. (2006) diskutieren die Moglichkeit, dass
ein dreidimensionales Gerist im Nanometerbereich Proteine der EZM spezifischer der
Zelle prasentieren und es ebenfalls zu einer erhdhten Integrininteraktion kommt. Dies
wiederum wirde zu einer Umgestaltung der Zellmorphologie und des
Adhasionsverhaltens fihren. Aufgrund der vergroRerten Oberflache des nanostrukturierten
Kohlenstoff-Substrats entsteht eine hthere Kontaktflache fur die Zellen, die zur Adh&sion
zur Verfugung steht. Eine weitere Moglichkeit kdnnte die physikalische Beschaffenheit
des Nanogerustes sein. Es wurde beschrieben, dass ,,Focal Adhesions* als mechanische
Sensoren dienen, die entsprechend der Festigkeit und Flexibilitdt des Substrates reagieren

kdnnen.

In dieser Arbeit konnte eine deutliche Veranderung im Adhésionsverhalten von humanen
Lungenepithelzellen nach CNT-Kontakt festgestellt werden. Diese Beobachtung konnte
fluoreszenzmikroskopisch in einer gesteigerten Formation von Stressfasern und ,,Focal
Adhesions”, sowie in der Aktivierung der ,Focal Adhesion* Kinase und des
Adaptorproteins Vinculin, nachgewiesen werden. Die Dreidimensionalitdit des CNT-
Gerustes, welches sich als ein attraktiveres Zellsubstrat anbietet, konnte einer der Griinde
fir das beobachtete Zellverhalten sein. Andere hier diskutierte Moglichkeiten sind die

Nanotopographie, die unspezifische Adsorption von Proteinen an der Oberflache sowie
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die chemische Zusammensetzung und Reaktivitdt der Kohlenstoff Nanoréhren.
Wabhrscheinlich ist ein synergistisches Zusammenspiel dieser hier genannten Faktoren, das
zu den beobachteten zelluldaren Verédnderungen fihrt. Eine weitere Moglichkeit ist die
intrazelluldre Stimulierung und Aktivierung der ,,Focal Adhesion“-Signalkette nach CNT-
Inkubation. So ist z.B. bekannt, dass NFxB eine Rolle in der Transkriptionsregulation von
FAK spielt (Golubovskaya et al., 2004). Andererseits konnen die GTPasen der Rho
Familie die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. AP-1 und NFkB, regulieren
und stimulieren (Minden et al., 1995; Perona et al., 1997). Somit kdnnte hier eine
Verbindung zwischen der in dieser Arbeit gezeigten NFxB-Aktivierung und der
Formation von ,,Focal Adhesions” und Stressfasern bestehen. Dies muss allerdings weiter

geklart werden.

Zusammen mit der hohen Biokompatibilitdt und der fehlenden akuten Cytotoxizitat der
Carbon Nanotubes konnte sich eine Madoglichkeit der potentiellen Anwendung von
Kohlenstoff Nanordhren als attraktives kinstliches Zellsubstrat erdffnen. Allerdings
muissen dabei die Vorteile genauestens mit den moglichen Gefahren abgewogen werden.
So konnen die in vitro beobachteten strukturellen Veranderungen der Zellen, in vivo in
Form von Granulomata zu erheblichen Beeintrachtigungen, z.B. in der Lunge (Chou et al.,
2008; Lam et al., 2004; Warheit et al., 2004) oder im subkutanen Gewebe (Koyama et al.,
2006) fuhren. Ebenso konnten einige Studien einen Zusammenhang einer erhOhten
Expression von FAK mit einer Krebsentstehung herstellen (Aronsohn et al., 2003; Kahana
et al., 2002; Owens et al., 1995; Tremblay et al., 1996).

5.8 Mechanismen der Kohlenstoff Nanor6hren —induzierten

zellularen Antwort: eine Arbeitshypothese und Ausblick

Die hier gezeigten Experimente in humanen Lungenepithel Zellen (A549) und Endothel-
ahnlichen Zellen (ECV304) belegen, dass Carbon Nanotubes nach intrazellularer Aufnahme
zwar keinen akut cytotoxischen Einfluss ausiiben, jedoch mit standardisierten Testssystemen
interagieren und zu falschen Ergebnissen fuhren kénnen. Des Weiteren wurde festgestellt,
dass Kohlenstoff Nanorohren in Abhdngigkeit ihres Gehalts an Verunreinigung, wie z.B.
Metalle und amorpher Kohlenstoff, zeit- und dosisabhangig in Zellen, und auch im zellfreien
System ROS-induzieren, dass jedoch nach Aufreinigung oder Oberflachenmodifizierung

diese Effekte beeinflusst werden konnen. Dieser durch CNT-Verunreinigungen induzierte
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Oxidative Stress scheint eine grofRe Rolle in der Beeinflussung inflammatorischer Effekte zu
spielen. So konnte eine Aktivierung des redox-sensitiven Transkriptionsfaktors NFkB in
Abhangigkeit von der Fahigkeit der Partikel intrazellulare ROS zu induzieren, gezeigt
werden. NFxB-Aktivierung war jedoch ebenfalls in den Zellen zu beobachten, die mit den
aufgereinigten SWCNT a.t. behandelt wurden. Dies lasst vermuten, dass Carbon Nanotubes
zumindest teilweise ROS-unabhéngige zelluldre Effekte hervorrufen kdnnen. Die genauen
Mechanismen der ROS-unabhéngigen Effekte, missen zu diesem Zeitpunkt noch offen
bleiben und weiterhin gekléart werden. Eine Aktivierung und Stimulation Uber einen TLR4-
und MyD88-abhangigen Signalweg konnte in diesem Zusammenhang jedoch ausgeschlossen
werden. Des Weiteren kam es nach 24h zu einer signifikanten Veranderung des Zellverhaltens
in Form von CNT-Zell-Agglomeraten, die eine erhohte ,,Focal Adhesion*-Formation sowie
Stressfasern in Zellen aufwiesen, die in direktem Kontakt mit den CNT-Biindeln lagen. Auch
auf Proteinebene konnte hierbei gezeigt werden, dass die ,,Focal Adhesion* Signalkaskade
nach SWCNT a.t. Kontakt aktiviert wird, indem es zu einer zeitabhéngigen Aktivierung von
FAK und von Vinculin kommt. Abbildung 5.1 zeigt schematisch die zellularen Mechanismen
und Reaktionen, die nach Inkubation von A549 und ECV304 Zellen mit Kohlenstoff

Nanoréhren festgestellt werden konnten.

Die Frage, ob tberhaupt und wenn ja, inwieweit Kohlenstoff Nanoréhren gesundheitliche
Effekte hervorrufen, bleibt weiterhin stark umstritten. Eine genaue Analyse wird dadurch
erschwert, dass verschiedene Faktoren, wie z.B. der hier beschriebene Einfluss von
Verunreinigungen auf CNT-induzierten Oxidativen Stress, auflerdem die CNT-Lange
(Donaldson et al., 2006; Helland et al., 2007; Ito et al., 2007; Li et al., 2007; Sato, 2005),
Oberflache und katalytische Reaktivitat, das Aggregationsverhalten (Raja et al., 2007,
Wick et al., 2007) und Modifikationen verschiedene, auch synergistische Wirkungen auf
biologische Reaktionen hervorrufen kénnen. Des Weiteren spielt auch die Methode der
Partikelverabreichung sowie das Tragermaterial, in dem die CNTs geldst sind, eine groRe
Rolle (Mitchell et al., 2007; Osier and Oberddrster, 1997). Mitchell et al. (2007) konnten
z.B. zeigen, dass im Gegensatz zu den bisher berichteten pathologischen Veranderungen
der Lunge nach CNT-Instillation und Aspiration, die Inhalation von MWCNTSs zu keinen
signifikanten Gewebeschéden fiihrt.

Es ist auBerordentlich wichtig, das Verhalten von Nanopartikeln auf dem molekularen und
zellularen Level zu charakterisieren. Realitaitsnahe Modell-Systeme miissen entwickelt

werden, um ein besseres Verstandnis dafiir zu bekommen, wie Nanopartikel auf das
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Gesamtsystem der Zellkommunikation und Organisation einwirken. Molekulare, zellulare
und patho-physiologische Endpunkte sollen letztlich Richtlinien fir 6kologische
Konsequenzen liefern. Somit ist es von groBter Bedeutung, standardisierte Bedingungen
zu schaffen und eine wissenschaftlich fundierte Datenbasis zur Bewertung mdglicher
Risiken zu erarbeiten. Hierzu gehdéren Geféhrdungsbeurteilung entsprechender
Arbeitsplatze und VorsorgemaBnahmen, um eine mdogliche Exposition zu vermeiden,
ebenso wie gezielte experimentelle Untersuchungen, die ein expositionsrelevantes
Risikomanagement erlauben (Donaldson et al., 2006; Helland et al., 2007).

Denn trotz der zunehmenden Bedenken der gesundheitlichen Auswirkungen von
Nanopartikeln gibt es noch kaum Informationen und Konzentrationsangaben einer
Exposition, z.B. wahrend der Herstellung, Verarbeitung oder Anwendung. Es ist deshalb
notwendig, Technologien und Messverfahren fir mogliche Expositionsmuster zu erstellen,
um die vielféltigen Verbreitungsmoglichkeiten und die mdglichen gesundheitlichen

Effekte zu charakterisieren und abzuschéatzen.

In vitro Studien konnen jedoch die Effekte der Interaktion von Nanopartikeln mit der
Lunge und dem Organismus nicht ausreichend darstellen. In der Zellkultur wird nur ein
Ausschnitt der mdoglichen Gesamtreaktion gezeigt, der zwar erste, reproduzierbare
Hinweise liefern kann, der jedoch nicht ausreichend flr eine komplette Analyse der
gesundheitlichen Auswirkungen von Nanopartikeln auf den Menschen ist. Aber auch die
gangigen Tiermodelle wie Maus und Ratte fir in vivo inhalationstoxikologische
Untersuchungen unterscheiden sich noch zu sehr vom Menschen und liefern somit
ebenfalls nur Hinweise.

Dennoch konnen die in dieser Arbeit gezeigten Daten erste Aufschliisse der zu
erwartenden Toxizitat und des Verhaltens von CNTSs in biologischen Systemen liefern und

Einblicke insbesondere in die mechanistischen Vorgéange nach CNT-Kontakt geben.

Bisherige in vivo Studien mit CNTs konnten die durchgefiihrten Zellkulturversuche
weitestgehend bestatigen. So wurde in bisherigen Expositionsstudien ebenso eine fehlende
akute Cytotoxizitat (Templeton et al., 2006), Oxidativer Stress (Chou et al., 2008; Li et
al., 2007; Oberddrster, 2004) und inflammatorische Entziindungsmechanismen (Chou et
al., 2008; Grubek-Jaworska et al., 2006; Shvedova et al., 2007) festgestellt. Auch die
beschriebenen strukturellen Verédnderungen der Zellen nach CNT-Kontakt kénnen in vivo

gefunden werden (Mangum et al., 2006) und konnten die Bildung von Granulomata im
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Lungengewebe nach CNT-Instillation erklaren (Chou et al., 2008; Lam et al., 2004;
Warheit et al., 2004).

Zu wenig ist im Moment noch uber realistische Expositions-Werte von Carbon Nanotubes
bekannt. Einerseits erlaubt ihre aerodynamische Form eine Deposition bis hin zu den
Alveolen der Lunge, andererseits flhrt ihr stark ausgepragtes Agglomerationsverhalten zu
einer  verminderten  Aerosolbildungsfahigkeit und zu  Agglomeraten im
Mikrometerbereich. Die bestehenden Expositionsmodelle fir UFP scheinen hier
ungeeignet, da Nanopartikel sich in ihrem Verhalten unterscheiden (Duffin et al., 2007;
Kumpel et al., 2006). Konventionelle Expositions-Studien beruhen typischerweise auf der
Charakterisierung der Massenkonzentration und der chemischen Beschaffenheit von
grobkornigem Material, zwei Parameter, die bei der Verwendung von Nanopartikeln
ungeeignet sind. Besser wadre es, die Partikelanzahl-Konzentration, oder alternativ die
Grolenverteilung als Parameter zu wahlen, um damit Rickschlusse auf die Oberflache,
physiko-chemischen Eigenschaften, Masse und Anzahlkonzentration zu erhalten
(Maynard et al., 2007; Tsuji et al., 2006).

Erste Messungen einer arbeitsplatzbezogenen Exposition mit CNTs ergab eine relativ
geringe Konzentration von ungefahr 50 pg/m®, welche hauptsachlich in Form von
Aggregaten gefunden wurde (Maynard et al., 2004). Dennoch kénnen auch sehr kleine
Mengen von Nanomaterialien eine grof3e Partikelanzahl enthalten, wie aus Studien mit
Ultrafeinpartikeln bekannt ist (Hughes et al., 1998). Es bedarf daher einer verstarkten
Untersuchung und Charakterisierung von CNT-Aerosolen und die Erforschung
chronischer Inhalationsexperimente in vivo, um ein vollstdndigeres Bild fur die Risiko-
Analyse von Kohlenstoff Nanotubes zu erhalten.

Unter den Publikationen sind verschiedene Arbeiten, die unabhangig voneinander Uber die
Bildung von entziindlichen Verdnderungen des Lungengewebes berichten, nachdem
sowohl SWCNTs als auch MWCNTs in Lungen von Ratten, M&usen bzw.
Meerschweinchen instilliert wurden. Diese Entziindungen konnen zu eingeschrénkten
Lungenfunktionen und letztlich zu Lungenfibrosen fihren (Grubek-Jaworska et al., 2006;
Lam et al., 2004; Warheit et al., 2004). Hierbei ist allerdings unklar, ob die beobachteten
entziindlichen Reaktionen aufgrund der Inkubation mit SWCNTSs entstanden sind, bzw. ob
zu hohe Dosierungen verwendet wurden, da 15% der Tiere durch Ersticken aufgrund einer

durch Agglomeration hervorgerufenen Blockade der Luftwege starben. Ein weiterer
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Grund fir die aufgetretene Toxizitdt koénnte auch das Vorhandensein von
Verunreinigungen wie Graphit oder Ubergangsmetallen sein, z.B. Eisen oder Nickel, die
mit den Partikeln assoziiert waren. Mangum et al. (2006) diskutieren die Mdglichkeit, als
Biomarker auftretende strukturelle Veranderungen im Lungengewebe nach Exposition mit
CNTs anzuwenden.

Fir die Untersuchung einer mdglichst realitatsnahen Exposition dirfen nicht nur lokale
Reaktionen, sondern missen auch alle weiteren Zellsysteme, die mit Kohlenstoff
Nanorohren in Kontakt kommen, wie z.B. das Immunsystem, berucksichtigt werden und
das Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren im Organismus auf systemische und
synergistische Effekte hin untersucht werden. Fir PM,s sind z.B. systemische
kardiovaskulare Effekte beschrieben (Nemmar et al., 2004). Auch die Lungeninstillation
von Mausen mit S&ure-behandelten SWCNTs fihrte im Herzmuskelgewebe zu
Oxidativem Stress mit mitochondrialer Dysfunktion (Li et al., 2007). Des Weiteren wurde
eine verdnderte Funktionen des Immunsystems nach MWCNT-Inhalation bei M&usen
festgestellt (Mitchell et al., 2007). Synergistische Effekte und Interaktionen von UFP, wie
z.B. Carbon Black auf bestehende Lungeninfektionen sowie von Partikeln untereinander
sind mehrfach beschrieben (Chalupa et al., 2004; Hammond et al., 1979; Lambert et al.,
2003; Mossman and Churg, 1998). Ahnliche Effekte konnten nach SWCNT-Aspiration in
Méusen festgestellt werden. Vitamin E-Mangel fihrte zu einer verstarkten CNT-
induzierten inflammatorischen Antwort und Oxidativem Stress (Shvedova et al., 2007).
Dies zeigt eine verstarkte Sensitivitat fir CNT-Toxizitat bei gleichzeitigem Mangel an
Antioxidanzien.

Bevor inhalierte Partikel mit Lungenzellen in Kontakt treten, treffen sie auf das
pulmonare Surfactant, welches aus einem komplexen Gemisch von Lipiden,
Phospholipiden und Proteinen besteht und notwendig fir die Lungenfunktion ist. Die
unspezifische Adsorption von Proteinen an Carbon Nanotubes ist bekannt und mehrfach
beschrieben (Somasundaran et al., 2004). Dabei wurde vermutet, dass die Adsorption von
Surfactantproteinen die primare Toxizitdt von CNTs abschwdachen kénnte (Davoren et al.,
2007; Dutta et al., 2007; Okeson et al., 2004) oder, dass CNTs notwendige Bestandteile
des Surfactants abfangen werden, was zu einer indirekten Toxizitat fihren kann (Raja et
al., 2007). Faucaud et al. (2007) untersuchen die Auswirkungen von DPPC (,,dipalmitoyl
phosphatidyl choline®), einem Bestandteil des Lungen-Surfactant sowie BSA, auf das
oxidative Potential von Carbon Black (CB14). Mithilfe des DCF-Tests konnten sie zeigen,

dass die jeweiligen Zusétze eine Erhohung der ROS-Freisetzung sowohl im zellfreien
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System als auch nach Exposition von Makrophagen zur Folge hatten. Salvador-Morales et
al. (2007) konnten ebenfalls eine selektive Anlagerung von Bestandteilen des Lungen-
Surfactants an SWCNTSs nachweisen. Eine chronische Lungenexposition mit CNTs kdnnte
demnach zu einer erhohten Anfélligkeit der Lunge gegenuber Pathogenen fiihren.

Der Lebenszyklus von Kohlenstoff Nanordhren schlief3t aber nicht nur die Produktion und
Verarbeitung ein, bei der es zu einer Aerosolbildung kommen kann, sondern auch die
Entsorgung, die ein wichtiger Bestandteil der Expositions-relevanten Untersuchung ist.
Auf lange Sicht wird sich die Verteilung und Anreicherung von industriellen
Nanopartikeln in Okosystemen, wie Boden und Grundwasser weiter erhéhen, wobei sich
die CNTSs in einer noch nicht vorhersehbaren Weise verandern und degradieren kénnten
(Hyung et al., 2007; Roberts et al., 2007). Die CNT-Oberflache scheint fiir die Adsorption
von organischem Material, insbesondere aromatischen Nitroverbindungen, hierbei
besonders attraktiv zu sein und auf starken Elektronenwechselwirkungen der
Komponenten zu beruhen (Chen et al., 2007).

Mit steigender Exposition wirde sich damit die Konzentration dieser unnatirlichen
Partikel direkt proportinal zu ihrem Nutzen in der Gesellschaft erh6hen. Aus diesem
Grund ist es notwendig, neben Inhalationsstudien auch Expositionsstudien von
okotoxikologisch-relevanten ~ Organismen  durchzufiihren.  Untersuchungen  von
Invertebraten und Vertebraten mit in Wasser gelosten C60 Fullerenen konnten signifikante
sub-lethale Effekte, wie z.B. verminderte Reproduktionsfahigkeit in Daphnien
hervorrufen. In Fischen war allerdings keine der P450 Isoenzyme, als Marker der Wirkung
von lipophilen Xenobiotika, in ihrer Expression verdndert (Oberddrster et al., 2006).
Ebenfalls im Fischsystem wurde {ber Anzeichen von Oxidativem Stress und
Osmoregulatorischen- und Reproduktionsstérungen sowie pathologischen Effekten nach
Fulleren- sowie SWCNT-Kontakt berichtet (Cheng et al., 2007; Oberddérster, 2004; Smith
et al., 2007). Exposition von RuderfuBkrebsen (Copepoda) mit im Wasser geldsten,
gereinigten SWCNTs ergab keine erhohte Mortalitdt, Entwicklungs- oder
Reproduktionsstérungen. Templeton et al. (2006) schlieBen daraus, dass es bei Exposition
umweltrelevanter Konzentrationen von Kohlenstoff Nanordéhren zu keinen signifikanten

Effekten bei den im Wasser lebenden Krebsen kommt.
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Fir eine realistische Abschédtzung von Exposition, Gefahrdung und dem einhergehenden
Risiko reicht die derzeitige Datenlage allerdings nicht aus. Aus diesem Grund sind
regulatorische MaRnahmen nur schwer durchzusetzen (Oberddrster et al., 2005).

Eine erste Risiko-Analyse fur die industrielle Synthese verschiedener Nanopartikel,
darunter auch SWCNTSs, untersuchte das relative Risiko bezogen auf die Fllchtigkeit,
Kanzerogenitéat, Entflammbarkeit, Toxizitat und Persistenz der Partikel. Die Studie ergab,
dass das Umweltrisiko basierend auf den verwendeten Daten, verglichen mit anderen

derzeit verwendeten Industrie-Verfahren, relativ gering ist (Robichaud et al., 2005).

Obwohl gesicherte Daten uber mdgliche gesundheitliche Risiken und die toxikologischen
Mechanismen der Nanopartikel noch sehr spéarlich vorhanden sind, gibt es besonders auf
dem Gebiet der Medizin und Medikamentenentwicklung Anzeichen, dass Nanopartikel
zum Beispiel als Medikamententrdger eingesetzt werden kdénnen, um effizienter und
gezielter wirken zu koénnen (Kreuter et al., 2002). Nanopartikel kdnnten als Trojanische
Pferde genutzt werden, um Material in die Zelle einzuschleusen, welches ansonsten nicht
die Membran durchqueren kann (Limbach et al., 2007).

Bevor dieses Ziel Realitdt werden kann, mussen die intrazellularen Auswirkungen von
Nanoteilchen jedoch noch griindlicher untersucht, charakterisiert und die moglichen Risiken
abgewogen werden.

Bisherige in vitro Studien mit Kohlenstoff Nanoréhren konzentrierten sich hauptsachlich
auf toxikologisch relevante Endpunkte und deren zugrunde liegenden Mechanismen. Auf
dem Gebiet der Medikamentenentwicklung ist es jedoch notwendig, dass Nanopartikel
gezielt in bestimmte Zellen oder sogar Organellen eingeschleust werden. Viel-
versprechend ist die Entdeckung, dass einstrangige DNA-Molekiile mit CNTs Hybride
formen konnen (Zheng et al., 2003). Funktionalisierte CNTs konnten so als Gen-basierte
zellulére Transporter fur eine potentielle Gentherapie eingesetzt werden (Singh et al.,
2005). Die Frage einer moglichen Genotoxizitdt von Kohlenstoff Nanordhren ist bis zum
heutigen Zeitpunkt jedoch noch weitestgehend unbeantwortet. In dieser Arbeit konnten
allerdings keine CNTs im Zellkern gefunden werden und das bestatigt damit
Literaturhinweise, dass eine direkte Interaktion von CNTs mit der nucledren DNA
unwahrscheinlich ist. Dieses Ergebnis konnte mithilfe des alkalischen Comet Assays, der
DNA-Strangbriche aufdeckt, experimentell abgesichert werden (Singh et al., 1988). Eine
24h Inkubation fihrte in A549 Zellen mit keinen der in dieser Arbeit verwendeten Carbon

Nanotubes zu einer signifikanten Zunahme von Doppel- oder Einzelstrangbriichen
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(Ozdemir, 2007). Allerdings, auch wenn es zu keinem direkten Kontakt von CNTs mit der
DNA kommt, kann es durch eine indirekte Genotoxizitidt ebenfalls zu DNA-Schéden
kommen. Dazu gehdren Oxidativer Stress und ROS, die in den Kern diffundieren und zu
DNA-Schéaden, mit Doppel-, Einzelstrangbriichen oder oxidierten Basen fiihren kdnnen.
Die Purinmodifikation, die dabei am haufigsten auftritt, ist 8-Hydroxyguanin. Fir einige
Partikel, wie z.B. Asbest, ist eine Mutagenitat und Kanzerogenitat aufgrund von
Oxidativem Stress beschrieben (Xu et al., 2002). Neueste Ergebnisse berichten, dass
sowohl unveranderte als auch aufgereinigte MWOCNTs genotoxische Effekte in
embryonalen Mausstammzellen auslésen (Zhu et al., 2007). Zum einen konnten nach
CNT-Behandlung ROS-induzierte DNA-Schaden festgestellt werden und zum anderen
wurde eine zweifache Erhéhung der Mutationshdufigkeit in den behandelten Zellen sowie
eine Aktivierung von p53 festgestellt. Kirsin et al. (2007) konnten in ihrer Studie mit
Séure-behandelten SWCNT keine Erhohung der Mutationshdufigkeit feststellen.
Allerdings zeigen sie eine konzentrations- und zeitabhdngige Erhéhung von

Strangbrichen in Fibroblasten, jedoch ohne signifikante Induktion von Mikronuclei.

Die hier dargestellten in vitro Studien haben gezeigt, dass CNTs keine akut-cytotoxischen
Einflisse auf humane Zellen ausliben. Es sollten aber dennoch keine voreiligen Schlisse
aus Einzelergebnissen gezogen werden, die nicht durch verschiedene Testsysteme
wiederholt und bestatigt wurden. Alternative Methoden zur Toxizitatsbewertung von
Kohlenstoff Nanomaterialien, z.B. den ,,colony formation assay* (Puck and Marcus, 1956)
sollten in Betracht gezogen werden, welche die Verwendung von Farbstoffen und
Fluoreszenzmessungen vermeiden, die mit den CNTs interagieren konnen (Herzog et al.,
2007). AuBerdem konnte mit dieser Arbeit die bedeutende Rolle der CNT-
Verunreinigungen bei der CNT-induzierten Toxizitat herausgearbeitet und in Verbindung
mit inflammatorischen Effekten gebracht werden. Allerdings gibt es Hinweise, dass diese
neuartigen Nanopartikel auch zelluldre Reaktionen hervorrufen kénnen, die es bisher in
dieser Form noch nicht gab. Aus diesem Grund erfordert der Umgang mit
Nanomaterialien stets erhohte Aufmerksamkeit, da einzigartige Eigenschaften der neuen
Materialien nicht nur im technischen Bereich sondern auch bei den biologischen
Wirkungen gezeigt werden konnten.

Dennoch darf die Angst vor einer moglichen Toxizitdt den Fortschritt der
Nanotechnologie nicht berschatten. Vielmehr missen aufgrund der Datenlage die

Risiken und Gefahren abgewogen und dem potentiellen Nutzen gegeniibergestellt werden.
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In der Diskussion uber die Nanotoxikologie muss sich ebenfalls die Frage gestellt werden,
ob der Mensch und die Okosysteme einer Exposition mit industriellen Nanopartikeln
aufgrund der Tatsache natlrlich vorkommender Fullerene in der Umwelt (Fang and Wong,
1997; Utsunomiya et al., 2002) sowie Kohlenstoff Nanoréhren, die schon in einem 10.000
Jahre alten Schmelzwasser von Eis-Kern Proben gefunden wurden (Murr et al., 2004),

nicht vielleicht doch besser gewappnet sind als man bisher angenommen hat.

Die vorliegenden Ergebnisse sind richtungweisend in Bezug auf die Charakterisierung
einer potentiellen Toxizitdt und Biokompatibilitdt von Kohlenstoff Nanoréhren in vitro
und den zugrunde liegenden Mechanismen, lassen aber auch Raum fir Spekulationen
offen. Angesichts der vielen, noch immer unbeantworteten Fragen muss die weitere
Erforschung der Nanopartikel mit gut charakterisierten Partikeln, standardisierten
Testsystemen und Expositions-relevanten Studien oberste Prioritat haben!

2=\
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Abb. 5.1: Schematische Darstellung der aktuellen Arbeitshypothese von Carbon Nanotube-induzierten
zellularen Mechanismen in humanen Lungenzellen

Die intrazellulare Aufnahme von Kohlenstoff Nanorohren fiihrt im zelluldren in vitro System zu keinem Verlust
der Zellvitalitat oder einer negativen Beeinflussung der Proliferation. CNTSs induzieren jedoch pro-
inflammatorische Effeke durch die Freisetzung von ROS und nachfolgender Aktivierung inflammatorischer
Signalwege. Eine potentielle Genotoxizitét konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Allerdings fiihrt der
Kontakt der Zellen mit CNTSs zu einer aktiven Umstrukturierung der Zellmorphologie mit vermehrter Bildung
von Stress Fasern und ,,Focal Adhesions*.
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7  Abkulrzungsverzeichnis

APS
ATP
BCA
BrdU
BSA
CB
CNT
CVvD
DCF
DHE
DHR 123
DMF
DMSO
DTT
ECL
EDTA
EPA
EZM
FACS
FAK
FCCP
FITCt
FKS
GAP
GEF
HO-1
HRP
ICP-MS
ICP-OES
IKK
INT
IRAK

Ammoiumperoxidsulfat

Adenosintriphosphat

Bicinchonininsdure

5-Brom-2-desoxyuridin

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
Carbon Black

Carbon Nanotube

Chemische Gasphasenabscheidungs-Technik, Chemical Vapor Deposition
2", 7"-Dichlorofluorescein

Dihydroehtidium

Dihydrorhodamine 123

Dimethylformamide

Dimethylsulfoxid
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