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1 ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Das Zeitalter der Nanotechnologie bietet viel versprechende neue
Moglichkeiten fiir Industrie und Forschung. Die Anwendung von Na-
nostrukturen als Vehikel fiir gezielte medizinischen Wirkstofftransporte
in den Korper ist hierbei Gegenstand der aktuellen medizinischen For-
schung. Die Aufnahmewege fiir Nanopartikel in die Zelle sind hierbei
von grofiter Bedeutung.

In dieser Studie lag daher das Hauptaugenmerk auf den Mechanismen
der Aufnahme von synthetischen, amorphen Silica Nanopartikel in
verschieden Zelltypen.

Als Modellpartikel wurden Silica Partikel in vier verschiedenen Grofien
(20, 50, 70 und 200 nm) gewdhlt.

Aufierdem wurden, als weiteres Beispiel fiir synthetische Nanostruk-
turen, die in der Medizin zum Einsatz kommen sollen, verschiedene
peptoidische Transporter auf ihre Toxizitdt, Fahigkeit zur Zell- und
Zellkernpenetration durch Verwendung unterschiedlicher Seitenketten
(Guanidinyl oder Amino) hin untersucht.

Als Zellmodell wurden Zelllinien gewdhlt, die charakteristisch fiir
den Aufbau der menschlichen Lunge sind (A549, ECV304, THP-1), da
aufgrund der grofien Oberfldche die Lunge als einer der Hauptaufnah-
mewege fiir Nanopartikel in den Korper gilt und die nicht invasive
Verabreichung von Medikamenten durch Inhalation Gegenstand wis-
senschaftlichen Interesses ist.

Mit Hilfe von molekularbiologischen, durchflusszytometrischen,
fluoreszenz- und transmissionselektronischenmikrokopischen Tech-
niken konnten folgende Erkenntnisse gewonnen werden.

Silica Nanopartikel und peptoidischen Transporter zeigten in biolo-
gischen Systemen keine akute Toxizitdt oder Auswirkungen auf die
Proliferationsaktivitat.

Eine Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch Silica Partikel
konnte nicht gezeigt werden.

Alle Partikel und Peptoide penetrieren Zellen verschiedensten Typs in
einer konzentrations- und zeitabhdngigen Art und Weise.

Die Silica Partikel lokalisierten in zytoplasmatischen, membrangebun-
denen Vesikeln und lamellaren Korpern, konzentriert in der Nédhe des

11



1 ZUSAMMENFASSUNG

Zellkerns, wurden aber nicht in ihm oder in anderen Zellorganellen
gefunden. Desweiteren zeigten sie keine negativen Effekte auf das
nukledre Enzym Topoisomerase 1.

Der Aufnahmemechanismus, der beschritten wurde, war abhédngig vom
Grad der Agglomeration der Partikel und somit von der Grofse dieser
Agglomerate.

Primédrpartikel, die die Zelle erreichen, in diesem Fall die 200nm
Partikel, nahmen hauptsdchlich den Weg der Clathrin vermittelten
Endozytose.

Partikelagglomerate im Mikrometerbereich wurden {iiber phagozyto-
tische Mechanismen internalisiert. Zelltypabhidngig waren hier die
Scavenger- Komplement- und Fcy-Rezeptoren beteiligt, abhdngig da-
von, welche der genannten Rezeptoren in der jeweiligen Zelllinie
vorhanden waren. Die peptoidischen Transporter zeigten aufgrund
ihrer geringen Grofse eine sehr schnelle Aufnahme in die untersuchten
Zellen, und die Wahl der an das Peptoid angehdngten Seitenketten
machten sogar eine Penetration in den Zellkern moglich.

Somit erscheinen die Silica Partikel und peptoidischen Trasnporter als
medizinische Wirkstofftransporter geeignet. Allerdings ist eine genaue
Charakterisierung der Partikel fiir den Einsatz in biologischen Systemen
unumgénglich, um die gewiinschte Partikelgrofie einsetzen zu kénnen.
Die hier gefundenen Erkenntnisse zu den Aufnahmewegen machen,
tiber eine Funktionalisierung der Partikeloberfldche, die gezielte und
schnelle Aufnahme in Zellsysteme moglich.

Diese Erkenntnisse eroffnen die Moglichkeit eines gezielten Wirkstoff-
transports in ganz bestimmte Zellkompartimente und vergrofiern das
Potential der nutzbaren Transportsysteme und deren pharmazeutische
Anwendung.

12



2 SUMMARY

2  Summary

2.1 Uptake and transport of nanoparticles into cells: me-
chanism and toxicological aspects

The age of nanotechnology offers promising new applications for indu-
stry and research. The use of nanostructures as a vehicle for targeted
drug transport is a current topic in biomedical research. Here, the upta-
ke mechanisms for nanoparticles into cells are of great importance.

In this study, we focused on the mechanisms of uptake of synthetic,
amorphous silica nanoparticles into different cell types. Silica particles
of four different sizes (20, 50, 70 and 200 nm) were used. Moreover, as
an example of synthetic nanostructures which may be applied clinically,
peptoidic carriers have been examined with regard to their toxicity and
their ability to penetrate cells and the nucleus due to use of different
side chains (guanidinyl or amino).

Cell lines have been used which are typical for the human lung (A549,
ECV304, THP-1), because the lung is supposed to be one of the main
portals of entry for nanoparticles due to its large surface; moreover the
non-invasive application of drugs via inhalation is of scientific interest.

Using biomolecular and flow-cytometrical techniques as well as
fluorescence- and transmission electron microscopy, the following
results have been obtained.

Silica nanoparticles and peptoidic carriers showed no acute toxicity
to biological systems nor affected proliferation. Induction of reactive
oxygen species by silica nanoparticles could not be demonstrated.

All particles and peptoids penetrate different cell types in a
concentration- and time-dependent manner.

Silica particles are localized to cytoplasmic, membrane-bound vesicles
and lamellar bodies, mainly close to the nucleus, but never inside the
nucleus or other organelles. Furthermore, they displayed no impair-
ment of the nuclear enzyme topoisomerase I.

The chosen uptake mechanism was dependent on the state of agglome-
ration of the particles and of the size of these agglomerates.

Primary particles entering the cell (in this case the 200 nm particles)
mainly chose clathrin-mediated endocytosis.

13



2 SUMMARY Uptake and transport of nanoparticles into cells: mechanism and toxicological aspects

Agglomerates ranging in the micron size were internalized via phago-
cytic mechanisms. Depending on the cell type, scavenger-, complement-
and Fcy-receptors were involved (dependent on the existence of these
receptors in the respective cell lines). Peptoidic carriers were, due to
their small size, taken up very rapidly into the examined cells, and the
right choice of side chains enabled penetration of the nucleus.

Thus, silica particles and peptoidic carriers are suitable as drug carriers.
However, a comprehensive characterisation of the particles is indis-
pensable before the use in biological systems, in order to use the right
size. The results on uptake mechanisms described herein enable fast
and targeted uptake into cell systems by functionalisation of the particle
surface.

These results provide the possibility of targeted drug delivery into spe-
cific cell compartments and enlarge the potential of usable transport sy-
stems and their pharmaceutical application.

14
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3 Abkiirzungsverzeichnis

50C

70P
Ab549
AM
APS
ATP
BCA
BrdU
BSA
CR
CRD

Cyt-D
DCF
DCF-DA
DEP
DHR123
DMEM
DMSO
DNP
ECL

ECV304
EDTA
FACS

FcR
FITC
FSC
HBSS

50 nm Silica Nanopartikel funktionalisiert mit Car-
boxylgruppen

70 nm Silica Nanopartikel der Firma Postnova
Humane Alveolarepithelzelllinie
Alveolarmakrophagen

Ammoniumperoxiddisulfat

Adenosintriphosphat

Bicinchoninsdure

5-Brom-2-desoxyuridin

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
Komplement-Rezeptor(en)

C-Typ Lektin-Kohlehydrat-Erkennungseinheiten
(Carbonhydrat recognition domains)

Cytochalasin-D

2’,7’-Dichlorofluorescein
2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein-diacetate

Diesel Exhaust Particles

Dihydrorhodamin 123

Zellkulturmedium (Dulbeccos Modified Eagles Medium)
Dimethylsulfoxid

2,4-Dinitrophenol

verstirktes Chemilumineszenzsystem (Enhanced Che-
miluminescence)

Humane endotheldhnliche Zelllinie
Ethylendiamintetraessigsdure

Durchflusszytometrie (fluorescence acitvated cell sor-
ting)

Fc-Rezeptor

Fluoreszein-isothiozyanat

Vorwartsstreulicht (forward light scatter angle)

Hanks gepufferte Salzlosung (Hank’s buffered salt solu-
tion)
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HDL
hiFCS
HRP
ICP-MS

Ig

ITAM
ITIM

kDa

LDH

LDL

M199
MARCO
M-u«-D-MP
MTT

MR
NADPH
NF-x-B
PAGE
PBS

PBS-/-
PCR

PFA

PKC
PI3-Kinase
PMA
p-Nitro
PolyG
Polyl
PVDF

High Densitiy Lipoproteine

hitzeinaktiviertes FCS

Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase)
Induktiv gekoppelte Plasma Massenspektometrie (In-
ductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)
Immunglobuline
Immunglobulin-Tyrosine-Activation Motif
Immunglobulin-Tyrosine-Inhibitory Motif

Kilodalton

Laktatdehydrogenase

Low Density Lipoproteine

Zellkulturmedium (Medium 199)

Makrophagen Rezeptor mit (c)Kollagener Struktur
Methyl-a-D-mannopyranosid
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
Tetrazoliumbromid

Mannose-Rezeptor
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat
Transkriptionsfaktor Nuklear Faktor-xB
Polyacrylamid Gel Elektrophorese

Phosphat gepufferte Salzlosung (phosphat bufferd sali-
ne)

Phosphat gepufferte Salzlosung ohne Calcium und
Magnesium

Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reacti-
on)

Paraformaldehyd

Protein-Kinase C

Phosphatidylinositol(PI)3-Kinase
Phorbol-12-Myristol-13-acetat
p-Nitro-phenyl-methyl-disulfid

Polyguanyl Sdure (Polyguanylic Acid)

Polyinosin Saure (Polyinosinic Acid)
Polyvinylidendifluorid
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RNS Reaktive Stickstoffspezies

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species)

RPMI Zellkulturmedium (entwickelt im Roswell Park Me-
morial Institute, USA)

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reveres Transkriptase Polymerase Kettenreaktion

ScR Scavenger-Rezeptor(en)

SDS Natrium(Sodium)dodecylsulfat

SEM Standardfehler (standard error of the mean)

Si0, Siliciumdioxid

SOD Superoxiddismutase

Src Sarcoma

SSC Seitwértsstreulicht (side light scatter angle)

TBS Tris gepufferte Salzlosung (tris buffered saline)

TEM Transmissionselektronenmikroskop

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

THP-1 Humane Makrophagenzelllinie

TNF-a Tumor Nekrosefaktor-«

TPA 12-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Tween 20 Polyoxyethen-sorbitan-monolaurat

UFP Ultrafeine Partikel

UN tiber Nacht

v/v Volumenanteil pro Volumen

WST-1 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium

w/v Gewichtsanteil pro Volumen

Xg

Vielfaches der Erdbeschleunigung

17



3 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

18



4 EINLEITUNG

, There is plenty of room at the bottom!” (1959)
Richard Phillips Feynman (1918 - 1988)
amerikanischer Physiker und Nobelpreistréager
fiir Physik (1965)

4 Einleitung

Wihrend der gesamten Evolution des Menschen war dieser einer Expo-
sition mit nanoskaligen Materialien aus natiirlichen Quellen ausgesetzt.
In Form von ultrafeinen Stduben entstammen diese z.B. Vulkanaus-
briichen, Waldbrédnden oder Sandstiirmen. Diese natiirliche Belastung
erhielt im Laufe der menschlichen Entwicklung, und ganz besonders
seit Beginn der industriellen Revolution, Zuwachs durch Partikel
anthropogenen Ursprungs, wie z.B. durch RufSpartikel aus Verbren-
nungsmotoren, Hausfeuerung oder dem StrafSenverkehr (Oberdorster
et al., 2005).

In den letzten zwei Jahrzehnten entwickelte sich eine neue, anwen-
dungsbezogene Technologie, die mittlerweile als eine der Schliissel-
technologien des 21. Jahrhunderts gilt, die Nanotechnologie. Dieser
neue Zweig der Wissenschaft und Industrie beschiftigt sich damit,
neue Materialien und Techniken auf dem nanometer Level (107" m)
zu entwickeln, die unser Leben auf vielfiltige Weise positiv beeinflus-
sen sollen und schon beeinflussen. Solche Materialien kommen in so
unterschiedlichen Konsumprodukten wie Sonnencreme, Autopolitur,
Druckertonern, Tennisschldgern oder auch als Zusatz in Sportkleidung
vor. Aufserdem werden sie bei vielen industriellen Prozessen, wie dem
Bau von Halbleiterelementen oder aber auch im medizinischen Be-
reich wie der Diagnostik oder Wirkstoffapplikation verwendet (Hoet
et al., 2004; Nel et al., 2006). Diese neue Technologie bietet ungeahn-
te und neue Anwendungsmoglichkeiten fiir altbekannte Materialien,
bedingt durch chemische und physikalische Eigenschaften, die erst
durch eine Manipulation auf der Nano-Ebene auftreten. Der Fanta-
sie scheinen keine Grenzen mehr gesetzt. Pldne fiir einen ,Fahrstuhl
ins Weltall” (http:/ /www.nasa.gov/) mit Hilfe von neuen, superleich-
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ten aber unglaublich zugfesten, Carbonstrukturen, den sogenannten
Carbon Nanotubes, stehen bereits zur Diskussion. Und, obwohl sol-
che Vorstellungen in den Bereich der Science Fiction gehoren, fiithrte die
Veroffentlichung des Romanes ,Prey” von Michael Crichton (1942-2008)
indem Nanoroboter, die, so wie in diesem Buch beschrieben, gar nicht
realisierbar sind, aufier Kontrolle geraten und das menschliche Leben
zu vernichten drohen, bereits zu ernsten Debatten tiber die Gefahren
der Nanotechnologie in der Weltpresse.

Eine ernstzunehmende und ganz reale Bedrohung ist aber nicht von
der Hand zu weisen. Durch die Entwicklung synthetisch hergestellter
Nanostrukturen, die bewusst eingesetzt werden und nicht, wie andere
Partikel anthropogenen Ursprungs, als ungewolltes Nebenprodukt
durch z.B. Verbrennungsprozesse entstehen, stieg und steigt die Bela-
stung fiir Mensch und Umwelt, nochmals an (Moore, 2006; Kreyling et
al., 2003).

Die Exposition mit solchen Nanoobjekten kann tiber dieselben Wege er-
folgen, die auch schon fiir Umweltpartikel gezeigt wurden. Der Mensch
kann hierbei, je nach Produkt und Art der Applikation, sowohl iiber die
Haut, als auch tiber den Gastrointestinalen Trakt und ganz besonders
tiber den Weg der Inhalation mit Nanopartikeln in Kontakt kommen
(siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Biokinetische Wege von Nanopartikeln im menschlichen Organismus (verdndert nach
Oberdorster et al., 2005b).
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Die Gesundheitsgefahrdung durch Partikel im Nanometerbereich ist be-
reits schon langer bekannt (Clouter et al., 2001; Donaldson & MacNee,
2001; Limbach et al., Petersen et al., 1997; 2007; Wottrich et al., 2004) und
besonders die arbeitsplatzbezogene Exposition mit synthetischen Nano-
strukturen ist beachtenswert, und, obwohl es schon einige Studien zu ul-
trafeinen Stduben am Arbeitsplatz gibt (Borm & Tran, 2002; Castranova
& Vallyathan, 2000; Kuempel et al., 2003), existieren bisher nur wenige
gesicherte Studien iiber diese neue Belastung (Chalupa et al., 2004; Ha-
meri et al., 2003; Kuhlbusch et al., 2004; Kuhlbusch & Fissan, 2006; Soto
et al., 2007).

Neben den vielen Vorteilen und Perspektiven, die die Nanotechnologie
bereits bietet und in Zukunft zu bieten verspricht, darf man ein mogli-
ches Gefahrenpotential durch synthetische Nanopartikel nicht aus den
Augen verlieren. Einige Arbeitsgruppen beschitigen sich auch schon
seit etlichen Jahren mit diesem Thema (Desai et al., 1997; Volkel et al.,
2003; Wottrich et al., 2004). Mit dem Fortschritt in Technik und Medizin
kommen allerdings stindig neue Materialien auf dem Nanometerlevel
hinzu und so miissen in vitro und in vivo Studien erfolgen, um die Auf-
nahme in biologische Systeme und eine mogliche Toxizitdt dieser neuen
Werkstoffe einschédtzen zu konnen.

4.1 Nanotechnologie und Nanopartikel

Aber was genau versteht man unter dem Begriff Nanotechnologie und
was sind Nanopartikel?

Der Begriff ,Nano” kommt aus dem griechischen und bedeutet ,Zwerg”
und diesem Namen folgend beschiftigt sich die Nanotechnologie mit
Materialien im Nanometerbereich, also im Bereich von 102 m. Sie 16st
damit die Mikrotechnologie des 20. Jahrhunderts ab, die vor allem die
Computerchipproduktion revolutioniert hat.

Aber die Nanotechnologie ist keine Erfindung des letzten Jahrhun-
derts. Der Mensch nutzt, unbewusst, Nanopartikel und ihre Eigenschaf-
ten schon seit tiber zweitausend Jahren. So z.B. verwendeten die al-
ten Romer Tischdecken aus Asbestfasern, Nanofasern, die sie nach dem
Mahl einfach ins Feuer warfen und die, dank ihrer schweren Entflamm-
barkeit, daraus steril und sauber wieder hervor geholt wurden (Austin
& Lim, 2008). Ein weiteres Beispiel fiir die Nutzung von Nanomateriali-
en sind die, bereits im Mittelalter geschaffenen, roten Bildelemente in
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Kirchenfenstern, die ihre brillante Farbe der Verwendung von Nano-
goldpartikeln als Farbpigmente verdanken.

Unter dem Begriff Nanotechnologie vereinen sich heutzutage eine grofie
Bandbreite von Technologiebereichen, die sich mit der bewussten Pro-
duktion, Messung und Manipulation von Materialien, Oberflachen und
Strukturen beschiftigt, die groflenméfig in mindestens einer Dimension
zwischen einem und 100 nm liegen (ASTM Int. Standard, 2006; NSTC,
Juni 2000). Als Nanopartikel nun speziell wird eine Klasse von ultra-
feinen Partikeln (UFP) bezeichnet, deren Ldnge in drei Dimensionen
zwischen 1nm und 100 nm liegt (ASTM Int. Standard, 2006; DIN CEN
ISO/TS 27687, 2008; Maynard et al., 2006; Miihlfeld et al., 2008). Un-
ter diesen Begriff fallen sowohl die natiirlich vorkommenden Partikel in
diesem Grofienbereich, solche, die anthropogen als Abfall- oder Neben-
produkt bei verschiedenen Prozessen entstehen, z. B. bei Verbrennungs-
prozessen, und die industriell synthetisierten Nanoteilchen.

Die neuen und verbesserte Eigenschaften auf dem Gebiet der Physik,
Chemie und Biologie, die erst im Nanometerbereich auftreten und die
sich stark von denen desselben Materials im Mikrometerbereich unter-
scheiden konnen, werden der geringen Grofie dieser Strukturen zuge-
schrieben.

Die grofse Oberfldche im Verhdltnis zur Partikelmasse und dem Partikel-
volumen bietet viel Angriffsflache fiir chemische Reaktionen in biologi-
schen Systemen. Die Anzahl der oberflichennahen Molekiile und Ato-
me pro Partikel steigt exponentiell mit sinkender Partikelgrofie an und
ebenfalls die biologische Aktivitdt im Vergleich mit derselben Masse an
grofieren Partikeln (Oberdorster et al., 2005). Diese Oberfldchenstruktu-
ren konnen Metallumantelungen sein, sie konnen Elektronendonor bzw.
Elektronenakzeptor sein, hydrophile oder hydrophobe Gruppen enthal-
ten oder organische Molekiile konnen an den Partikel gebunden sein.
All diese Modifikationen bestimmen den physikalisch-chemischen Cha-
rakter des Partikels und beeinflussen seine Wirkung in biologischen Sy-
stemen (Aufnahme, Loslichkeit, Verteilung im Korper, Induktion von
oxidativem Stress, katalytische Effekte, etc.) (siehe Abbildung 2) (Nel et
al., 2006; Oberdorster et al., 2005).

22



4.1 Nanotechnologie und Nanopartikel 4 EINLEITUNG

w 0,

T UV-Aktivierung | Materialeigenschaften,
von Elektronen, | (z.B. diskontinuierliche
h* die zu Kristallfliichen, Defekte),
Bindungsbruch | die aktive

und Elektronenkonfigurationen
Radikalbildung | bilden,

fiihren. die zur Radikalbildung fiihren,

Inflammation,

Oxidativer Stress -1 EON):Zitét’

‘ Wechselwirkungen mit | Metalle (z.B. Fe) oder org.

Loslichkeit, Aufnahme, ' ) dem umgebenden Gruppen e Schédigung
Verteilung im Kérper 'V Medium (z.B. Proteine, | (z.B. Quinone) an der n
' Korperfliissigkeiten iiber Partikeloberfliche, die zur Q Q
z.B. hydrophilen, Radikalbildung
hydrophoben Partikel- | (Redoxzyklus,

harakter). katalytische
Reaktionen) fiihren.

Fe2*

Ummatelungen, die die Fenton-Reaktion H.0
Oberflichenstruktur Lt
verdndern.

OH-

Abbildung 2: Oberfldicheneigenschaften, die die Partikeleffekte auf biologische Systeme beeinflussen
kénnen (verdandert nach Nel et al., 2006).

Da die Nanotechnologie mittlerweile in alle ingenieur- und naturwis-
senschaftlichen Bereiche, wie z. B. dem Maschinenbau, der Elektronik,
der Chemie, der Medizin oder der Lebensmitteltechnologie, Einzug
gehalten hat, wird spekuliert, dass sie bis 2015 einen weltweiten Markt-
anteil von 1 Billion Dollar einnehmen wird (Nel et al., 2006).

4.1.1 Nanopartikel - Vorteile und Risiken

Einer der Vorteile, aber auch ein Gefahrenpotential der Nanopartikel,
stellt ihre geringe Grofie dar. Je kleiner die Teilchen einer definierten
Menge sind, desto hoher ist ihre Anzahlkonzentration und damit ihre
Gesamtoberflache und chemische Reaktivitdt. Diese neuen und teil-
weise iiberraschenden Eigenschaften versucht man sich in der Nano-
technologie zu Nutze zu machen um Verbesserungen fiir unser Leben
auf unterschiedlichsten Gebieten zu erreichen. So konnten mit Hilfe
synthetischer Nanopartikel z.B. hochleistungsfdhige Energiespeicher,
Oberflachenbeschichtungen mit Selbstreinigungseffekt (Lotus-Effekt),
Wandfarben oder Kleidung mit antibakteriellen Eigenschaften oder
Sonnenschutzmittel mit hohem Lichtschutzfaktor entwickelt werden.
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Ein besonders hervorzuhebender Punkt ist die Anwendung von nanos-
kaligen Materialien in der Medizin.

Eine grofle Anzahl von pharmazeutischen Produkten, die mit Hilfe der
Nanotechnologie entwickelt wurden oder Elemente derselben darstel-
len oder enthalten, sind bereits fiir die klinische Anwendung zugelassen
(Dobrovolskaia & McNeil, 2007). Allein 2006 kamen 240 nanoabhéngige
Produkte auf den pharmazeutischen Markt (Dobrovolskaia & McNeil,
2007). Desweiteren befinden sich viele andere in verschiedenen Stadien
der vorklinischen Entwicklung (Jordan et al., 2006). Solche multifunk-
tionalen Nanoelemente werden entwickelt um intrazelluldre Strukturen
anzufarben, Immunantworten zu stimulieren oder zu unterdriicken
indem sie an Proteine im Blut binden, oder als Transporter fiir Medika-
mente z. B. zur Passage durch den Magen fungieren (Desai et al., 1996;
Dobrovolskaia & McNeil, 2007; Kim et al., 2006).

Ein viel diskutierter Punkt ist allerdings auch eine mdogliche gestei-
gerte Toxizitdt mit steigendem Oberfldche zu Grofle Verhéltnis. Diese
vergrofierte Oberfldche und gestiegene Partikelzahl pro Masseneinheit
ermoglicht z.B. die erhohte Bindung von Metallen oder organischen
Komponenten aus der Luft, oder verstdarkte Interaktionen mit bio-
logischen Molekiilen im Korper die z.B. zur Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies fiihrend konnen (Donaldson et al., 2006; Geiser et al.,
2005; Moore, 2006; Nel et al., 2006; Unfried et al., 2007). Diese Inter-
aktionen konnen sehr unterschiedlich sein zu denen verursacht durch
grofsere Partikel (Oberdorster et al., 2005).

Das toxikologische Potenzial von ultrafeinen Stduben ist bekannt und
viele Studien kénnen hier Hinweise auf dhnlich toxische Wirkungen
von synthetischen Nanopartikeln geben (Fritsch et al., 2007; Geiser
et al., 2005, Wottrich et al.; 2004). Im Gegensatz zu den definierten
industriellen Nanopartikeln handelt es sich bei den UFP allerdings
um chemisch sehr heterogene Gemische mit einem Durchmesser von
100 nm oder weniger in allen drei Dimensionen (Donaldson et al., 2005)
Sie kommen hauptsdchlich als Aerosole vor und wirken auf den Men-
schen tiber den Weg der Inhalation (Miihlfeld et al., 2008). Gelangen
die UFP in die Atmosphére, werden sie Teil des Schwebstaubes. Hierzu
zdhlen alle festen und fliissigen Teilchen der Aufienluft, wie organisch,
biologische Partikel (Pollen, Sporen), Wassertropfchen, Mineralstaube
aus Bodenerosionen und anthropogene Partikel wie Rufsteilchen. Diese
oft als Abfall- und Nebenprodukte entstehenden Partikel entstammen
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Verbrennungprozessen, Abfallbeseitigung, Industrieprozessen und
dem Straflenverkehr. Sie variieren in Grofse, Oberflachenstruktur und
chemischer Zusammensetzung. Sie kénnen Ubergangsmetalle enthalten
und organische Verbindungen wie polyzyklische aromatische Kohlen-
wasserstoffe auf ihrer Oberflache binden, was ihre Toxizitat erhoht.

In diese Klasse der UFP fallen nun ebenfalls die synthetischen Nano-
partikel, wenn ihre Grofle in allen drei Dimensionen zwischen 1 und
100nm liegt. Gelangen sie in die Atmosphére, werden sie ebenfalls Teil
des Schwebstaubes, konnen z. B. organische Molekiile binden, die ihre
Toxizitdt erhohen, und inhaliert werden.

Der Vorteil, der beim Ubergang zum Nanomafistab durch verdanderte
Stoffeigenschaften, entsteht und in der industriellen Anwendung sehr
nutzlich sein kann, ist also nicht von der Hand zu weisen. Die, auf-
grund der verringerten Grofle, stark vergrofierte Oberfldche, einher-
gehend mit neuen chemischen und katalytischen Eigenschaften, bietet
neue Moglichkeiten, aber auch Risiken durch eine erhdhte biologische
Aktivitat. Parallel zur Entwicklung solcher synthetischen Nanostruktu-
ren miissen also material- und naturwissenschaftliche Untersuchung er-

folgen.

4.2 Silica Partikel

Als Hauptuntersuchungsmaterial in dieser Arbeit dienten Silica-
Nanopartikel, die aus Siliciumdioxid bestehen. Diese Partikel werden
bereits seit Jahrzehnten verwendet und boten sich deshalb als Beispiel
fiir synthetische Nanopartikel, denen der Mensch ausgesetzt ist, an.
Silicium ist nach Sauerstoff das zweithdufigste Element in der Erdkruste
(Massenanteil ca. 26%). Es kommt natiirlich nur in gebundener Form
im Mineralreich vor.

Silicium ist der Grundstoff der Halbleitertechnik, aus dem Transistoren,
integrierte Schaltkreise und Solarzellen hergestellt werden (Mortimer,
1996).

Siliciumdioxid ist eine Sammelbezeichnung fiir die Modifikationen der
Oxide des Siliciums mit der Summenformel SiO,. Siliciumdioxid bildet
als Teil von Silikaten wie z.B. Feldspat, Tonmineralien oder in freier
Form als Quarz den Hauptbestandteil der Erdkruste und somit auch
die haufigste Siliciumverbindung (Mortimer, 1996).
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Es kommt in zwei natiirlichen Konformationen vor, amorph und kri-
stallin.

Kristallines Silica findet man unter anderem in Form von z. B. Bergkri-
stall, Chalcedon, Cristobalit, a — und B-Quarz. Amorphes Silica ist in
seiner Zusammensetzung sehr inhomogen. Man findet es z. B. in Form
von vulkanischem Glas (Obsidian), Opal, Gesteinsglas (Tektit) oder
biogen (Skelette von Radiolarien, Diatomeen und Schwammen).

4.2.1 Herstellung

Synthetisches SiO, liegt meist amorph vor und wird grofitechnisch in
unterschiedlichen Prozessen in grofien Mengen erzeugt. Die Herstel-
lung erfolgt meist {iber Fallungsprozesse ausgehend von Wasserglas,
das durch AufschliefSen von Quarzsand mit Natriumcarbonat oder Ka-
liumcarbonat erhéltlich ist. Je nach Prozessbedingungen nennt man es
Fallungskieselsdure oder Kieselgele.

Eine weitere Herstellungsvariante ist die Erzeugung von pyrogenem
Si0O; in einer Knallgasflamme, ausgehend von Chlorsilanen wie Silici-
umtetrachlorid (SiCly). Der bei der Knallgasverbrennung entstehende
Wasserdampf zersetzt die Silane zu amorphem SiO,. Dieses SiO,-Pulver
hat einen Durchmesser von 5 - 50nm und eine spezifische Oberfldche
von 50 - 600 m?/g.

4.2.2 Technische Anwendung

Synthetisches Siliciumdioxid spielt in unserem Leben, meist unbemerkt,
eine grofie Rolle. Es wird in Farben und Lacken genauso eingesetzt
wie in modernen Fertigungsprozessen wie der Halbleitertechnik oder
als Putzhilfe in Zahnpasten. Als Lebensmittelzusatzstoff (E 551) fin-
det man es z. B. in Fruchtpulvern und Gewiirzmischungen. Hier dient
es als FliefShilfs- und Antibackmittel (www.Degussa.com/aerosil, 2008).
Weiterhin wird es zur Bierkldrung benutzt und zur Vorbeugung gegen
Kornkéferbefall mit Getreide vermischt.

Die mengenmifiig grofite Bedeutung kommt Siliciumdioxid in Form
von Glas zu, gefolgt von der Anwendung als Fiillstoff fiir Kunststoffe
und Dichtungsmassen, besonders in Gummiartikeln. Moderne Autorei-
fen profitieren von einer Verstarkung durch ein spezielles SiO,-System.
Sie sparen dadurch gegeniiber den traditionell nur mit Rufs gefiillten
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Gummimischungen ca 5% Treibstoff bei gleichzeitig verbesserter Sicher-
heitsleistung. Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet ist die Verwen-
dung von Siliciumdioxid in der Betonherstellung. Als Zusatzstoff in der
Produktion von Hochleistungs- und Ultrahochleistungsbetonen fiihren
die Partikel in der Groflenordnung von 100 nm zu einer mechanischen
Erhohung der Festigkeit, indem der Kapillarporenanteil im Zementstein
verringert wird.

4.3 Die Lunge - Hauptaufnahmeweg fiir Nanopartikel

Mit einer respiratorischen Oberfliche von etwa 140m? und einem
Atemvolumen von im Schnitt 15m? gilt die Lunge als einer der Haupt-
aufnahmewege fiir Nanopartikel in den Korper (Hoet et al., 2004).
Abhédngig von ihrer areodynamischen Grofie konnen Partikel un-
terschiedlich tief in die Atemwege eindringen. Partikel mit einem
Durchmesser >2,5 ym werden bereits im Nasen- und Rachenraum
herausgefiltert und kénnen durch Ausatmen, Niesen, Husten oder
Verschlucken eliminiert werden (Heyder et al., 1986; Hoet et al., 2004;
Peters et al., 2006). Partikel kleiner 2,5 ym gelangen in die mittleren und
tieferen Lungenabschnitte und konnen bis zu den Alveolen vordringen.
Allerdings ist die Verteilungsmoglichkeit und Depositionswahrschein-
lichkeit auch hier weiter grofSenabhédngig. Bis zu einer Grofie von 1 nm
erreichen UFP die Alveolen und konnen sich gleichméfsig ausbreiten,
mit einem Maximum fiir die etwa 20nm grofsen Partikel. Aufgrund
ihres Diffusionsverhaltens erreichen Partikel mit einem Durchmesser
von unter 1 nm nicht die Alveolen und auch nur 10% von ihnen kdnnen
in den tieferen Bronchialtrakt vordringen (siehe Abbildung 3) (Heyder
et al., 1986; Oberdorster et al., 2005).
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Abbildung 3: Ausbreitungs- und Depositionsmoglichkeiten von Partikeln verschiedener Grofienfraktio-
nen im menschlichen Kérper (verdndert nach Oberdérster et al., 2005).

Nur Partikel mit einem aerodynamischen Durchmesser von weniger als
100nm koénnen das Epithel oder die alveolaren Blutkapillaren passie-
ren und ins Interstitium oder in die Blutzirkulation gelangen (Nemmar
et al., 2001, Oberdorster et al., 2000). Einmal im Blutsystem angelangt
konnen die Partikel im ganzen Organismus verteilt werden, sekundére
Zielorgane, wie Herz, Leber, Nieren oder das zentrale Nervensystem er-
reichen und dort direkt von den Zellen internalisiert werden (Elder et
al., 2006; Kreyling et al., 2002; Nemmar et al., 2002; Oberdorster et al.,
2004).

4.4 Mechanismen der Partikelaufnahme in die Zelle

Mittlerweile ist seit einigen Jahren bekannt, dass auch Nanopartikel,
natiirlicher oder synthetischer Natur, von vielen Arten von Zellen auf-
genommen werden konnen (Chithrani & Chan, 2007; Desai et al.; 1996;
Gratton et al., 2008; Stearns et al., 2001; Takenaka et al., 2006; Wottrich et
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al., 2004). Trotz dieser Studien, die sich mit den Wechselwirkungen von
Nanopartikeln und Zellen und der daraus folgenden Partikelaufnahme
beschiftigt haben, ist iiber die tatsdchlichen molekularen Aufnahmeme-
chanismen noch wenig bekannt.

Wasser und kleine geldste Teilchen gelangen entweder von selbst durch
die Lipiddoppelschicht in die Zelle hinein und wieder heraus, oder sie
werden von Transportproteinen durch die Membran gepumpt (Alberts
et al.,2004). Grofie Molekiile und Partikel, wie Proteine, Polysaccharide
oder Mikroorganismen, durchqueren die Membran meist mit Hilfe
eines anderen Mechanismus (Campbell, 1998).

4.4.1 Endozytose allgemein

Als Endozytose bezeichnet man allgemein die Aufnahme von Makro-
molekiilen, partikuldren Substanzen bis hin zu ganzen Zellen in Zellen
durch begrenzte Abschnitte der Plasmamembran, die das aufzuneh-
mende Material einschlieffen und, durch Abschniirung, intrazelluldre
Vesikel bilden. Man unterteilt die Endozytose in zwei verschiedene
Aufnahmemechanismen, abhdngig von der aufzunehmenden Substanz
und der Grofe der gebildeten Vesikel (siehe Abbildung 4) (Uberblick
bei Conner & Schmid, 2003; Okamoto, 1998).

Die eine Form nennt man Phagozytose (,Zell-Fressen”), bei der grofie
Partikel wie Mikroorganismen von der Zelle umflossen werden und
in grofie Vesikel, den Phagosomen (Durchmesser meist >250nm),
aufgenommen werden. Diese Art der Aufnahme wird meist nur von
spezialisierten phagozytierenden Zellen ausgefiihrt.

Unter dem Begriff Pinozytose (,Zell-Trinken”), zu der die meisten
eukaryotischen Zellen befdhigt sind, fasst man mehrere Aufnahmeme-
chanismen zusammen (4).
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Abbildung 4: Endozytotische Aufnahmewege in die Sdugerzelle. Die Wahl des Aufnahmeweges ist
abhéngig von der Grofie des enozytotischen Vesikels, der Art des aufzunehmenden Materials und dem
Mechanismus der Vesikelbildung (verédndert nach Conner & Schmid, 2003).

Die Makropinozytose ist ein Aktin abhédngiger Prozess, mit der eine
eher unspezifische Aufnahme von Molekiilen aus der extrazelluldren
Fliissigkeit in Verbindung gebracht wird.

Die sogenannte Rezeptor vermittelte Endozytose bietet der Zelle die
Moglichkeit gezielt Molekiile aufzunehmen, welche an einen Rezeptor
an der Zelloberfliche gebunden haben. Man findet hier die Aufnahme
tiber Einstiilpungen, die mit dem Protein Clathrin bedeckt sind (Conner
& Schmid, 2003; Kirchhausen, 2000).

Als eine Sonderform der Lipid Rafts, Glykosphingolipid reiche Mikro-
domaénen in der Plasmamembran, findet man, Caveolae genannte, fla-
schenformgigen Einstiilpungen, die mit dem Cholesterin bindenden
Protein Caveolin ausgekleidet sind (Alberts et al., 2004; Gumbleton,
2001; Okamoto, 1998).

In letzter Zeit wurde noch eine Reihe weiterer Endozytoseprozesse be-
schrieben, die Caveolin als auch Clathrin unabhéingig sind, und die
moglicherweise an der Aufnahme von Nanopartikeln in die Zellen be-
teiligt sein konnten (Conner & Schmid, 2003; Dobrovolskaia & McNeil,
2007) Allerdings ist iiber diese Aufnahmewege noch so gut wie nichts
bekannt. In dieser Arbeit soll daher ndher auf die Phagozytose und die
Rezeptor vermittelte Endozytose durch Clathrin und Caveolin eingegangen
werden.
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4.4.2 Phagozytose

Phagozytose ist eine besondere Form der Endozytose, bei der Partikel in
grofie Endozytosevesikel, die Phagosomen, aufgenommen werden. Die
klassische Phagozytose ist Aktin abhdngig und Partikel werden durch
die Ausbildung von Pseudopodien umschlossen (Aderem & Underhill,
1999; May & Machesky, 2001).

Phagozyten haben eine Vielzahl spezialisierter Oberflichen-Rezeptoren,
deren Funktion an die Phagozytosemaschinerie der Zelle gekoppelt ist
und die zu phagozytierendes Material erkennen. Anders als bei der Pi-
nozytose wird Phagozytose ausgeldst und die Rezeptoren miissen ak-
tiviert werden. Sie iibertragen ein Signal an die Zelle und starten die
Zellantwort.

Je nach Erkennungsmuster des Liganden unterscheidet man zwischen
opsoninabhdngiger und -unabhdngiger Phagozytose, woraus sich ei-
ne Einteilung der Phagozytoserezeptoren in zwei Gruppen ergibt.
Wiéhrend bei der opsoninunabhéngigen Phagozytose Oberfldchenstruk-
turen des aufzunehmenden Partikels (z.B. Lipoteichonsduren oder a-
Mannan der Bakterienzellwand) von spezifischen Rezeptoren erkannt
werden, erfolgt bei der opsoninabhédngigen Phagozytose eine vorherige
Markierung durch korpereigene Substanzen (Immunglobuline (Ig) oder
Komplemente (Cx)). Je nach Art dieser Oberfldichenstrukturen erfolgt
eine weitere Unterteilung der Phagocytose nach Art des verwendeten
Rezeptortypes (siehe auch Abbildung 5):

1. Fc-Rezeptor (FcR) abhdngige Phagozytose

2. Komplement-Rezeptor (CR) abhidngige Phagozytose

3. Mannose-Rezeptor (MR) abhédngige Phagozytose

4. Scavenger-Rezeptor (ScR) abhdngige Phagozytose
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Phagozytotische Aumahmewege
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Aktinpolymerisation und Aktinpolymerisation und
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Phagozyte
Proinflammatorische Nicht proinflammatorische
Antwort Antwort

Abbildung 5: Phagozytoserezeptoren und ihre Liganden (verdndert nach Dobrovolskaia & McNeil,
2007)

Die durch die verschiedenen Rezeptoren vermittelte Phagozytose vari-
iert in der Morphologie der Partikelbindung und -internalisierung, in
der Signaltransduktionskaskade der beteiligten Mediatoren und in der
induzierten Immunantwort (Aderem & Underhill, 1999). So induziert
die FcR und MR vermittelte Phagozytose eine pro-inflammatorische,
die Aufnahme von pathogenen Partikeln iiber den CR eine nicht-
inflammatorische und die Phagozytose von z.B. apoptotischer Zellen
durch ScR eine anti-inflammatorische Reaktion (Haberzettl, 2006).

4.4.2.1 Fc-Rezeptor (FcR) vermittelte Phagozytose

Die am besten untersuchten Phagozytose auslosenden Signale sind die
Antikorper oder Immunglobuline (Ig) G, A und E. Sie schiitzen den
Organismus, indem sie an die Oberfldche von infektiosen Mikroorga-
nismen oder Materialien binden und eine Hiille ausbilden, in der die
Schwanzdomaéne eines jeden Antikorpermolekiils, die sogenannten
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Fc-Doméne, nach aufien gekehrt ist. Diese Antikorperhiille, speziell die
Fc-Doméne, wird von speziellen Fc-Rezeptoren der Phagozyte erkannt.
Die Rezeptoren werden iiber die Art des Ig’s welches von ihnen erkannt
wird in FcaR (IgA), FcyR (IgG) und FceR (IgE) unterteilt. Von diesen
Rezeptoren, die von vielen Zelltypen des Immunsystems exprimiert
werden (Makrophagen, Monozyten, Neutrophile, Eosinophile und
Lymphozyten), haben jedoch nur FcaR und FcyR die Fihigkeit zur
Phagozytose (Garcia-Garcia & Rosales, 2002; Ravetch & Bolland, 2001).
Die Hauptklasse der Ig-Rezeptoren fiir die Phagozytose opsonierter
Pathogene bilden die FcyR, die in verschiedene Mitglieder unterteilt
werden: FcyRI (CD64), FcyRITA (CD32), FcyRIIB (CD32), FcyRIITA
(CD16a), FcyRIIIB (CD16b). Sie unterscheiden sich in ihrer Antikorpe-
raffinitdt und molekularen Struktur. Diese Rezeptoren bestehen fast
alle, bis auf FcyRIIIB, aus einer einzelnen Proteinkette mit einer ex-
trazelluldren Ligandenbindungs-, einer transmembranen und einer
zytoplasmatischen Doméne.

Der FcyRIIIB hat keine transmembrane und zytoplasmatische Doméne.
Er ist iiber eine Glycophosphatidylinositolkette in der Plasmamem-
bran verankert. Durch eine Ligandeninteraktion mit ihm kann eine
Kalziumsignalkaskade und Aktinpolymerisation eingeleitet werden
(Garcia-Garcia & Rosales, 2002; Ravetch & Bolland, 2001).
Zusammentfassend ldsst sich sagen, dass sowohl FcyRI, FcyRIIA als
auch FcyRIIIA die Phagozytose einleiten konnen, FcyRIIB der negati-
ven Regulation derselben dient und die Aufgaben des FcyRIIIB noch
weitestgehend unbekannt sind (Garcia-Garcia & Rosales, 2002).

Der einleitende Schritt der FcyR induzierten Phagozytose, die auch
als Typl Phagozytose beschrieben wird, ist die extrazellulare Wechsel-
wirkung zwischen dem IgG opsonierten Liganden und dem Rezeptor
(Aderem & Underhill, 1999). Durch eine Umstrukturierung des Ak-
tinzytoskeletts und der Plasmamembran kommt es dann zur Bildung
von Pseudopodien, die den Partikel umschliefsen, und dann, durch Ver-
schmelzen ihrer Enden, ein Phagosom ausbilden (May & Machesky,
2001).

Diese Rezeptoraktivierung bewirkt gleichzeitig die Induktion einer pro-
inflammatorischen Signalkette, sowie die Bildung von antimikrobiel-
len Substanzen. Eine induzierte Reaktion ist die Bildung von reak-
tiven Sauerstoff Spezies (ROS), die einerseits die phagosomale Lyse
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des Pathogens bewirkt, aber auch Transkriptionsfaktoren wie NF-«-
B aktiviert, was zur Synthese von z.B. TNF-a und somit einer pro-
inflammatorischen Antwort fiihrt (Aderem & Underhill, 1999; Aderem,
2003; Cox et al., 1999; Greenberg, 2001; Underhill & Ozinsky, 2002).

4.4.2.2 Komplement-Rezeptoren (CR) vermittelte Phagozytose

Das Komplementsystem ist ein System aus Plasmaproteinen, das im
Zuge der Immunantwort aktiviert werden kann. Die mehr als 30 Prote-
ine des menschlichen Komplementsystems sind im Blutplasma gelost
oder zellgebunden, haben stark zellzerstorende Eigenschaften und
dienen hauptsédchlich der Abwehr von Mikroorganismen wie Bakterien,
Pilzen und Parasiten. Die Hauptaufgabe besteht darin, die Oberfldche
von Krankheitserregern zu bedecken, um so den Phagozyten auch die
Zerstorung jener Erreger zu ermoglichen, die sie sonst nicht erkennen
wiirden (Opsonierung). Daneben 16st es eine Reihe von Entziindungs-
reaktionen aus, die den Kampf gegen eine Infektion unterstiitzen. Die
Fragmente einiger Komplementproteine wirken als Chemokine, die
weitere Phagozyten zum Infektionsherd locken. Eine weitere Funktion
ist die direkte Zerstorung von Bakterien durch das Einfiigen von Poren
in deren Zellmembran.

Die Komplement-Rezeptoren erkennen, durch Komponenten des Kom-
plementsystems opsonierte, Partikel und Mikroorganismen und leiten
die Phagozytose ein. Sie werden in drei Klassen unterteilt (Dip & An-
derson, 2000; Ghiran et al., 2000):

Der CR1 (CD35) wird auf Erythrozyten, Phagozyten und Lymphozyten
exprimiert. Dieser monomere Rezeptor besteht aus einer transmembra-
nen Proteinkette mit einer grofien extrazalluldren Erkennungsdomaéne
und einem kurzen intrazelluldren Ende. Er erkennt und bindet Clq,
C4b und C3b opsonierte Partikel, kann aber nicht ihre Phagozytose
einleiten.

CR3 (CD11b/CD18, Macl) und CR4 (CD11c/CD18, gp150/95) gehoren
zur Familien der Integrine und werden von Neutrophilen und Monozy-
ten expremiert. Die Expression ist allerdings sehr gering, wird aber, bei
der Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen, verstarkt (Ofek et
al., 1996; Takizawa et al., 1996). Die Heterodimere bestehen aus «- und
B-Ketten. Sie erkennen und phagozytieren mit inaktiven Komplement
Komponenten (iC3b) opsonierte Partikel.
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Im Gegensatz zur Aufnahme von IgG-opsonierten Liganden durch den
konstitutiv aktivierten FcR, muss die Phagozytose von Komplement
opsinierten Liganden aktiviert werden durch, z.B. PMA (Phorbol-12-
Myristol-13-acetat) oder TNF-a. Der Prozess der Phagozytose bedarf
auch hier einer umfassenden Aktinrekrutierung, ist aber, im Gegensatz
zur Phagozytose iiber FcR, ein eher passiver Prozess. Es werden nur
kleine Pseudopodien ausgebildet und der Partikel sinkt eher in die Zel-
le, als dass er umschlossen wird (Allen & Aderem, 1996). Ein moglicher
Mechanismus der CR3 vermittelten Phagozytose sieht folgendermafien
aus: Nach einer Aktivierung des Rezeptors durch proinflammatorische
Zytokine wie TNF-g, tiber PKC, bei der vermutlich die S-Untereinheit
des Rezeptors phophoryliert wird, kommt es zu einer Konformati-
onsdnderung und zu einer Clusterung des CR. Dies ermoglicht die
Bindung des aufzunehmenden Partikels (May et al., 2000; May & Ma-
chesky, 2001). AnschliefSend erfolgt die Aktivierung der GTPase RhoA,
was als Typll Phagozytose bezeichnet wird. Dadurch wird sowohl die
Serin/Threonin-Kinase ROCK, als auch Arp2/3 aktiviert, welche dann,
tiber Zytoskelettproteine wie Vinculin oder Paxilin, zur Internalisierung
fiihrende Aktinumstrukturierung bewirken (Greenberg, 2001).

Abschlieffend seien noch die ebenfalls zur Familie der Integrine
gehorenden heterodimeren Molekiile a5 oder a;, 83 genannt. Diese sind
als Adhdsionsmolekiile bekannt und werden von Makrophagen, Mikro-
glia, dendritischen Zellen und retinalen Epithelzellen expremiert. Sie
vermitteln vor allem die Phagozytose apoptotischer Zellen (Savill et al.,
1990).

4.4.2.3 Mannose-Rezeptoren (MR) vermittelte Phagozytose

Die Mannose-Rezeptoren gehdren zur Familie der C-Typ Lektin-
Rezeptoren. Die Bindung an unterschiedliche Erreger wie Bakterien,
Viren, Pilze oder Parasiten erfolgt iiber eine Kalcium abhédngige Erken-
nung von typischen Zuckerverbindungen. Z.B. erkennen sie Zymo-
sanpartikel aus der Zellwand von Hefen (Sacchaomyces cerevisiae), die
aus a-Mannan, Mannoproteinen und B-Glucan bestehen. Die Bindung
von Lektinen, speziellen Proteine, die fest an einen spezifischen Zucker
gebunden sind, an der Oberfldche ist eine Art von Opsonierung. Die
Bindung und Aufnahme durch Mannose-Rezeptoren lifit sich z.B.
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durch a-Mannan, -Glucan oder Mannoproteine hemmen (Janusz et al.,
1986; Noorman et al., 1997; Sung et al., 1983).

Der Makrophagen Mannose-Rezeptor (MR,CD206) kommt in Makro-
phagen und dendritischen Zellen vor. Er bindet Mannoseoligosacchari-
de wie x-Mannan, das unter anderem auf der Oberflache von Bakterien,
Pilzen und Einzellern zu finden ist, und vermittelt deren Phagocytose.
Es handelt sich um einen transmembranen Rezeptor, der eine extra-
zelluldre N-terminale Domédne mit acht C-Typ Lektin-Kohlehydrat-
Erkennungseinheiten (Carbonhydrat recognition domains, CRD) gefolgt
von Fibronektin Typll Wiederholungen besitzt, die mit einer Cystein-
reichen Region beendet wird. Intrazellulér folgt eine kurze C-terminale
zytosolische Domdéne (Stahl & Ezekowitz, 1998).

Dectin-1 erkennt f-Glucan und wird von Makrophagen exprimiert. §-
Glucanpolysaccharide findet man in der mikrobiellen Zellwand. Dieser
Rezeptor vermittelt die Erkennung und Phagozytose dieser Polysac-
charide. Er besteht aus einer kurzen extrazelluliren Doméne mit einer
CRD-Einheit, einer transmembranen Untereinheit und einem kurzen
zytoplasmatischen Schwanz, mit einer moglichen ITAM-Doméne.
Diese beiden Rezeptoren erkennen Zymosan und koordinieren dessen
Aufnahme durch Makrophagen (Underhill & Ozinsky, 2002).

Weiterhin gehoren der Phospholipase A2-Rezeptor (PLA2R), DEC-205
und ENDO180 zur Familie der C-Typ Lektin-Rezeptoren. Diese Rezep-
toren scheinen aber keine phagozytotische Funktion zu besitzen.

Uber den molekularen Mechanismus der MR-vermittelten Phagozyto-
se ist noch wenig bekannt. Allerdings konnte fiir die Aufnahme von
Zymosan Partikeln gezeigt werden, dass Proteine wie F-Aktin und
Protein-Kinase C (PKC) zum sich ausbildenden Phagosom rekrutiert
werden (Allen & Aderem, 1996).

Durch die Interaktion von Liganden mit dem MR wird, wie bei der FcR
vermittelten Phagozytose, ein pro-inflammatorisches Signal eingeleitet,
welches zur Bildung von ROS und pro-inflammatorischen Zytokinen
fithren kann (Mytar et al., 2004). Auch eine MR vermittelte Aktivierung
des NF.xB durch Pneumocystis pneumonia konnte gezeigt werden (Zhang
et al., 2004).

Die phagozytotischen Signale des FcR und des MR sind also pro-
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inflammatorisch, im Gegensatz zu denen des CR.

4.4.2.4 Scavenger-Rezeptoren (ScR) vermittelte Phagozytose

Bei den Scavenger-Rezeptoren (,Straflenfeger”) handelt es sich um ei-
ne grofie Gruppe von transmembranen Molekiilen, die an der Rezeptor
vermittelten Endozytose von polyanionischen Liganden wie z. B. LDL
(Low densitiy Lipoproteine) oder der Polynukleotide Poly I (Polyinosinic
Acid) und Poly G (Polyguanylic Acid) beteiligt sind. Aufserdem spielen
sie eine wichtige Rolle in der opsoninunabhédngigen Immunabwehr von
Bakterien, Partikeln und apoptotischen Zellen und in der Adhé&sion von
Makrophagen (Arredouani et al., 2005; Palecanda & Kobzik, 2001; Pale-
canda et al., 1999; Peiser et al., 2002; Platt & Gordon, 2001).

Nach strukturellen Gesichtspunkten teilt man die ScR in drei Klassen,
A, Bund C, ein.

ScR der Klasse A kommen vor allem in Monozyten, peritonealen sowie
Gewebemakrophagen, dendritischen Zellen und sinosoidalem Epi-
thelium (z.B. in der Leber) vor (Greaves & Gordon, 2005; Palecanda
& Kobzik, 2001; Peiser et al., 2002). Zu dieser Klasse gehoren ScR-Al
und -All und der zusitzlich in der Milz und in Lymphknoten zu fin-
dende MARCO (Makrophagen Rezeptor mit (C)Kollagener Struktur).
Sie binden an unterschiedlichste polyanionische Liganden. Es handelt
sich um homotrimere Glykoproteine bestehend aus drei 77 kDa grofien
Monomeren.

Sie binden bevorzugt acetyliertes und oxidiertes LDL. MARCO bindet
zusdtzlich Bakterien. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von
MARCO auch durch Partikel hochreguliert wird (Peiser et al., 2002).
Die ScR haben extrazelluldr eine a-helikale coil-coiled Doméne, gefolgt
von einer Kollagen dhnlichen Domaéne, die wichtig fiir die Liganden
Bindung ist. ScR-AI hat zusétzlich eine Cystein reiche Doméne, die bei
vielen Zelloberflichen-Rezeptoren und l6slichen Proteinen gefunden
wird. MARCO hat sowohl eine Kollagen dhnliche als auch eine Cytein
reiche Doméne. Der C-Terminus von ScR-Al ist ldnger als bei ScR-AII.
Intrazelluldr folgt der transmembranen Domdine eine relativ kurze
zytoplasmatische Region (Palecanda & Kobzik, 2001). Die Bindung und
Aufnahme durch Scavenger-Rezeptoren Klasse A 1dfit sich z. B. durch
Poly I (Polyinosin Sdure), Poly G (Polyguanyl Sdure) oder Fucoidan
kompetetiv hemmen (Kanno et al., 2007; Kraal et al., 2000; Palecanda &
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Kobzik, 2001).

Als vierter ScR dieser Klasse sei ScR-III zu nennen, der aber nur im
Endoplasmatischen Retikulum gefunden wird. Die Bedeutung diese
Rezeptors wird dadurch unterstrichen, dass in Mdusen, bei Abwe-
senheit dieses Rezeptors, bestimmte Bakterien nicht mehr wirksam
abgewehrt werden konnen.

Zu den ScR der Klasse B gehoren die monomeren Rezeptoren CD36 und
ScR-BI. CD36 ist ein 88 kDa und ScR-BI ein 57 kDa grofies Glycoprotein.
CD36 wird expremiert auf Makrophagen, Monocyten, Epithelzel-
len, Endothelzellen, adiposem Gewebe und Blutpldttchen. ScR-BI auf
adipdsem, Lungen- und Lebergewebe (Palecanda & Kobzik, 2001).
Beide binden acetyliertes und oxidiertes LDL. ScR-BI bindet aufSerdem
HDL (High densitiy Lipoproteine) und apoptotische Zellen und CD36
bindet Trombospondin.

Sie besitzen eine sehr kurze zytosolische C-terminale Doméne, die
reich an Prolin, Glycin und Cystein ist. Nach der transmembranen
Domaine folgt eine grofie extrazellulire Doméne, die N-terminal viele
N-Glykosylierungsseiten aufweist.

Der Vollstandigkeit halber seien hier noch folgende ScR zu nennen.
Klasse B ScR binden acetyliertes LDL, Poly I und mikrobielles f-Glucan.
LOX-1, eine 48 kDa grofies Lektin dhnliches Transmembranprotein,
welches auf Endothelzellen und Makrophagen zu finden ist und u.a.
Bakterien, LDL und apoptotische Zellen bindet.

Es ist noch nicht endgiiltig gekldrt, ob die ScR nach Ligandenbindung
in der Lage sind, alleine die Phagozytose einzuleiten und selbstindig
die notige Aktivierung des Aktinzytoskeletts zu bewirken, zahlreiche
Untersuchungen in vitro und in vivo sprechen aber dafiir (Hamilton et
al., 2006; Kanno et al., 2007; Kobzik, 1995). Die Ligandenbindung bei
ScR-A und ScR-B bewirkt aber die Induktion der Freisetzung von ROS
und TNF in Monozyten (Mytar et al., 2004).

4.4.3 Clathrin coated pits vermittelte Endozytose

Eine Form der Rezeptor vermittelten Endozytose verlduft tiber Clathrin
bedeckte Einstiilpungen, den sogenannten Clathrin coated pits. Sie waren
die ersten beschichteten Vesikel, die entdeckt wurden (Alberts et al.,
2004; Okamoto, 1998). Sie nehmen etwa 2% der Flache der Plasmamem-
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bran ein.

Die Clathrin vermittelte Endozytose 143t sich grob in vier Schritte eintei-
len: Die Keimbildung, die voranschreitende Einstiilpung der Membran
(Knospung), die Abschniirung des Vesikels und schliefslich die Urncoa-
ting Reaktion, in der die Proteinhiille des Vesikels wieder abgestreift
wird.

Die Lebenszeit einer Einstiilpung ist kurz. Sie wird in etwa einer Minute
gebildet, stiilpt sich wahrend dieser Zeit ein und schniirt sich als Cla-
thrin beschichtetes Vesikel ab. Dann wirft sie innerhalb von Sekunden
ihre Hiille ab und verschmilzt mit frithen Endosomen. Je nach Zelltyp
entstehen hier Vesikeln mit Durchmessern von 100 - 200nm (Conner &
Schmid, 2003; Kirchhausen, 2000).

Treibende Kraft hinter der Clathrin vermittelten Endozytose ist die
Fahigkeit des Proteins Clathrin, sich zu polyedrischen Kifigen aus
Fiinf- und Sechsecken zusammenzulagern. Diese Reaktion ist ener-
getisch begiinstigt und findet, unter geigneten Pufferbedingungen,
auch spontan im Reagenzglas statt. Es wird vermutet, dass die bei der
Kéfigbildung freiwerdende Energie ausreicht, um ein Vesikel von der
Plasmamembran abzuschniiren. Clathrin besitzt eine dreibeinige Struk-
tur (Triskelion). Es besteht bei Sdugern aus drei identischen schweren
Ketten (HC) mit einer Masse von 192 kD und einer Liange von 1675
Aminosdureresten, an die sich in der Achsen- oder Nabenregion der
Triskelions jeweils eine leichte Kette (LC) anlagert (Kirchhausen, 2000).
Da Clathrin selbst nicht an Membranen binden kann, benétigt es hierfiir
die Hilfe von, an der Donormembran gebundenen, Adapterproteinen
(Adaptin, AP-Komplexe, AP180), die in Abhédngigkeit vom vermittelten
Transportweg variieren. Mit der Anlagerung von Clathrin an diese Ad-
apterproteine ist eine fortschreitende Kriimmung der Donormembran
verbunden, die durch membranverdndernde Proteine wie z.B. Endo-
philine unterstiitzt wird. Vor der Abtrennung des Clathrin-umhiillten
Vesikels ist dieses nur noch {iiber eine enge flaschenhalsartige Struktur
mit der Donormembran verbunden (Kaksonen, 2008; Kirchhausen,
2000; Sorkin, 2004). Die Abtrennung erfolgt durch die GTPase Dynamin
(Gold et al., 1999; Henley et al., 1999).

Die Entfernung der Clathrin Hiille vom gebildeten Vesikel erfolgt
unmittelbar im Anschluss, so dass weitere Proteininteraktionen, die
fiir den Transport des Vesikels oder die anschlieflende Fusion mit der
Zielmembran notig sind, an der Oberfliche des Vesikels ungehindert
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stattfinden konnen.

4.4.4 Caveolae vermittelte Endozytose

Zellen kénnen zusétzlich zu den Clathrin beschichteten Gruben und Ve-
sikeln durch einen weiteren Mechanismus Pinozytosevesikel bilden, die
sogenannten Caveolae, die in allen Sdugerzellen zu finden sind und in
Groflenordnungen von 60 - 100nm vorkommen. Man glaubt, dass sie
als eine Sonderform aus Lipid Rafts entstehen, die als Hauptkomponente
zusatzlich Caveolin, ein “Haarnadel-artig” integriertes Protein mit meh-
reren Transmembranbereichen, beinhalten (Gumbleton, 2001; Harder &
Simons, 1997; Okamoto, 1998).

Die Synthese und Integration von Caveolin in Membranen erfolgt am
Endoplasmatischen Retikulum (ER), die Oligomerisierung des Prote-
ins in groffe Homo-Oligomere wird durch Cholesterin stimuliert und
durch Palmitoylierung, auf dem Weg zur Plasmamembran, innerhalb
des Golgi-Komplexes stabilisiert. Zusdtzlich zum Einbau von Choleste-
rin in die Lipid Rafts erfolgt im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) die Anrei-
cherung des Lipidkerns mit Glykosphingolipiden, Sphingomyelin und
GPI-Proteinen. Der Transport der Lipid Rafts zur Plasmamembran er-
folgt nach Einbau in die Membran von exozytotischen Vesikeln (Gum-
bleton, 2001; Nichols & Lippincott-Schwartz, 2001).

Die Rolle dieser Transportkompartimente ist vielfdltig. Man nimmt an,
dass sich die Caveolae im Unterschied zu Clathrin beschichteten Ve-
sikeln, aufgrund der Eigenschaften der Lipidzusammensetzung der
Caveolae-Membran einstiilpen und ihre Fracht aufnehmen, und nicht
durch Aufbau einer zytosolischen Proteinhiille. Caveolae schniiren sich
von der Plasmamembran ab und kénnen ihren Inhalt entweder an Endo-
somen dhnlichen Kompartimente, oder durch Transcytose als exozyto-
tische Kompartimente an die gegeniiberliegende Plasmamembran einer
Zelle abgeben. So sind Caveolae unter anderem an der Ausschleusung
von Cholesterin aus der Zelle beteiligt, und, dhnlich wie bei der Clathrin
abhidngigen Endozytose, nutzen einige Tierviren Caveolae-abgeleitete
Vesikel zum Eindringen in die Zelle (Alberts et al., 2004).
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4.5 Wirkung von Partikeln auf zelluldarer und molekula-
rer Ebene

4.5.1 Oxidativer Stress

Unter Oxidativem Stress versteht man eine Situation, in der die Zelle
bestimmten Molekiilen mit erhohter chemischer Reaktivitdt ausgesetzt
ist. Diese sogenannten reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS,
RNS) besitzen meist ein oder mehrere ungepaarte Elektronen, werden
auch als freie Radikale bezeichnet und sind hochgradig instabil. Zu
ihnen zdhlen Molekiile wie das Superoxid-Anion (-O,~), das Hydro-
xylradikal (-OH) oder Stickstoffmonoxid (-NO). Um sich das fehlende
Elektron anzueignen, attackieren und verdndern sie benachbarte Mo-
lekiile. Dies konnen sowohl Lipide, Proteine als auch DNA sein (Ho et
al., 2002; Leonarduzzi et al., 2000). Andere Molekiile wie Wasserstoff-
peroxid (H,0O;), Hypochlorsdure (HOCI) oder Peroxynitrit (ONOO™)
sind reaktive, aber nicht radikalische Molekiile, die dennoch oxidie-
rende Effekte haben und so zum Oxidativen Stress beitragen konnen.
So kann es z.B. in Anwesenheit von Metallen wie Eisen zur Fenton
Reaktion kommen, in der H,O, zum hochreaktiven -OH oxidiert wird
(Nel et al., 2006).

Als endogene Quellen fiir die Entstehung von ROS/RNS gelten z.B.
NADPH-Oxidasen, Cyclooxigenasen sowie mitochondriale Enzyme
der Atmungskette. Im letzteren Fall kann es z. B. bei der Reduktion von
molekularem Sauerstoff zur Bildung von -OH kommen. Als exogene
Quellen gelten ionisierende und UV-Strahlung, aber auch an z. B. Par-
tikel gebunden Metalle oder organische Gruppen wie Chinone, die zur
Radikalbildung fiihrende Reaktionen katalysieren (Klotz et al., 2001;
Nel et al., 2006; Volkel et al., 2003).

Um das Gleichgewicht zwischen Bildung und Eliminierung von
ROS/RNS zu wahren, besitzt der Korper verschiedene zelluldre
Schutzmechanismen wie Schutzenzyme (Glutathionperoxidase,
Hdmoxygenase-1, Katalase und Superoxiddismutase) und Antioxi-
dantien (Gluthation, Beta-Karotin und Vitamin C und E), die den
oxidativen Abbau verhindern. Die Bindung von Eisen durch Transport-
und Speichermolekiile (Transferrin und Ferritin) ist ein weiterer wichti-
ger Schutzmechanismus.

Oxidativer Stress, ausgelost durch einen zeitweiligen Anstieg von
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ROS/RNS oder auch durch eine reduzierte antioxidative Abwehr und
die damit einhergehende Induktion von Signalwegen, Schadigung von
zelluldren Strukturen bis hin zu Apoptose oder Nekrose kann zu vieler-
lei Krankheitsbildern fiihren. Hierzu gehoren kardiovaskuldre Erkran-
kungen (Arteriosklerose), Entziindungsreaktionen (Kamata, et al., 2005;
Rahman & MacNee, 1999), Autoimmun- und Atemwegserkrankun-
gen (Kelly, 1999), neurodegenerative Erkrankungen (Alzheimer, Parkin-
son) und Tumorentstehung. Seit Mitte des letzten Jahrhunderts gelten
ROS/RNS aufierdem als Schliisselfaktoren im Alterungprozess. Man
darf allerdings nicht aufSer acht lassen, dass Radikale in geringen Kon-
zentrationen als wichtige Botenstoffe in der Signaltransduktion und
Genregulation fungieren (Lander, 1997).

4.5.2 Kernlokalisation und Topoisomerasebeeintrachtigung

Ein viel diskutierter Punkt in der Fachliteratur ist die mogliche Pene-
tration des Zellkerns durch Nanopartikel, gefolgt von direkten Auswir-
kungen auf nukledre Proteinstrukturen.

Bisher konnte nur in sehr wenigen Studien von einer solchen Penetra-
tion berichtet werden (Chen & von Mikecz, 2005). Hierbei handelte es
sich meist um Partikel, die entweder kleiner als die Kernporen (kleiner
als 39nm) (Gupta et al., 2003; Panté & Kann, 2001), oder mit speziellen
Kernlokalisationssequenzen gekoppelt waren.

Da eine mogliche Kernlokalisation gerade im medizinischen Bereich fiir
die gezielte Applikation von Medikamenten und Gentherapie von In-
teresse ist wurde in dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk auf diesen
Punkt gelegt. Zusétzlich wurde eine mogliche Auswirkung der aufge-
nommenen Partikel auf ein wichtiges nukldres Enzym, die Topoisome-
rase I, untersucht.

Topoisomerasen sind nukledre Enzyme, die in einer Vielzahl von zel-
luldren Aktivititen wie Chromosomen-Kondensation, DNA Replikati-
on, Transkription, Rekombination und Segregation wiahrend der Mitose
involviert sind (Pommier et al., 1998).

Die humane Topoisomerase I hat eine Grofie von etwa 100 kDa. Sie ist
in der Lage voriibergehend Einzelstrangbriiche einzufiihren, um super-
spiralisierte DNA zu entspannen, die am Ende der Reaktion wieder re-
ligiert wird (Alberts et al., 2004; Pommier et al., 1998).

Im Nukleoplasma von Interphase Zellen ist die Topoisomerase I
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gleichmiflig verteilt und teilweise um die Nukleoli in ringartigen Struk-
turen konzentriert. Es konnte auch gezeigt werden, dass diese Enzy-
me in Regionen des Genoms lokalisiert sind, die an der aktiven RNA-
Synthese beteiligt sind, um mdoglicherweise superhelicalen Stress der
DNA zu reduzieren und so die Funktionalitit der RNA Polymerase zu
gewdhrleisten (Pommier et al., 1998).

Die DNA Topoisomerase I und II stellten sich als Zielstrukturen fiir Au-
toantikdrper im Serum von Patienten mit verschiedenen Autoimmuner-
krankungen wie Lupus erythematodes und auch von Antitumormedi-
kamenten und Antibiotika. Erhohte Level von DNA Topoisomerase 1
wurden in kolorektalen Tumoren gefunden, im Vergleich mit normaler
Kolon Mukosa, als ein Resultat gestiegener Transkription oder mRNA
Stabilitat (Chen et al., 2005).

4.6 Zielsetzung der Arbeit

Synthetische Nanopartikel reprédsentieren eine neue Klasse von Nano-
materialien, die in der Industrie, in den Biowissenschaften und in der
Medizin neue Anwendungsmoglichkeiten erdoffnen. Obwohl bereits auf
vielfdltige Weise in verschiedenen Fachbereichen genutzt, ist bis heu-
te noch wenig iiber die Aufnahmewege von Nanopartikeln in die Zelle
und ihrem Einfluss auf zelluldre Wirkungsmechanismen bekannt.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen synthetische Silciumdioxid Nano-
partikel in vier verschiedenen Grofsen (20, 50, 70 und 200 nm).

Neben Untersuchungen zur akuten Toxizitit und der Bildung von
ROS/RNS, bilden Experimente, die das Aufnahmeverhalten dieser
Partikel in verschiedene Zelllinien betreffen, einen Schwerpunkt dieser
Studie. Insbesondere die Wahl des Aufnahmeweges ist hier von Interes-
se.

Mit Hilfe von spezifischen Inhibitoren soll untersucht werden, ob
unterschiedliche Partikelgrofsen unterschiedliche Aufnahmewege be-
schreiten. Eine durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen
erfolgt, um Aufschluss tiber die Art und Weise der Partikelaufnahme
zu erlangen.

Nach Partikelinkubation soll durch elektronenmikroskopische Aufnah-
men die Lokalisation der Partikel in der Zelle untersucht werden.

Da in der medizinischen Wirkstoffentwicklung die Applikation aktiver
Substanzen in biologische Systeme mit Hilfe von Transportern im Nan-
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omafistab von grofiem Interesse ist, wurden in dieser Arbeit, in einer
Kooperation mit Frau Dr. Tina Schroder und dem Institut fiir Organi-
schen Chemie der Universitat Karlsruhe, zusatzlich unterschiedliche
peptoidische, polylysin-, bzw. polyargininartige Transporter auf ihre
Toxizitdt und Fahigkeit zur Zellpenetration untersucht. Durch verschie-
dene Modifikationen oder Biokonjugationen soll die Moglichkeit des
Transports von Wirkstoffen ins Zellzytosol oder in den Zellkern getestet
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen nun zusammenfassend folgende Fragen
beantwortet werden:

1. Wie reagieren die untersuchten Zellen auf die Belastung mit syn-
thetischen Nanopartikeln und peptoidischen Wirkstofftransportern
in Hinblick auf die akute Toxizitdt, Steigerung der Proliferationsrate
und Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies?

2. Penetrieren diese Partikel und die Transporter Zellen und welches
sind die Zielstrukturen in der Zelle?

3. Wenn ja, in welchem Umfang in Bezug auf Konzentration und
Zeitabhdngigkeit erfolgt die Penetration der Zellen?

4. Welche Aufnahmewege und Rezeptoren sind an der Aufnahme der
Partikel beteiligt?

5. Inwieweit kommt es zur Degradation der Topoisomerase I, als Bei-
spiel fiir ein nukledres Enzym, durch die Aufnahme von Partikeln?
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien und Losungen

Tabelle 1: Chemikalien

Chemikalie
2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium (WST-1)
2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein-diacetate (HyDCE-
DA)

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

Agarose

Ammoniumperoxiddisulfat (APS)
Aprotinin

ATP Bioluminescence Assay Kit HS II
Bromphenolblau

Casyton®

Cell Proliferation ELISA, BrdU Kit
Chloroform (Reinheit 99,0-99,4%)
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Dihydrorhodamin 123

Dimethylsulfoxid (DMSO)

ECL™ Plus Western Blottin Detection Reagent
Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fotales Kélber Serum (FKS)
GeneRuler™ DNA Ladder Mix
Glutaraldehydlosung 25%

HBSS

Isopropanol

Leupeptin

Methanol (Reinheit 99,9%)
Natriumacetat

Natriumcacodylat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumvanadat

Osmiumtetroxid

PageRulerTM Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin Losung
Phalloidin Rhodamin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
RotiphoreseR Gel 30
Rinderserumalbumin (BSA)
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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 und Co, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roche Applied Science, Mannheim

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Innovatis, Reutlingen

Roche Applied Science, Mannheim

Merck KGaA, Darmstadt

Roche Applied Science, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlruhe

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freibung
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
GIBCOR Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas GmbH Life Sciences, St. Leon Rot
Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH und Co., Karlruhe
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Plano GmbH, Wetzlar

Fermentas GmbH Life Sciences, St. Leon.Rot
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
GIBCOR Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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5.2 Laborgerite und Programmsoftware

Triton X-100
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-BASE)
TweenR 20

Wasserstoffperoxid

Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

5.2 Laborgerite und Programmsoftware

Tabelle 2: Laborgerdte und Software

Gerat/Software

Analysewaage Sartorius 1602 MP
Transilluminators GelPrint 2000i
Brutschrank CB 210

CasyR 1

Digifuge

Durchflusszytometer Flow Cytometer BD LSR
II (FACS)

Elektrophoresis Power Supply EPS 500/400
Eppendorf Thermomixer comfort
Fluoreszenzmikroskop DM IRE2
Fluoreszenzreader FL600, Software: Lambda
KC427

Hamamatsu Orca-ER Digital Kamera (C4742-
80-12AG)

Heidolph Polymax 1040 Schiittler
Improvision Volocity 4, Grid Convocal
Kiihlzentrifuge Centrifuge 5415 C
Mikroplatten-/ Absorptions-Reader, Softwa-
re: SOFTmax Pro 3.1

Plattenzentrifuge

Sonifier B15

Sterilbank Lamin Air® HB 2460
Tischzentrifuge Centrifuge 5417R
Transmissions Elektronenmikroskop (TEM)
EM 109T

Ultramikrotom UC6

Waage Mettler PC180

Zetasizer Nanoseries Nano-ZS ZEN 3600

5.3 Zellkultur

Vertrieb

Sartorius AG Mechatronik, Géttingen
MWG-Biotech, Ebersberg

WTB Binder Labortechnik GmbH, Tuttlingen
Innovatis, Reutlingen

Heraeus Christ, Fellbach

Becton Dickinson, Heidelberg

Pharmacia

Eppendorf AG, Hamburg

Leica Microsystems, Wetzlar

Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT

Hamamatsu Photonics K.K., Japan

G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik
Improvision, Coventry, England

Eppendorf AG, Hamburg

VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale, Ca, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Branson, G. Heinemann, Schwéabisch Gmiind
Heraeus Christ, Fellbach

Eppendorg AG, Hamburg

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Leica Microsystems, Wetzlar
Mettler Waagen GmbH, GiefSen
Malvern Instruments Ltd., UK

Als Zellkultur bezeichnet man das Kultivieren von Zellen eukaryoti-
schen Ursprungs. Die Zellen konnen so unter gleich bleibenden Bedin-
gungen vermehrt werden. Dies bringt den Vorteil reproduzierbarer Er-
gebnisse ohne Individuen abhdngige Unterschiede zu erzeugen, da im-
mer wieder Zellen aus demselben Individuum verwendet werden. Des-
weiteren konnen mit dieser Technik Tierversuche vermieden werden.

Zelllinien werden in speziellen Nahrmedien kultiviert, welche die je-
weils notigen Aminosduren, Salze und Vitamine fiir ein optimales
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Wachstum bereitstellen. Zusitzlich erfolgte eine Anreicherung der Me-
dien mit spezifischen Komponenten wie der essentiellen Aminosdure
L-Glutamin, Antibiotika zur Vermeidung von Kontaminationen und
Serum. Seren sind ein Hauptbestandteil von Ndarmedien, die Hormo-
ne, Wachstumsfaktoren, Bindungs- und Anheftungsfaktoren, zahlreiche
zur Synthese notige Aminosduren, anorganische Salze, Spurenelemen-
te, Puffer- und Neutralisationssysteme wie Albumin und Immunglo-
buline liefern. Verwendet wird meist fotales Kélberserum (FKS). Eine
Erwdrmung des Serums auf 56°C fiir 30 min nennt man Hitzeinakti-
vierung. Sie verdndert die Eigenschaften des Serums. Es inaktiviert be-
stimmte Wachstumsfaktoren und vermindert oder beseitigt ganz allge-
mein storende Einfliisse. Fiir Versuche zur Inhibition der Komplement
Rezeptoren wurde Medium mit hitzeinaktiviertem FKS (hi-FKS) ver-
wendet. Fiir alle anderen Versuche und die Zellkultur allgemein kam
unbehandeltes FKS zum Einsatz.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte immmer bei 37 °C und 5% CO,-
Atmosphaére in einem Brutschrank (Typ CB 210) der Firma WTB Binder
Labortechnik.

Die Zellpassage erfolgte fiir alle Zelllinien einmal pro Woche kurz vor
Erreichen der 100%igen Konfluenz. Hierfiir wurde das Medium ent-
fernt und die Zellen mit 2ml PBS™/~ gewaschen, wodurch Medium-
reste und Kalcium/Magnesium entfernt wurden. Anschliefiend erfolg-
te eine Inkubation der Zellen fiir 5 min mit 5ml Trypsin-EDTA-Losung
im Brutschrank. Die Peptidase Trypsin ist ein Verdauungsenzym aus
dem Diinndarm, welches regioselektiv Peptidbindungen spaltet und in
adhdrenten Zellkulturen verwendet wird um die Zellen vom Gefdfibo-
den zu losen und zu vereinzeln. Die Trypsinwirkung wurde nach er-
folgter Ablosung der Zellen durch Zugabe von 10 ml des jeweiligen Kul-
turmediums gestoppt. Anschliefsend wurde nach Zentrifugation (350xg)
der Zellsuspension durch Verwerfen des Uberstandes und Resuspendie-
rung des Zellpellets in 20 ml frischem Medium das Trypsin/EDTA Ge-
misch entfernt.

In allen Versuchen, wenn nicht anders beschrieben, wurden die Zellen
nach erfolgter Partikelinkubation zweimal gewaschen. Einmal mit ei-
nem sauren Waschpuffer (Tab. 3), um auf der Zelloberfliche haftende
Partikel zu entfernen, und einmal mit Phospat gepufferter Saline ohne
Magnesium und Kalzium (PBS~/~) um Reste des Waschpuffers zu ent-
fernen. AnschliefSend wurden die Zellen entsprechend den jeweiligen
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Versuchsprotokollen weiterbehandelt.

Tabelle 3: Zusammensetzung des sauren Waschpuffers

e 28 mM Natriumacetat

e 117 mM Natriumchlorid

e 2mM EDTA-Naj-Salz

e gelost in dest. H,O (pH 5)

Die Grundmedien sowie alle Medienzusétze, Trypsin/EDTA und Anti-
biotika stammen von Gibco Life Technologies, Karlsruhe. Sofern nicht
anders angegeben, stammen alle Zellkulturgefdfse von der Firma Sar-
stedt AG & Co, Niirnbrecht und alle Multi-Lochplatten von der Firma
Greiner, Frickenhausen.

5.3.1 Die Epithel-Zelllinie A549

Bei den A549 Zellen (ATCC, CCL-185, Rockville, MD, USA) handelt es
sich um humane Alveolarepithelzellen vom Typ II, welche 1972 aus dem
Lungenkarzinom eines 58-jihrigen méannlichen Patienten enthnommen
wurden (Giard et al., 1973).

Die Zellen wachsen adhérent und bilden in Zellkultur einen einschichti-
gen Zellrasen (Monolayer) aus. Die Verdopplungszeit betrdagt ungefahr
22h. Die Zellen wurden kurz vor Erreichen der Konfluenz einmal pro
Woche passagiert und jeweils 2 x 10° Zellen in 20 ml DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) mit Zusétzen (Tab. 4) in eine neue Flasche
ausgesat.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Kulturmediums fiir A549 Zellen (500 ml)

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medi-
um)

e 10% FKS (fotales Kélberserum)
e 2mM L-Glutamin
e 50.000 U Penicillin G Natrium

e 50 mg Streptomycin Sulfat
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5.3.2 Die Endothel-dhnliche Zelllinie ECV304

Bei den ECV304 Zellen (European Collection of Animal Cell Cultures
ECACC, Salisbury, UK) handelt es sich um eine spontan transformierte
humane Endothel-dhnliche Zelllinie aus der Umbilikalvene eines neu-
geborenen japanischen Méddchens (Takahashi et al., 1990; Hughes, 1996).
Lange Zeit wurden diese Zellen fiir Endothelzellen gehalten, neuere Un-
tersuchungen haben jedoch gezeigt, dass es sich um ein Derivat der hu-
manen Harnblasen-Karzinom-Zelllinie T-24 handelt. Aufgrund der star-
ken Ausprdagung endothelialer Eigenschaften und der leichten Hand-
habbarkeit konnen sie jedoch weiterhin als Modell fiir Fragestellungen
das Endothel allgemein betreffend verwendet werden (Bubenik et al.,
1973; Dirks et al., 1999; Drexler et al., 2002; Suda et al., 2001). In der
vorliegenden Arbeit dienten die ECV304 Zellen als Modell fiir das pul-
monale Endothel.

Die Zellen wachsen adhdrent und bilden einen Monolayer. Die Verdopp-
lungszeit betrdgt ungefdhr 24h. Die Zellen wurden kurz vor Erreichen
der Konfluenz einmal pro Woche passagiert und jeweils 2 x 10° Zellen
in 20 ml Medium 199 mit Zusidtzen (Tab. 5)in eine neue Flasche ausgesiit.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Kulturmediums fiir ECV304 Zellen (500 ml)

e Medium 199

e 10% FKS (fotales Kélberserum)
e 2mM L-Glutamin

e 50.000 U Penicillin G Natrium

e 50 mg Streptomycin Sulfat

5.3.3 Die Monozyten-Zelllinie THP-1

Bei den THP-1 Zellen (ATCC, TIB-202, Rockville, MD, U.S.A.) handelt
es sich um eine humane monozytische Zelllinie, urspriinglich isoliert
aus einem 1 Jahr alten Jungen mit akuter monozytischer Leukdmie (Tsu-
chiya et al., 1980). Es handelt sich um Suspensionszellen die lockere
Anhédufungen bilden. Fast keine Zellen heften sich an der Oberfldche
des Zellkulturgefifies an.

Die Verdopplungszeit der undifferenzierten Zellen betrdgt etwa 26h.
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Diese Zellen wurden einmal pro Woche 1:20 gesplittet und in RPMI (Ro-
swell Park Memorial Institute) Medium mit Zusitzen (Tab. 6) in eine
neue Flasche ausgesit.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Kulturmediums fiir THP-1 Zellen (500 ml)

e RPMI 1640

e 10% FKS (fotales Kélberserum)
¢ 3mM L-Glutamin

e 25.000 U Penicillin G Natrium

e 25mg Streptomycin Sulfat

5.3.3.1 Differenzierung von THP-1 Zellen

Die Zugabe von TPA regt die Zellen an, sich zu Makrophagen zu diffe-
renzieren. Fiir alle Versuche wurden Zellen in der differenzierten Form
verwendet. Nach der Zellpassage wurden die geernteten, undifferen-
zierten Zellen gezidhlt, die gewiinschte Zellzahl fiir die Versuche aus-
gesdt und durch eine 24h Inkubation im Brutschrank mit 8nM 12-
Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) in reife Zellen mit Makrophage-
neigenschaften differenziert (Tsuchiya et al., 1982).

5.3.4 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 200 ul der Zellsuspension nach
dem abtrypsinieren und resuspendieren mit Casyton®)(Innovatis, Reut-
lingen) 1:100 verdiinnt. Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe
des CASY®1 Cell Counters (Innovatis, Reutlingen) in der verdiinnten
Losung.

5.3.5 Langzeitkonservierung

Das Einfrieren einer Zelllinie wird sowohl als schiitzende Mafinahme
vor Verlust durch z. B. Kontaminationen oder genetischen Verdnderun-
gen angewendet als auch zur Aufbewahrung von Zelllinien, die nicht
permanent in Gebrauch sind. Auf diese Weise ist es moglich jederzeit
Zellen von jungen Passagen zur Verfiigung zu haben. Die Lagerung er-
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folgt in fliissigem Stickstoff bei -196°C. Ziel dieser Kryokonserivierung
ist es die Stoffwechselaktivitit und Zellvermehrung vollstdndig, aber
reversibel, zum Erliegen zu bringen. Auch genetische Verdnderungen
werden so verhindert. Eine kurfristige Lagerung (Tage bis Wochen) der
Zellen kann auch bei -80°C erfolgen.

Das Einfrieren der Zellen ist ein langsamer Prozess, bei dem die Ein-
friegeschwindigkeit 1°C pro Minute nicht iiberschreiten sollte. Um die
Bildung von Eiskristallen, welche die Zellen irreversibel schddigen, zu
verhindern wird dem Einfriermedium 10% DMSO oder Glycerin zuge-
geben. Zusétzlich kann tiber die Geschwindigkeit des Einfrierprozesses
der Entstehung von Eiskristallen positiv entgegengewirkt werden. Zur
Optimierung dieses Prozesses wurde das Gefriergefdfs Cryol°C Free-
zing container (Nalgene™, Labware, USA) eingesetzt. Dieses wird mit
Isopropanol gefiillt und bei 4 °C bis zu seiner Verwendung vorgekiihlt.
Die zum Einfrieren gewtinschte Zellzahl wurde mit 350xg fiir 5 min ab-
zentrifugiert und anschlieSend in eiskaltem PBS~/~ gewaschen. Fiir je-
des Kryogefdl wurden 5 x 10° Zellen in 1ml eiskaltem Medium (in-
kl. 10% DMSO) vorbereitet. die Zellen wurden zunéchst im Gefrier-
gefdfy fiir 2h bei -20°C und anschliefSend tiber Nacht bei -80°C gela-
gert. Am nédchsten Morgen wurden die Kryogefédfie in fliissigen Stick-
stoff tiberfiihrt. Um Kontaminationen zu vermeiden miissen alle Schrit-
te des Einfrierens und das Auftauen unter absolut sterilen Bedingungen
erfolgen.

5.3.6 In-Kulturnahme der Zellen

Das Auftauen einer Zellkultur muss im Gegensatz zum FEinfrieren sehr
schnell vonstatten gehen. Deshalb muss das benétigte Kulturmedium
bereits auf 37 °C vorgewdrmt und kurz vor dem Auftauen der Zellen
in einem Reaktionsgefdfs bereitgestellt werden. Das gefrorene Kryorohr-
chen wurde fiir den Transport aus dem Stickstoffbehélter ins Labor in
Eis eingebettet und zum schnellen Auftauen in ein 37 °C warmes Was-
serbad tiberfiihrt. Die aufgetauten Zellen wurden dann sofort in das vor-
gelegte Medium pipettiert. Zur Beseitigung des zellschddigenden DM-
SO aus der Kultur wurde die Suspension fiir 5 min mit 350xg zentrifu-
giert, der Uberstand verworfen, das Zellpelett in neues Zellkulturme-
dium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt. Anschlie-
lend wurden die Zellen bei 37 °C und 5% CO,-Atmosphdire kultiviert.
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Da die Zellen beim Auftauprozess grofsem Stress ausgesetzt sind, wur-
den sie frithestens nach 14 Tagen Kultur fiir Versuche verwendet.

5.4 Partikel

Fiir diese Arbeit wurden kommerziell erhéltliche Siliciumdioxid Par-
tikel (Silica) (Kisker Biotech, Steinfurt) in vier verschiedenen Grofsen
(Durchmesser 20, 50, 70 und 200nm) verwendet. Aufferdem wurden
Partikel (Durchmesser 70nm)der Firma Postnova Analytics (Lands-
berg/Lech) zu Vergleichszwecken verwendet, die im Folgenden zur Un-
terscheidung immer mit 70Pnm dargestellt werden. Die Partikel wa-
ren mit einem griin fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt, der, laut Her-
steller, in die gesamte Matrix des Partikels eingelagert war und nicht
nur als Coating vorlag. Alle Partikel lagen als Stammsuspensionen in
Wasser vor und wurden im Kiihlschrank aufbewahrt. Die Konzentra-
tionen der Stammsuspensionen waren 25mg/ml respektive 50 mg/ml
(nur 200 nm).

Fiir alle Zellkultur- und Partikelcharakterisierungsversuche wurden die
Partikelsuspensionen frisch angesetzt. Hierzu wurde eine Suspension
in Zellkulturmedium mit einer Konzentration von 1 mg/ml hergestellt,
mit Hilfe eines Ultraschallgerdtes (Sonifier 250, Branson, Danbury CT,
USA) behandelt (30 Impulse, je eine Sekunde, output control 40%, duty cy-
cle 4) um eine moglichst gleichmaéfiige Dispersion mit vereinzelten Par-
tikeln zu erhalten. Ein Aufschdumen der Suspension wurde vermieden.
AnschliefSend wurden die Partikel in der jeweilig gewiinschten Konzen-
tration zu den Zellkulturen gegeben.

Obwohl alle in dieser Arbeit verwendeten Partikel in Suspension zur
Aggregation neigten wurde auf die Zugabe von chemischen Zusitzen
(z.B. DMSO, DMF) oder Surfactants (Tween 80, SDS) verzichtet, um
storende Einfliisse auf die Zellkulturen und ein Verfdlschen der Vita-
litdtstests zu vermeiden.

5.4.1 Partikelcharakterisierung

Zusitzlich zu den Angaben des Herstellers wurden die verwendeten
Partikel zur Charakterisierung am Transmissionselektronenmikroskop
(TEM) auf Grofle, Gestalt und Oberfldchenstruktur hin optisch unter-
sucht.
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Weiterhin wurde die Anzahl der Partikel und die Gesamtoberfldche pro
ug Partikel in der Partikellosung, ausgehend von den Angaben des Her-
stellers, berechnet.

Eine Zetapotenzialmessung der Partikel sowohl in Wasser, Kulturme-
dium mit FCS und Kulturmedium mit hitzeinaktiviertem FCS und ei-
ne Messung der Grofienverteilung in den genannten Medien wurde
freundlicherweise von Dr. M. Bur (Universitidt des Saarlandes, Institut
fiir Biopharmazie und Pharmazeutische Technologie) mit einem Zeta-
sizer Nanoseries Nano-ZS ZEN 3600 (Malvern Instruments Ltd., UK)
durchgefiihrt.

Das Zetapotenzial ist das elektrische Potenzial, auch Coulomb Potential
genannt, an der Abscherschicht eines bewegten Partikels in Suspension.
Es beschreibt die Fahigkeit eines, von einer Ladung hervorgerufenen,
Feldes, Kraft auf andere Ladungen auszutiben. Die Differenz des elek-
trischen Potenzials an zwei Orten ist die elektrische Spannung. Befin-
den sich geladene Partikel in Suspension, wird dessen Potenzial durch
Anlagerung von Ionen im Suspensionsmedium kompensiert. Auf der
Partikeloberfldche lagern sich fest gebundene Ionen in der sogenann-
ten Helmholtz-Schicht an. Weitere Ionen lagern sich eher locker gebun-
den in einer ungeordneten Schicht an. Das Partikel erscheint aus grofser
Entfernung elektrisch neutral. Bewegt sich das Partikel, wird durch Rei-
bung ein Teil der locker gebundenen Schicht abgeschert und es erscheint
nicht mehr elektrisch neutral, sondern besitzt wieder ein Potenzial, das
Zetapotenzial. Es ist bei gleichem Medium eine relative Messgrofie fiir
das Oberfldchenpotenzial und somit fiir die Ladung des Partikels. Ge-
messen werden kann es, indem man das geladene Partikel durch ein
elektrisches Feld bewegt. Die resultierende Geschwindigkeit ist das Maf3
fiir das Zetapotenzial.

5.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Transmissionselektronenmikroskopie dient dazu Feinstrukturen
von Zellen und sehr kleinen Organismen dann darzustellen, wenn das
Auflosungsvermogen eines Lichtmikroskopes an seine Grenzen stofst
(Plattner & Zingsheim, 1987). Der Aufbau eines TEM &dhnelt im Prinzip
dem des Lichtmikroskopes. An Stelle der Glithbirne zur Beleuchtung
des Objektes benutzt man eine Elektronenquelle (gebogener Wolfram-
draht als Kathode) (Flegler et al., 1995; Goodhew & Humphreys, 1991).
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Mit ihrer Hilfe erreicht man eine deutlich hohere Auflésung als mit ei-
nem Lichtmikroskop die in etwa dem Durchmesser eines Atoms ent-
spricht (derzeit etwa 0,1 nm im Vergleich zu 1 ym). Das elektronenmi-
kroskopische Endbild ist eine Strukturdarstellung durch Helligkeitsun-
terschiede (Rieder & Schmidt, 1987) und wird mit Hilfe einer empfind-
lichen CCD-Kamera (charged coupled device digital an einen Computer
tibermittelt.

5.5.1 Probenpriparation

Fiir die TEM wurden jeweils 1 x 10° Zellen der Zelllinien A549 und
ECV304 in Transwell®-Kultursysteme auf Polycarbonat Membranen
ausgesdt und iiber Nacht zum Anwachsen im Brutschrank inkubiert.
Bei diesem System trennt der Transwell®-Einsatz mit der Membran
die Kulturschale in eine obere und eine untere Kammer. Die Membran
hat einen Durchmesser von 24 mm mit einer Wachstumsoberfldche von
4,67 cm® und Poren mit einer Porengrofie von 0,4 ym.

Am nichsten Tag wurden die Zellen mit 0,21 ug/cm? bzw. 21,4 ug/cm?
(1 ug/ml respektive 100 ug/ml) der jeweiligen Partikelsuspension be-
handelt und fiir 24 bzw. 48h inkubiert. Nach der Partikelinkubation wur-
de das Zellmedium tiiber der Membran vorsichtig abgesaugt und die
Zellen zweimal gewaschen. Anschlieffend wurde der Membraneinsatz
in eine Petrischale mit speziellem PBS™/* {iberfiihrt um ein Austrock-
nen der Membran zu vermeiden und je drei kleine runde Membran-
proben mit Hilfe eines Biopsie Punches (Stiefel, Wachtersbach) ausge-
stanzt und fiir die weitere Behandlung in ein Eppendorf Reaktionsgefaf3
tiberfithrt indem die Fixierungslosung bereits vorgelegt war.

5.5.1.1 Fixierung und Entwisserung

Die Fixierung der Proben erfolgte in Karnovsky’s Fixants tiber Nacht im
Kiihlschrank bei 4°C. Am néchsten Tag wurden mit Hilfe eines Uber-
kopfschiittlers die Proben 10min in PBS*/* gewaschen und anschlie-
end in 1%igem Osmiumtetroxid fiir 7 min inkubiert. Osmiumtetroxid
dient der Kontrastierung der Proben und der Fixierung der Zellmem-
branen durch Authebung ihrer osmotischen Wirkung. Nach einem wei-
teren 10 miniitigem Waschschritt erfolgte die Entwdsserung der Proben
in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%, 95%) fiir je 2 min, 100%
(getrocknet) und Propylenoxid (getrocknet) fiir je 5 min.
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5.5.1.2 Einbettung in Epoxidharz (EPON 812)

Als Einbettungsharz wurde EPON 812 verwendet. Zuerst wurden die
Proben fiir 20 min in einer Mischung aus 30% Einbettungsharz und 70%
Propylenoxid inkubiert gefolgt von einer weiteren 20 miniitigen Einbet-
tungsstufe in 70% Einbettungsharz und 30% Propylenoxid. Anschlie-
lend wurden die Proben in reinem EPON 812 fiir 1h inkubiert. Mit
einer Pinzette wurden die Membranstiicke in mit reinem EPON 812
halb gefiillte Einbettungsformen aus Silikon tiberfiihrt, dort ausgerich-
tet, und mit Einbettungsharz tiberschichtet. Die Polymerisation erfolgte
nun fiir mindestens drei Tage in einem Warmeschrank bei 60°C.

5.5.1.3 Ultamikrotomie und Transmissionselektronenmikroskopie

Die ausgehdrteten Blockchen wurden mit Hilfe eines Trimmgerates
in Form geschnitten. In einem Ultramikrotom (UC6k, Leica Micorsy-
stems, Wetzlar) wurden mit einem Diamantmesser (ultra 45°, Diato-
me, CH)) 50-70 nm dicke Schnitte angefertigt und diese auf runde Netz-
chen (Grids) aus Gold (Kisker, Steinfurt) mit hexagonalen Maschen (300
Mesh/Grid) tiberfiihrt. Bei einigen Schnitten erfolgte eine Nachkon-
trastierung mit Uranylcitrat in Methanol fiir 5min und Bleicitrat fiir
3 min nach Reynolds (1963).

Die Charakterisierung der Partikel erfolgte durch Auftropfen von 10 ul
einer jeweils 100 ug/ml konzentrierten Partikellosung, sowohl in Was-
ser als auch in Medium, auf mit Formvar beschichtete Kupfergrids (75
Mesh/Grid, Plano, Wetzlar).

Nach Trocknung der Proben (mindestens ein Tag) wurden diese Objekt-
trager in einen Probenhalter eingespannt und iiber eine Schleuse in das
Transmissionselektronenmikroskop (EM 109T, Carl-Zeiss AG, Oberko-
chen) eingefiihrt. Die Aufnahmen der prédparierten Zellen und Partikel
erfolgten bei 50 kV.
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Tabelle 7: Verwendete Puffer und Losungen fiir die Transmissionselektronenmikroskopie

PBS Puffer

- Stammlosung A: 350,63 g NaCl, ad 2L H,O
— Stammlosung B: 146,31 g Na,HPO4 x 2H,0, 24,56 g Na,HPO4 x HyO, ad 2L H,O
- 50ml A, 40 ml B, ad 1000 ml ddH,O, pH Wert 7,4

20 % Paraformaldehyd
- 8 g Paraformaldehyd, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

— 40ml H,O, rithren und erwédrmen

- 1M NaOH tropfenweise bis Losung klar ist

0,2M Natriumcacodylatpuffer

- 42,8 g Natriumcacodylat, SERVA GmbH, Heidelberg
— ad 1000 ml H,O
- pH Wert 7,3 mit 0,1 M HCl

Karnovsky’s Fixants

— 0,5ml Paraformaldehyd (20%)

- 2,5ml Glutaraldehydlosung (25%), Merck, Darmstadt
- Natriumcacodylat Puffer (0,2 M)

- 7ml ddH,O

Osmiumtetroxid OsOy

— 2ml OsOy4 4%, Polysciences, Inc., Eppelheim
- 6ml Natriumcacodylat Puffer (0,1 M)

EPON 812 (100 ml), Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe

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

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

jeweils 30 min rithren, zusammengeben, 30 min rithren

1,8 g DMP30 (Dimethylaminomethyl-phenol), Polymerisationsbeschleuniger, 30 min
rithren

in 10 ml Spritzen bei -20°C lagern
e Propylenoxid getrocknet, Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe

— Molekularsieb, Porenweite 0,3 nm, Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe
e Ethanol getrocknet, Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe

— Molekularsieb, Porenweite 0,3 nm, Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe
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Tabelle 8: Verwendete Materialien und Gerdte fiir die Transmissionselektronenmikroskopie

e Formvar, Plano, Wetzlar
o Biopsy Punch, Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach am Main

o Transwell®-Kultursystem (Polycarbonat Membran 24 mm, 0,4 yum Porengrofse), Corning
Life Sciences, USA)

e Ultratrimm

e Diamantmesser (ultra 45 °, Diatome, CH)

o Ultramikrotom UC6k, Leica Microsystems, Wetzlar

o Kupfergrids 75 Mesh, Plano, Wetzlar

o Goldgrids 300 Mesh, Kisker, Steinfurt

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

5.6 Messung der Zellvitalitit und Proliferationsaktivitat

Mit Hilfe von Vitalitdts- und Proliferationstests konnen unterschiedli-
che Chemikalien und Partikel auf ihr zytotoxisches und/oder prolife-
rationshemmendes Verhalten hin untersucht werden. Hierbei kénnen
direkte Methoden, z.B. Zellauszdhlung, Anfirbung toter Zellen, Ein-
bau von Farbstoffen in die DNA teilungsaktiver Zellen oder indirekte
Methoden, z. B. Messung der Stoffwechselaktivitidt oder Zellmembran-
integritdat gewdhlt werden um Riickschliisse auf die Vitalitdt und Tei-
lungsfahigkeit der Zellen zu ziehen.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte als direkte Methode eine
Zellzahlung mit Hilfe des CASY®1 Cell Counters und des BrdU Tests.
Weiterhin wurden der MTT, LDH, und WST-1 als indirekte Methoden
gewdhlt, die im Folgenden beschrieben werden.

5.6.1 Zellzahl

Die einfachste Methode um eine Aussage tiber akut toxische Auswir-
kungen auf Zellen einer Zellkultur zu machen, ist eine Zdhlung der Zell-
zahl nach erfolgter Inkubation mit der zu testenden Substanz. Im Ver-
gleich mit einer unbehandelten Kontrollpopulation kann man schnell
und einfach eine Beeintrdchtigung der Zellvitalitat feststellen.

Fiir diesen Versuch wurden in 6er Multi-Lochplatten je 1 x 10° Zellen
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ausgesdt, tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, inkubiert.
Am néchsten Tag erfolgte der Start der Inkubation mit den zu testen-
den Partikelsuspensionen. Getestet wurden die Auswirkungen durch
die Partikelbelastung nach 24, 48 und 72h. Hierfiir wurde wie in Ka-
pitel 5.3.4 beschrieben die Zellzahl ermittelt und mit der gemessenen
Zellzahl der jeweiligen Kontrolle verglichen.

5.6.2 MTT Test

Der von Mosmann (1983) beschriebene MTT Test ist ein h&dufig ver-
wendeter Vitalitdtstest der die Stoffwechselaktivitdat kultivierter Zel-
len bestimmt, indem die Aktivitit der mitochondrialen Dehydro-
genasen lebender Zellen gemessen wird. MTIT ist die Abkiirzung
tiir das gelbe Tetrazoliumsalz 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-abhangi-
gen Dehydrogenasen-katalysierten Reaktion zu wasserunloslichen,
blauen Formazan-Kristallen reduziert. Dieser Reaktionsschritt ist ir-
reversibel. Fiir die photometrische Auswertung am Mikroplatten-
/ Absorptions-Reader werden die alkoholloslichen Kristalle mittels ei-
nes Isopropanol/HCl-Gemisches gelost und der Einfluss des im Medi-
um vorhandenen pH-Indikators Phenolrot durch die HCl-Ansduerung
minimiert. Hierbei farbt sich das Phenolrot gelb und stort so die Mes-
sung bei einer Wellenldnge von 570 nm am wenigsten. Die Hohe der
Absorption ist dabei proportional zur mitochondrialen Stoffwechselak-
tivitdt der Zellen (Denizot & Lang, 1986) (siehe Abbildung 6).
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MTT Formazan
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Abbildung 6: Mitochondriale Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes (MTT) zum blauen Formazan-
produkt (verdndert aus Produktkatalog Boehringer Mannheim, Cell Proliferation Kit I MTT)

Die Durchfiihrung des Tests erfolgte in 96er Multi-Lochplatten. Pro Ver-
tiefung wurden 25.000 Zellen ausgesdt und iiber Nacht zum Anwach-
sen im Brutschrank inkubiert. Die Inkubation erfolgte mit den ent-
sprechenden Verdiinnungen der Partikelldsungen bzw. der zu testen-
den Chemikalien. Je Ansatz wurde eine fiinffach-Bestimmung durch-
gefiihrt. Nach erfolgter Inkubation wurden die Platte in der Platten-
zentrifuge zentrifugiert (350xg, 5min) und der Uberstand in eine neue
Platte tiberfithrt um ihn fiir den LDH-Test zu verwenden (siehe Kapitel
5.6.4). Zu allen Ansdtzen wurde nun eine MTT-Reaktionslosung mit ei-
ner Endkonzentration von 0,5mg/ml (in HBSS) zugegeben und fiir 2h
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Durch anschlieflende Zentrifugati-
on (350xg, 5min) wurden die gebildeten Formazan-Kristalle sedimen-
tiert, der Uberstand verworfen und die Kristalle mit 200 ul Isopropa-
nol/HCl je Vertiefung in Losung gebracht. Durch erneute Zentrifugati-
on wurde gewdhrleistet, dass noch vorhandene Zellbruchstiicke fiir die
anschliefende Messung nicht mit in eine neue Platte iiberfithrt wurden,
sondern nur der reine Uberstand mit den geldsten Formazan-Kristallen.
Die Proben wurden nun im Absorptions-Reader bei 550 nm gegen einen
Leerwert (Isopropanol/HCI, zellfrei) gemessen. Hierbei korreliert die
gemessenen Absorption mit der Menge an gebildetem Formazan, dies
bedeutet, je niedriger die Absorption, desto weniger Formazan wurde
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gebildet und desto niedriger ist die mitochondriale Aktivitdt als Maf3
tiir die Vitalitat.

Tabelle 9: Material und Losungen fiir den MTT Test

e MTT Stammlosung 5 mg/ml in HBSS, Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Taufkirchen

e Isopropanol mit 1% HCl
e 96er Multi-Lochplatten
o Plattenzentrifuge

e Mikroplatten-/ Absorptions-Reader

5.6.3 WST-1 Test

Ebenso wie der MTT Test bietet der WST-1 Test eine Moglich-
keit die Vitalitdt von kultivierten Zellen anhand der Aktivitdt der
mitochondrialen Dehydrogenasen zu iiberpriifen. hierfiir wird eben-
falls ein Tetrazolium-Salz (schwach rétlich), das 2-(4-iodophenyl)-3(4-
nitrophenyl)-5(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium (WST-1) verwendet.
Es wird von lebenden Zellen aufgenommen und in den Mitochondrien
mittels NADH in einer ebenfalls Succinat-abhidngigen, Dehydrogenase-
katalysierten Reaktion zu einem gelben Formazan-Farbstoff reduziert,
der im Gegensatz zum MTT Test wasserloslich ist und ohne Iso-
propanol/HCI Extraktion gemessen werden kann. Die Intensitdt der
Gelbfarbung korreliert auch hier mit der Menge an aktiven Dehydro-
genasen. Dies bedeutet, je hoher die Absorption, also die Intensitdt der
Gelbfarbung, desto grofler die Zahl der vitalen bzw. proliferierenden
Zellen (siehe Abbildung 7).

Fiir die Durchfiihrung des WST-1 Testes wurden die Zellen gemafs der
Vorschrift fiir den MTT Test ausgesdt und behandelt (siehe Kapitel
5.6.2). Nach erfolgter Partikel- bzw. Chemikalieninkubation wurden die
Platten zentrifugiert (350xg, 5min) und der Uberstand verworfen. Zu
allen Ansédtzen wurde nun eine WST-1-Reaktionslosung mit einer End-
konzentration von 10% (in HBSS) zugegeben und fiir 2h bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieSend wurde der Uberstand mit dem ge-
bildetem Formazan-Farbstoff in eine neue Platte iiberfiihrt und im Ab-
sorptionsreader bei 450 nm gegen einen Leerwert (HBSS) gemessen. die
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gemessene Absorption korreliert mit der Menge an gebildetem Forma-
zan. Je geringer die Absorption, desto geringer war die mitochondriale
Aktivitdt der Dehydrogenasen als Mafs fiir die Vitalitdt der Zellen.

HO, NO3
| ™ I
Q. 5. b
MAD™ MADH N=H
Iy !',‘l..-r H"\. N !
N ECH  EC g M
S05Ma \*;_ _/f b S0;Ma
S0;Na SQ3Na

- Formazan

Abbildung 7: Mitochondriale Reduktion des rétlichen Tetrazoliumsalzes (WST) zum gelben Formazan-
produkt (RS = mitochondriale Rduktasen) (verdndert nach: www.roche.com)

Tabelle 10: Material und Losungen fiir den WST Test

WST-1 Losung in HBSS, Roche Applied Science, Mannheim
96er Multiloch-Platten

Plattenzentrifuge

Mikroplatten-/ Absorptions-Reader

5.6.4 LDH Test

Der LDH Test ist ein weiterer in vitro anwendbarer Test, der eine Aus-
sage iliber die Zytotoxizitdt einer Substanz erlaubt. Das Prinzip beruht
hierbei auf der Bestimmung der Enzymaktivitidt der Laktatdehydrogen-
ase (LDH) im Uberstand der Zellen. LDH ist ein zytosolisches Enzym,
dass nicht sekretiert wird und nur im Uberstand nachweisbar ist, wenn
es aus beschddigten oder zerstorten Zellen freigesetzt wurde. Je hoher
also der Grad an Zellschddigungen, desto grofier ist die Menge an frei-
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gesetztem LDH im Uberstand (Rae, 1975).

Die LDH-Aktivitit im Uberstand wird indirekt mittels eines kommerzi-
ell erhdltlichen enzymatischen Tests bestimmt. Es finden zwei Redox-
Reaktionen statt: Im ersten Schritt wird Laktat durch LDH zu Pyru-
vat oxidiert, wiahrend das Co-Enzym NAD" durch die Ubertragung
von zwei Wasserstoffatomen (vom Substrat Laktat) zu NADH/H™ re-
duziert wird. Im zweiten Schritt transferiert der im Testsystem enthalte-
nen Katalysator Diaphorase Wasserstoff vom entstandenen NADH/H™"
auf das schwach gelbfarbene Tetrazolium-Salz INT (2-[4-lodophenyl]-3-
[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid), welches dadurch zu dem
rot gefdrbten Formazan-Salz reduziert wird, widhrend das NADH/ HT
wieder zu NAD™ oxidiert wird. Diese Formazan-Farbstoff Bildung kann
nun im Absorptionsreader bei 490 nm (Referenzwellenldnge 690 nm) ko-
lorimetrisch gemessen werden. Die Menge an LDH korreliert direkt mit
der Menge an gebildetem Formazan-Salz und ist direkt proportional zur
Anzahl geschddigter Zellen. Als Positivkontrolle dienen Zellen, die un-
ter Zugabe des Detergens Triton-X 100 (1%) vollstdndig lysiert wurden.
Fiir die Durchfiihrung des LDH-Tests wurden 25 ul Uberstand aus den
Ansidtzen des WST Tests verwendet (siehe Kapitel 5.6.3) und in eine
neue Platte tiberfiihrt. Je Well wurden 75 ul PBS-/- zugegeben. Anschlie-
lend wurde die LDH-Reaktionslosung entsprechend der Herstelleran-
gaben vorbereitet und je Vertiefung 75 ul auf die Proben gegeben. Die
Inkubation erfolgte im Dunkeln. Als Anhaltspunkt fiir das Fortschrei-
ten Reaktion diente die Positivkontrolle, die nicht zu dunkel rot werden
durfte, da die Messung im Absorptionsreader sonst zu ungenau werden
wiirde. Duch Zugabe von 1N HCl wurde die Reaktion abgestoppt und
die Proben anschliefend gegen einen Leerwert (PBS~/~) im Absorpti-
onsreader gemessen.
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Tabelle 11: Material und Losungen fiir den LDH Test

e Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Roche Applied Science,
Mannheim

e 10% Triton-X 100

e 1N HCI

e 96er Multi-Lochplatten
e Plattenzentrifuge

e Mikroplatten-/ Absorptions-Reader

5.6.5 Zellproliferation-Messung mittels ELISA (BrdU)

Lebende, sich vermehrende (proliferierende) Zellen zeichnen sich un-
ter anderem dadurch aus, dass sie in der Synthese-Phase der Mitose
(Zellteilung) DNA synthetisieren. Der BrdU-Test ist eine kolorimetrische
Methode nicht nur die Vitalitdt von Zellen, sondern auch ihre Fahig-
keit zur Vermehrung zu untersuchen. Hierbei ldsst man proliferieren-
de Zellen anstelle der Base Thymidin das Pyrimidinanalogon 5-Brom-2-
desoxyuridin (BrdU) in die neusynthetisierte DNA einbauen. Die DNA
wird nach erfolgter Inkubation mit der zu testenden Substanz und dem
BrdU durch das Reagenz FixDenat denaturiert. Dies ermdoglicht den
primédren Peroxidase gekoppelten Anti-BrdU-Antikorper das inkorpo-
rierte BrdU zu erreichen und an dieses zu binden und einen Immun-
komplex zu bilden. Anschlieffend wird Tetramethylbenzidin (TMB) zu-
gegeben, das, durch die an den BrdU-Anti-BrdU-Komplex gekoppel-
te Peroxidase, zu einem blauen Farbstoff umgesetzt wird. Diese Farbe
schldgt, durch die anschlieffend zugegebene Schwefelsdure, in gelb um.
In einer photometrischen Messung bei einer Wellenldnge von 450 nm
(Referenzwellenldnge 690 nm) kann die Farbintensitit gemessen wer-
den. Sie korreliert mit der Anzahl proliferierender Zellen. Je hoher der
Grad der Zellproliferation ist, desto hoher ist die Menge an eingebautem
BrdU und somit die Farbintesitit.

Fiir die Durchfithrung des Tests wurden 25.000 Zellen pro Loch in 96er
Multi-Lochplatten ausgesdt und iiber Nacht zum Anwachsen in den
Brutschrank gestellt. Anschlieffend wurden die Partikelsuspensionen in
den entsprechenden Verdiinnungen zu den Zellen gegeben und erneut
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im Brutschrank inkubiert. Die Zugabe der BrdU-Losung und die einzel-
nen Wasch- und Férbeschritte erfolgten gemifi den Angaben des Her-
stellers. Die Messung und Auswertung der Proben erfolgte im Absorp-
tionsreader bei 450 nm

5.7 Bestimmung reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspe-
zies

Der Nachweis intrazelluldrer reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies
(ROS/RNS), die zu Oxidativem Stress fithren konnen, erfolgte mit Hilfe
dreier Testverfahren.

5.7.1 DCEF Test

In diesem Test erfolgt die Umwandlung des nicht-fluoreszierenden 2’,7’-
Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (H,DCF-DA) in das fluoreszieren-
de 2’,7’-Dichlorofluorescein (DCF) (Wan et al., 1993). (H,DCF-DA) ist
ungeladen und zellpermeabel. In der Zelle wird es durch unspezifische
Esterasen zum geladenen Dichlorodihydrofluorescein (H,DCF) deace-
tyliert, welches jetzt die Zelle nicht mehr verlassen kann. In Gegenwart
von Peroxidase/H»0O5, -OR, -OH, -O,~ sowie ONOQO~ wird der Farbstoff
zum fluoreszierende DCF oxidiert, das im Fluoreszenzreader bei 488 nm
Anregung und 530 nm Emission detektiert werden kann.

Fiir die Durchfiihrung des Testes wurden 25.000 Zellen pro Vertiefung
einer 96er Multi-Lochplatte ausgesit und tiber Nacht zum Anwachsen
im Brutschrank inkubiert. Nach der anschlieflenden Partikelexposition
der Zellen wurde der Mediumiiberstand abgesaugt und die Zellen ein-
mal mit saurem Waschpuffer und mit HBSS gewaschen, damit moglichst
wenige Partikel das Fluoreszenzsignal storen konnen. Als Positivkon-
trolle wurden die Zellen 1h vor Ende der Inkubation mit 250 uM H,0O,
behandelt. Danach erfolgte die Zugabe von 100 ul einer 50 uM H,DCEF-
DA pro Vertiefung und einer 40 min Inkubation im Brutschrank. An-
schlielend wurden die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen, 200 ul
HBSS zugegeben und am Fluoreszenzreader gemessen.

Da mit diesem Testsystem das Superoxidanion Radikal ‘O, nicht si-
cher detektiert werden kann, da es auch wahrend der Umwandlung
von HyDCF-DA zu DCF entsteht und auch die Disproportionierung von
‘0O, zu H>,O, in Anwesenheit von Peroxidasen mehr H,DCEF-DA zu
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DCF umwandelt, was zur Selbstamplifikation des Testsystems fiihrt (Bo-
nini et al., 2006; Rota et al., 1999), wurden die Ergebnisse mit weiteren
Testsystemen bestétigt.

Tabelle 12: Material und Losungen fiir den DCF Test

5mM (in DMSO) 2,7-Dichlorodihydrofluorescein-
Diacetat (HyDCF-DA), Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (HpOz), Merck KGaA, Darmstadt

96er Multi-Lochplatten

Fluoreszenzreader, MWG-Biotech AG, Ebersberg
Software: Lambda KC4 2.7

5.7.2 DHR123 Test

Ebenso wie der DCF Test ist der DHR123 Test eine Methode um die
Bildung reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies zu messen. In die-
sem Test wird das zellgdngige, nicht fluoreszierende Dihydrorhodamin
(DHR123) durch die Radikale -O,~ und NO- zum fluoreszierenden Rho-
damin123 oxidiert, welches sich hauptsdchlich in die Mitochondrien ein-
lagert. Peroxidase /H,O, und HOCI kdnnen ebenfalls DHR123 oxidieren
(sieche Abbildung 8).

Aufnahme in die Zelle

>

-0,, NO*

DHR123 Rhodamin123

Dihydrorhodamin123 (fluoreszierend)
(nicht fluoreszierend)

Abbildung 8: Messung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies mittels DHR123 Test. DHR123
gelangt in die Zelle und wird durch Radikale zu Rhodaminl23 umgewandelt (verdndert nach
http:/ /probes.invitrogen.com).

Die Durchfithrung des DHR123 Tests wurde geméafs den Vorschriften
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des DCF Tests mit 100 #1 10, M DHR123 durchgefiihrt, und am Fluo-
reszenzreader bei 488 nm Anregung und 530 nm Emission gemessen.

Tabelle 13: Material und Losungen fiir den DHR123 Test

e 10mM (in DMSO) Dihydrorhodamin123 (DHR123), Mole-
cular Probes Inc., Leiden Niederlande

o Wasserstoffperoxid (HyO,), Merck KGaA, Darmstadt
e 96er Multi-Lochplatten

o Fluoreszenzreader, MWG-Biotech AG, Ebersberg

e Software: Lambda KC4 2.7

5.7.3 DTNB Test

Mit Hilfe der Detektionsreagenz 5,5’-Dithio-(2-nitrobenzoesdure) (DT-
NB, Ellman’s Reagenz) kann der intrazelluldre Gehalt an Glutathion
(GSH) und seiner oxidierten Form dem Glutathion-Disulfid (GSSG)
gemessen werden. Glutathion ist ein Tripeptid (y-Glutamin-Cystein-
Glycin), dass in allen Zellen und allen Organismen z.T. in hohen Kon-
zentrationen vorkommt. GSH hélt das Redoxpotential in den Zellen
konstant, indem es die Thiolgruppen von Proteinen reduziert, es dient
als Antioxidanz, aber auch der Entgiftung von Xenobiotika (Glutathion-
S-Transferase), der Synthese von Leukotrienen und ist am Transport und
der Speicherung von Cystein beteiligt. Aufierdem spielt es eine Rolle in
der Signaltranduktion, bei der Zellproliferation, Genexpression und in
der Apoptose. In unserem Fall steht die Rolle als Antioxidanz im Voder-
grund. Im normalen Zellstoffwechsel liegt ein hoher Uberschuss an der
reduzierten Form, dem GSH, vor. -O,~ Radikale werden durch die Su-
peroxiddismutase zu H,O, reduziert. Dieses wird mit Hilfe der Gluta-
thionperoxidase unter Oxidation von GSH zu GSSG zu 2H,0 umgewan-
delt. Die NADPH-abhidngige Glutathionreduktase (GR) reduziert dann
GSSG wieder zu GSH. Bei erhohter Belastung mit Sauerstoffradikalen
erhoht die Zelle den Gehalt an GSH und GSSG und dieser Anstieg ist
messbar.

DTNB wird durch die Thiolgruppen des GSH unter Bildung von 5’-
Thio-(2-nitrobenzoesdure) (TNB) reduziert, wobei GSSG entsteht. Bei
der Bestimmung des GSH Gehalts sind nun die Konzentrationen von
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DTNB, NADPH und Glutathionreduktase so eingesetzt, dass die Ge-
schwindigkeit der gesamten Reaktion proportional zur Konzentration
des Glutathions verlduft. Die Bildung bzw. Zunahme von TNB lésst sich
im Absorptionsreader bei 412 nm messen.

Fiir die Durchfiihrung wurden 2,5x10° Zellen pro Vertiefung in 6er
Multi-Lochplatte ausgesdt und tiber Nacht im Brutschrank inkubiert.
Am nédchsten Tag erfolgte die Exposition. Als Positivkontrolle wurden
die Zellen mit 250 yM H,O, behandelt.Nach der Exposition wurden die
Zellen einmal mit saurem Waschpuffer und einmal mit PBS~/~ gewa-
schen, mit Trypsin geerntet und abzentrifugiert (5 min, 350xg). Das Zell-
pellet wurde mit 150

,ul einer 10 mM HCI-L6sung tiberschichtet, gevortext und bei-80°C tiber
Nacht eingefroren. Am ndchsten Tag wurden die Zellen auf Eis auf-
getaut und die Zelllysate resuspendiert. 10 ul des Lysats wurden zur
Proteinbestimmung verwendet (s. Kapitel 5.9.2). 120 ul wurden zur Be-
stimmung der GSH Konzentration verwendet. Dafiir wurden fiir 10 min
30 ul einer 6,5%igen (w/v) Sulfosalizylsdure zugefiigt, um die Prote-
ine zu prézipitieren. Anschliefend wurden die Prdzipitate zentrifu-
giert (10.000xg, 10min, 4°C). Der Uberstand wurde zur Glutathion-
Bestimmung eingesetzt und bis zur Messung bei -20°C gelagert. Fiir
die Messung wurden pro Reaktionsansatz 10 ul der Probe bzw. des
GSH-Standards (0-50 #M) in eine 96er Multi-Lochplatte gegeben, mit
40 ul GSH-Reaktionspuffer auf ein Volumen von 50 ul gebracht und an-
schlieflend mit 100 u1 der Enzymreaktionslosung versetzt. Die Messung
erfolgte am Absorptionsreader iiber 3 min bei einer Wellenldnge von
412 nm. Die GSH Konzentration wurde mit Hilfe der Eichgerade ermit-
telt und auf die ermittelte Proteinkonzentration bezogen.
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Tabelle 14: Material und Losungen fiir den DTNB Test

GSH-Puffer:
e 0,1 M NaH,PO4 H,O
e 5mM EDTA (pH 7,4)
Enzym-Reaktionslosung:

e 0,3mM NADPH
e 0,225mM DTNB

1,5 U/ml GR in GSH-Puffer

96er Multi-Lochplatten

Fluoreszenzreader, MWG-Biotech AG, Ebersberg
Software: Lambda KC4 2.7

5.8 Durchflusszytometrische Bestimmung der Partikel-
aufnahme

5.8.1 Messtechnik

Die fluoreszenzunterstiitzte Durchflusszytometrie ist eine relativ junge
Labortechnik, die in der Medizin meist fiir die Untersuchung von Zel-
len des Blutes oder Knochenmarks eingesetzt wird. Mit dieser Technik
konnen verschiedene Eigenschaften von Zellen oder anderen Teilchen
untersucht werden, wahrend diese in einem Fliissigkeitsstrom hinter-
einander durch eine diinne Messkammer flief3en.

Ein Durchflusszytometer besteht aus einer Flusskammer, einer opti-
schen Bank und einer Analyseeinheit. Zellen in Suspension werden
durch die Passage der Trager- oder Scheidefliissigkeit vereinzelt. Hierbei
flief3t die Probenfliissigkeit als laminarer Strom durch einen zentralen
Kern und mischt sich nicht mit der schneller fliefenden Scheidefliissig-
keit. Duch die Geschwindigkeitsunterschiede der beiden Strémungen
werden die Zellen hydrodynamisch vereinzelt (hydrodynamische Fo-
kussierung) und passieren dann nacheinander die optische Bank, beste-
hend aus einer Linse die das Licht aus einem bzw. zwei Lasern biindelt.
Bei dem, fiir die Untersuchungen der Partikelaufnahme verwendeten,
Durchflusszytometer handelt es sich um ein Flow Cytometer BD LSR II
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(FACS)(BD Biosciences, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg). Als La-
ser wurde ein Argonlaser (Laser 488nm Spectra-Physics 163, Argonion
488nm (blue)) verwendet, der Licht mit einer Wellenldnge von 488nm
erzeugt, welches von den Zellen ohne Verdnderung der Wellenldnge
in vorwadrts und seitwérts Richtung gestreut wird. Das Streulicht wird
durch einen Bandpassfilter verstiarkt und von einer Photodiode detek-
tiert.

Folgende Eigenschaften von Zellen werden mit Hilfe der fluoreszenz-
unterstiitzten Durchflusszytometrie gemessen:

Das Vorwartsstreulicht (Forward Light Scatter Angle, FSC), auch
Volumen- oder Groflensignal genannt, ist das Licht, welches in Rich-
tung der Lichtquelle gestreut wird. Es wird von einem Photodetektor
gemessen und steht in Relation zur Grofie und zum Volumen der Zel-
le. Das heifst, kleine Zellen verursachen ein kleines Vorwértsstreulicht-
signal, grofie Zellen ein grofses. Weiterhin ist es abhdngig vom Refrakti-
onsindex der Zelle.

Das Seitwartsstreulicht (Side Light Scatter Angle, (90°), SSC) wird von ei-
nem im rechten Winkel zur Lichtquelle des einfallenden Lichtes stehen-
den Photomultiplier gemessen. Detektiert wird das Licht, welches von
der Zelloberfldche seitlich gestreut wird. Es hdngt neben der Grofe, der
Oberflachenbeschaffenheit auch sehr stark von der internen Struktur ei-
ner Zelle ab und damit von ihrer Granularitit. Finden sich in der Zelle
z.B. sehr viele Lysosomen, dann hat sie ein grofses Seitwartsstreulicht,
finden sich nur wenige, dann ist ihr Seitwaértsstreulicht gering. Das SSC
wird auch als Granularitdts- oder orthogonales Licht-Streu-Signal be-
zeichnet.

Wiahrend die Streulichtintensititen, die durch des FSC-Detektor und
SSC-Photomultiplier gemessen werden, von den physiologischen Cha-
rakteristika der Zellen abhédngen, liegen im hier benutzten Durchflus-
szytometer sechs Photomultipliere vor, die von den Zellen emittiertes
Fluoreszenzlicht detektieren konnen. Diese Fluoreszenzdetektoren (FL1,
FL2, FL3, FL4, FL5, FL6) stehen ebenfalls im rechten Winkel zum einfal-
lenden Licht des Argonlasers.

Wihrend die gemessenen Fluoreszenzintensititen logarithmisch
verstirkt werden, werden FSC-Signale meist linear verstdrkt. Die
FSC-Photodiode hat fiinf Verstarkungsstufen, die je nach Zellgrofse ver-
wendet werden (E00, E01, E02, E03 fiir Zelldurchmesser von 5-10 ym)
und E-1 (Zelldurchmesser 15-30 ym). Alle anderen Detektoren kénnen
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auf Verstarkungen zwischen 150 und 1000 Volt eingeregelt werden.

Alle im Folgenden verwendeten Detektorparameter sind in Tabelle 15
aufgefiihrt. Zur Bestimmung der Partikelaufnahme wurde fiir nicht
fluoreszierende Partikel das FSC und das SSC als Maf fiir die Grofse und
Granularitdt ungefiltert aufgenommen. Die Aufnahme von fluoreszie-
renden Partikeln wurde mit Hilfe des Fluoreszenzdetektors FL1 (Emis-
sion 530nm +/- 28 nm, z. B. FITC, GFP, DHR) dokumentiert. Die Signale
werden auf einem Computer mit Hilfe der Software CELLQuest’™ (Bec-
ton Dickinson, Heidelberg) graphisch dargestellt und quantifiziert.

Tabelle 15: Detektorparameter und Einstellungen zur Messung der Partikelaufnahme

Detektor Voltage AmpGain
FSC E00 1,00
SSC 680 Log
FL1 A549 520 Log
FL1 ECV304 500 Log
FL1 THP-1 480 Log

5.8.2 Praktische Durchfiihrung

Die Untersuchungen zur Partikelaufnahme und deren Inhibition mit
verschiedenen Inhibitoren erfolgten je in drei Ansdtzen und in min-
destens drei unabhédngigen Experimenten. Fiir alle Versuche wurden,
wenn nicht anders beschrieben, jeweils 1*10° Zellen pro Vertiefung in
24er Multi-Lochplatten ausgesdt und iiber Nacht zum Anwachsen in
den Brutschrank gestellt. Anschliefsend erfolgte die Inkubation mit In-
hibitoren und Partikelsuspensionen. Als Negativkontrolle diente jeweils
ein Versuchsansatz mit unbehandelten Zellen. Nach der Inkubation
wurden die Zellen griindlich mit einem sauren Waschpuffer und mit
PBS~/~ gewaschen, mit Trypsin (5 min) bzw. Accutase (10 min) fiir die
THP-1 Zellen, vom Boden geldst und zentrifugiert (350xg, 5 min). Das
Zellpellet wurde in eiskaltem PBS~/~ resuspendiert und die Zellen ma-
ximal 1h auf Eis bis zur Messung gelagert.

5.8.3 Studien zur Zeit- und Konzentrationsabhingigkeit

Um quantitative Aussagen tiber die Partikelaufnahme in Zellen ma-
chen und Unterschiede im Aufnahmeverhalten der verschiedenen Zell-
linien beurteilen zu konnen, wurden mit allen drei Zelllinien Studi-
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en zur Zeit- und Konzentrationsabhdngigkeit durchgefiihrt. Um die
Zeitabhdngigkeit im Aufnahmeverhalten zu untersuchen wurden je Par-
tikel 50 ug/cm? (100 ug/ml) auf die Zellen gegeben und fiir 1, 4, 6,
24 und 48h Stunden inkubiert. Um die Konzentrationsabhdngigkeit im
Aufnahmeverhalten zu untersuchen wurden je Partikel fiir 4h folgende
Konzentrationen getestet: 0, 0.5, 5, 12.5, 25, 37.5, 50 ug/ cm? (0, 1, 10, 25,
50, 75, 100 pg /ml).

5.8.4 Studien zur Energieabhingigkeit der Aufnahme

Um eine Aussage zu treffen, ob die Aufnahme der Silica Nanopartikel
ein energieabhidngiger Prozess ist oder auf Diffusion beruht, wurden
zwei verschiedene Methoden zur Inhibition der Aufnahme in A549 Zel-
len verwendet.

5.8.4.1 Hemmung der Partikelaufnahme durch tiefe Temperaturen

Da an energieabhidngigen Aufnahmeprozessen viele Enzyme beteiligt
sind und auch die Membranfluiditdt eine wichtige Rolle spielt, ist der
einfachste Weg diese Prozesse zu unterbinden, das Herabsenken der
Temperaturen. Dies fithrt dazu, dass Enzyme nur noch eingeschrankt
oder gar nicht mehr funktionieren, da sie ein Temperaturoptimum be-
sitzen, dass bei den hier verwendeten Zellen bei 37 °C liegt. Aufierdem
versteift sich nach dem Fliissig-Mosaik-Modell die Membran mit sin-
kenden Temperaturen mehr und mehr, und in die Membran eingela-
gerte Proteine und Protein-Porenkomplexe sind nicht mehr beweglich
genug um dorthin zu wandern wo sie fiir Aufnahmeprozesse benotigt
werden.

Fiir diesen Versuch wurden 1x10° Zellen in 12er Mulit-Lochplatten aus-
gesdt und im Brutschrank iiber Nacht inkubiert. Am ndchsten Tag wur-
den die Zellen 1h im Kiihlschrank bei 4 °C vorinkubiert. Um ein verse-
hentliches Anheben der Temperatur beim Offnen der Tiir zu verhindern
wurden die Kulturplatten mit Kiihlakkus umgeben. Aufierdem erfolg-
ten alle Schritte aufSerhalb des Kiihlschrankes auf Eis. Ohne die Kiihlung
zu unterbrechen, wurden die auf Eis gelagerten Partikelsuspensionen
in drei verschiedenen Konzentrationen (2.63, 13.16, 26.32 ug/ cm? = 10,
50, 100 ug/ml) auf die Zellen gegeben und fiir 1, 3, 6h inkubiert. An-
schlieflend wurden die Zellen mit eiskaltem saurem Waschpuffer und
PBS~/~ gewaschen und mit einem Zellschaber abgeschabt. Als Kontrol-
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le fungierten unbehandelte Zellen und die selbe Versuchsanordnung bei
37°C.

5.8.4.2 Hemmung der Atmungskette mit Dinitrophenol

Wichtig fiir Energieabhidngige Aufnahmeprozesse ist die Anwesenheit
des zelluldren Energietragers Adenosintriphosphat (ATP). Bei der Hy-
drolyse seiner Phosphatbindungen wird Energie freigesetzt, die die Zel-
le fiir endergonische Prozesse verwenden kann. Mit Hilfe der ATP-
Synthase, einem Enzymkomplex in der Innenmembran der Mitochon-
drien, wird die Bildung von ATP aus ADP (Adenosindiphosphat)und
anorganischen Phosphat in der Atmungskette durch oxidativen Phos-
phorylierung katalysiert. Auflerdem kann die Zelle in der Glycolyse
durch die Spaltung von Glucose ATP gewinnen.

Um energieabhidngige Aufnahmeprozesse zu inhibieren wurde hier
als zweite Moglichkeit ein Atmungskettenentkopplers, das 2,4-
Dinitrophenol (DNP) eingesetzt. Es verursacht einen Kurzschluss im
Protonengradienten, indem es die Membran fiir Protonen durchléssig
macht. So fehlt die protonenmotorische Kraft, die fiir die ATP-Synthese
notig ist.

Um der Zelle die Moglichkeit zu nehmen Energie aus der Glycolyse
zu beziehen, wurden die Zellen zusatzlich 1h vor Einsatz des Inhibi-
tors und im weiteren Versuchsverlauf mit glucosefreiem Medium in-
kubiert. Die Wirkung der ATP-Depletion wurde vorher mit Hilfe eines
ATP-Biolumineszenz Assays (ATP Bioluminescence Assay Kit HSII, Ro-
che Applied Science, Mannheim) am Fluoreszenzreader tiberpriift. Der
Test nutzt die ATP-Abhédngigkeit des Enzyms Luciferase fiir die Oxi-
dation von Luciferin. Das bei dieser Reaktion freiwerdende Licht kann
detektiert werden und steht im direkten Zusammenhang mit dem Ge-
halt an ATP in der Zelle. Mit Hilfe einer ATP-Standardkurve kann der
Gehalt an ATP berechnet werden. Hierfiir wurden die Zellen fiir 1Th mit
verschiedenen Konzentrationen DNP in glucosefreiem Medium behan-
delt, die Zellen lysiert, das Luciferasereagenz des Kits zugegeben und
die Messung gestartet (Daten nicht gezeigt).

Die fiir die anschliefSenden Inhibitionsversuche am FACS verwendete
DNP Konzentration ergab sich aus diesen Versuchen zur ATP-Depletion
und ist in Tabelle 16 dargestellt. Die Zellen wurden 1h mit DNP vorinku-
biert und anschliefSend erfolgte die Inkubation der Zellen mit den Parti-
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kelsuspensionen in einer Konzentration von 50 yg/cm? (100 ug/ml) fiir
weitere 3h.

5.8.5 Inhibition der Aufnahmewege in die Zelle

Um die moglichen Wege der Partikelaufnahme in Zellen untersuchen
zu konnen, wurden gezielt die in Kapitel 4.4 genannten Aufnahmewege
mit spezifischen Inhibitoren (Tab. 16) gehemmt. Dafiir wurde die ent-
sprechende Menge an Inhibitor in das Kulturmedium pipettiert und
die Zellen bei 37 °C im Brutschrank fiir 1h vorinkubiert. Anschliefsend
erfolgte die Inkubation der Zellen zuséatzlich mit den Partikelsuspen-
sionen in einer Konzentration von 50 ug/cm? (100 ug/ml) fiir weitere
3h. Diese Inkubationszeit wurde gewdhlt, da sich zeigte, dass nach ei-
ner lingeren Inkubationszeit von 24h die Inhibitoren teilweise durch
die Zellen abgebaut waren und keinen Effekt auf die Partikelaufnahme
mehr hatten (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 16: Verwendete Inhibitoren, deren Konzentration und Funktion

Inhibitor eingesetzte Funktion
Konzentration
Cytochalasin D (Stock: 10mM) 15 uM Inhibitor des Aktinzytoskeletts
Dinitrophenol (Stock: 1 M) 500uM/1mM Inhibitor der Atmungskette
Mannan (Stock: 1 mg/ml) 10 ug/ml Inhibitor des Mannoserezeptors
M-a-D-MP (Stock: 10mg/ml) 200 ug/ml Inhibitor des Mannose-Rezeptors
Poly-G (Stock: 5 mg/ml) 200 ug/ml Inhibitor der Scavanger-Rezeptoren
Fucoidan (Stock: 1 mg/ml) 10 ug/ml Inhibitor der Scavanger-Rezeptoren
Chlorpromazin (Stock: 1mM)  25uM Inhibitor der Clathrin vermittelten Endocytose
Filipin (Stock: 5mg/ml) 5ug/ml Inhibitor der Caveolin vermittelten Endocytose
p-Nitro (Stock: 20 mg/ml) 10 ug/ml Inhibitor der Fcy-Rezeptoren
Lovastatin (Stock: 25 mg/ml) 100 uM Inhibitor der Fcy-Rezeptoren
Camptothecin (Stock: 10mM) 10 uM Inhibitor der Topoisomerase I

5.9 Methoden zur Proteinanalytik

5.9.1 Herstellung von Ganzzellextrakten

Fiir alle Versuche zur Proteinanalytik wurden 1 x 10° Zellen pro Ver-
tiefung in 6er Multi-Lochplatten in einem Volumen von 2ml Zellkul-
turmedium ausgesdt und tiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wur-
de der Mediumiiberstand entfernt und es erfolgte die jeweilige Inku-
bation mit Partikeln in frischem Zellkulturmedium in einem Volumen
von 1 ml. Nach Behandlung wurden die Zellen mit saurem Waschpuf-
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fer und PBS™/~ gewaschen und mit einem Plastikschaber (Nunc, Ro-
chester, NY, USA) in 1ml PBS~/~ abgeschabt. Die Vertiefungen wurden
noch mit 1 ml PBS~/~ nachgespiilt. AnschlieSend wurde die Zellsuspen-
sion abzentrifugiert (400xg, 5min, 4°C) und der Uberstand abgesaugt.
Das Zellpellet wurde in 100 1 denaturierendem RIPA-Lysepulffer (siehe
Tab. 17) aufgenommen und 30 min auf Eis lysiert. Da bei diesem Zel-
laufschlufs vorhandene Proteasen und Phosphatasen freigesetzt werden,
wurden dem Lysepuffer Proteaseinhibitoren und alle Arbeitsschritte auf
Eis durchgefiihrt. Nach Ablauf der Lyse wurden die Proben zentrifu-
giert (21000xg, 10 min, 4 °C) und der klare, Uberstand mit den Ganzzel-
lextrakten vorsichtig abgenommen und bei -20°C bis zur weiteren Ver-
wendung gelagert.

Tabelle 17: Zusammensetzung des RIPA-Lysepuffers

e 150mM NACL

e 20mM Tris-HCl, pH7,4

e 0,5% Deoxycholat, Na-Salz
e 0,1% SDS

e 1% Triton-X 100

e gelost in dest. HyO, pH S8

Proteaseinhibitoren frisch auf 1 ml RIPA-Lysepuffer:

e 0,1 mM Natriumvanadat
e 2 ug/ml Leupeptin

e 2 ug/ml Aprotinin

e 1mM PMSF

5.9.2 Proteinbestimmung

Um einen gleichméfligen Proteinansatz im Western Blot zu gewéhrlei-
sten, wurde die Proteinkonzentration in den Zelllysaten nach der Me-
thode von Smith et al. (1985) mit Hilfe der Biuret-Reaktion (BCA Protein
Assay, Pierce, Rockford, USA) bestimmt. Die Methode basiert auf der
Komplexbildung von Proteinen mit Cu®*"-Ionen in alkalischer Lésung.
Es folgt eine Reduktion der Cu?"-Ionen zu Cu*-lonen, die mit Bicin-
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choninsdure (BCA) einen wasserloslichen, violetten Farbkomplex bil-
den. Dieser zeigt eine starke Lichtabsorption bei 562 nm, die linear zur
ansteigenden Proteinkonzentration zunimmt und im Absorptionsreader
gemessen werden kann.

Fiir die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde eine Eichkurve mit
Proteinldsungen bekannter, steigender Konzentration aus Rinderserum-
Albumin (BSA) in PBS~/~ erstellt (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ug/ul). Jeweils
10 ul wurden in Doppel-Bestimmung in eine 96er Multi-Lochplatte pi-
pettiert, und ebenfalls je 10 ul des zu messenden Proteinlysates. Hin-
zugefiigt wurden 200 ul BCA-Reagenz, bestehen aus 50 Teilen BCA-
Losung und einem Teil einer 4% CuSO4-Losung. Nach anschliefSender
30 miniitiger Inkubation im Brutschrank und einer kurzen Abkiihlpha-
se wurden die Proben bei 562 nm im Absorptionsreader gemessen (Mo-
lecular Devices, USA) und die Proteinkonzentration mit Hilfe der Soft-
ware SOFTmax®PRO 3.0 (Molecular Devices, USA) und der Standard-
Eichgerade ermittelt.

Entsprechend den Ergebnissen aus der Proteinbestimmung wurden je
10 ug in 1 x SDS-Gel-Ladepuffer (Lammli-Puffer)(Tab. 19), mit RIPA-
Lysepuffer angesetzt, aufgenommen und fiir die weitere Proteinana-
lyse mittels SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) vorbe-
reitet.

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

Die Gel-Elektrophorese dient der Analyse von Proteingemischen und
ermoglicht eine schnelle Bestimmung durch Auftrennung von Protei-
nen iiber deren Molekulargewichte (Laemmli, 1970). Die Auftrennung
der Proteine erfolgt unter denaturierenden Bedingungen durch Zugabe
von anionischen Detergenzien wie Sodiumdodecylsulfat (S5DS). SDS un-
terbindet Protein-Protein-Wechselwirkungen und bildet mit Proteinen
negativ geladene Komplexe mit konstantem Ladungs-/Masseverhdlt-
nis (Lehninger, 1977; Stryer, 1988). So unterscheiden sich die Komplexe
nur noch durch ihre Gréfie und haben vergleichbare hydrodynamische
Eigenschaften. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt in diskonti-
nuierlichen Polyacrylamid-Gelen, in denen der SDS-Protein-Komplex
im elektrischen Feld zum Pluspol (Anode) wandert und der Moleku-
larsiebeffekt der Gel-Matrix die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
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auftrennt.

Das Gel setzt sich aus einem engporigen Trenngel mit einer Poly-
acrylamidkonzentration von 10% und einem 5% weitporigen Sam-
melgel zusammen. Zur Herstellung der Gele wird eine Acrylamid-
Fertiglosung verwendet (Rotiphorese® Gel 30, Carl Roth GmbH und
Co, Karlsruhe), welche neben 30% Acrylamid bereits mit 0,8% Bisa-
crylamid versetzt war. Die Gele wurden gemdfd Tab. 18 angesetzt. Un-
mittelbar vor dem Gieflen wurde Tetramethylethylendiamin (TEMED)
zum Start der Polymerisation zugegeben.

Tabelle 18: Zusammensetzung eines 5%igen Sammel- und 10%igen Trenngels

Sammelgel 5% Trenngel 10%

RotiphoreseR Gel 30 1,70ml 3,3ml

1,5M Tris (pH 8,8) - 2,50 ml

2M Tris-HCI (pH 6,8) 0,62ml -

20% SDS 0,05ml 0,05ml

dest. H,O 7,47 ml 4,00ml

10% APS 0,10 ml 0,10 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml

Zuerst wurde das Trenngel in einer vertikalen Apparatur (BioRad,
Miinchen) mit 0,75 mm Spacern gegossen und zur Vermeidung von Bla-
senbildung und der Gewdéhrleistung einer gleichmifliigen Oberfldche
mit Isopropanol iiberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisation wur-
de das Isopropanol abgekippt, das Trenngel mit dem Sammelgel tiber-
schichtet und mit einem 10er Probenkamm versehen. Nach erfolgter Po-
lymerisation wurde der Kamm entfernt, die Gele in die Elektrophorese-
Apparatur (BioRad, Miinchen) eingespannt und diese mit Laufpuffer
(Tab. 20) gefiillt. Die zu analysierenden Proteinlysate wurden mit 1
x Lammli-Puffer (Tab. 19) auf 15ul aufgefiillt und 5min bei 95°C er-
hitzt. Nach kurzer Zentrifugation wurden die Proben zusammen mit ei-
nem Molekulargewichtsmarker (PageRulerTM Prestained Protein Lad-
der Plus, Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 170V, 400 mA, fiir etwa
1h.
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Tabelle 19: Zusammensetzung des 2 x SDS-Gel-Ladepuffer (Lammli-Puffer)

e 2ml 1M Tris-HCl (pH 6,8)
e 2,5ml 20% SDS

e 2,85ml Glycerol

e 0,01 g Bromphenolblau

¢ 0,5ml B-Mercapthoethanol
e 4,65ml dest. H,O

Tabelle 20: Zusammensetzung des Laufpuffers

e 25mM Tris-BASE
e 1,2mM Glycin
e 1% SDS (w/v)

e gelost in dest. H,O

5.9.4 Western Blotting durch Elektrotransfer

Die Ubertragung der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran
(Polyvinylidendifluorid, 0,45 ym Porengrofse, Millipore GmbH, Schwal-
bach) erfolgte mittels Tank Blot-Verfahren um spezifische Proteine an-
schlieflend durch Immunfarbung sichtbar zu machen (Gultekin & Heer-
mann, 1988; Towbin et al.,, 1979). Um Verunreinigungen zu beseiti-
gen und die Proteinbindestellen zu aktivieren, wurde die Membran
zundchst mit Methanol gespiilt und anschlieflend mit dest. Wasser ge-
waschen. Nun wurde die Membran luftblasenfrei auf das Gel tiberfiihrt
und je zwei Lagen Filterpapiere (Protean Blotpapier, BioRad, Miinchen)
als duflere Begrenzungen verwendet. Dieser Aufbau wurde in eine Blot-
Halterungskassette eingespannt und in eine mit speziellem Blotpuffer
gefiillte Blotkammer tiberfiihrt. Das Gel kommt hierbei in Richtung der
Kathode und die Membran in Richtung der Anode zu liegen, damit die
negativ geladenen Proteine auf die Membran gezogen werden kénnen.
Die Zugabe eines Kiihlakkus und stdndiges Riihren verhindert eine
Erwdrmung der Apparatur. 1h Transfer erfolgt bei 100 V und 400 mA.
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Tabelle 21: Zusammensetzung des Blotpuffers

25 mM Tris-BASE

192 mM Glycin
e 10% Methanol (v/v)

gelost in dest. H,O

5.9.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Nach dem Blotvorgang wurde die Membran fiir 5 min in PBS-T (PBS*/+
mit 0,1% Tween-20 (v/v)) gewaschen um das Methanol zu entfernen.
Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran
anschlieflend fiir 1h bei Raumtemperatur in 5%iger Magermilch in PBS-
T auf einer Wippe inkubiert. Danach wurde die Membran 3x fiir je
10 min mit PBS-T gewaschen und mit den jeweiligen (Tab. 22) aufgefiihr-
ten Primdrantikorpern in 5%iger Magermilch in PBS-T tiber Nacht
bei 4 °C unter stindiger Bewegung inkubiert. Nach erfolgter Inkubati-
on wurden tiberschiissige Antikdrpermolekiile durch dreimaliges Wa-
schen mit PBS-T fiir je 10 min entfernt. Anschlieffend wurde die Mem-
bran mit dem gegen die Spezies des primdren Antikorpers gerichteten
sekunddren, Meerrettichperoxidase-gekoppelten, Antikorper in 5%iger
Magermilch in PBS-T auf einer Wippe bei Raumtemperatur 1h inkubiert.
Im Anschlufs wurde die Membran erneut 3x fiir je 10 min in PBS-T ge-
waschen.

Tabelle 22: Auflistung der verwendeten Antikorper fiir die Proteinanalytik

primére Antikorper Verdiinnung Vertrieb

anti-Caveolin I 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
anti-Clathrin 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
anti-Topoisomerase I 1:1000 / 1:250 Abcam, UK

anti-Aktin 1:2000 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
anti-ERK1/2 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
Sekundéare Antikorper Verdiinnung Vertrieb

anti-Goat-HRP 1:3000 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
anti-Mouse-HRP 1:4000 Dako, Glostrup, Denmark
anti-Rabbit-HRP 1:3000 Amersham Biosciences, Miinchen
anti-Mouse-AlexaFluor 594 1:1000 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
anti-Mouse-AlexaFluor 546 1:1000 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Die Visualisierung der immobilisierten Protein-Antikdrper-Komplexe
erfolgte mittels ECL-System (Enhancend Chemiluminescence, ECL Plus™
Western Blotting Detection Reagent, Amersham Biosciences, Miinchen).
Dazu wurden die beiden Komponenten des ECL-Kits 40:1 (v/v) ge-
mischt. Die Membran wurde mit der Reagenz benetzt, 5 min inkubiert,
in Frischhaltefolie verpackt und in eine Filmkassette tiberfiihrt. Die,
an die sekundédren Antikorper gekoppelte Peroxidase, katalysiert die
Oxidation von Luminol und 16st damit eine lichtemittierende Reaktion
aus. Die Detektion erfolgte in einer Dunkelkammer mit einem speziel-
len Film (Hyperfilm™-ECL, Amersham Biosciences, Miinchen), der an
den spezifischen Stellen durch das emittierte Licht belichtet wird, was
sich nach Entwicklung des Filmes als Schwérzung zeigt. Die Belichtung
hdngt von der Menge des vorhandenen Proteins und der gekoppelten
Menge an HRP-Antikorper ab. Die entwickelten Filme wurden anschlie-
lend mit Hilfe eines Flachbettscanners eingescannt. Als Software zur
quantitativen Auswertung der Proteinbanden kam GelScan Pro Version
4 (BioSciTec Science Group, Marburg) zum Einsatz.

510 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist ein Verfahren um Proteine und
Strukturen im subzelluldren Bereich mit Hilfe eines Fluoreszenzmikro-
skops darzustellen. Dies kann tiber, mit fluoreszierenden Farben gekop-
pelte, Antikorper oder iiber Chemikalien, die direkt an die zu fdrbenden
Strukturen binden, stattfinden. Die Betrachtung der Proben erfolgt in
einem Fluoreszenzmikroskop (DM IRE2, Leica Microsystems, Wetzlar).
Mit Hilfe einer Digitalkamera (Hamamatsu Orca-ER C4742-80-12AG,
Hamamatsu Photonics K.k., Japan) wurden die Bilder digital gespei-
chert und anschlieffend mit Computer mittels der Software Improvision
Volocity 4 (Improvision, Coventry, England) bearbeitet.

5.10.1 Fixierung der Zellen

Fiir die Durchfiihrung der Fluoreszenzmikroskopie wurden 1x10° Zel-
len je Kammer in gekammerte Objekttrdger, sogenannte 4er Chamber
Slides (Lab-Tek® Chambered 1 Borosilicate Coverglass System, Nunc,
Rochester, NY, USA), ausgesdt und tiber Nacht im Brutschrank zum
Anwachsen inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen mit

79



5 MATERIAL UND METHODEN 510 Immunfluoreszenzmikroskopie

den jeweiligen Partikellosungen. Nach Ende der Inkubation wurden die
Zellen einmal mit saurem Waschpuffer und einmal mit PBS—/~ gewa-
schen. AnschliefSend wurden die Zellen durch eine 30 miniitige Inkuba-
tion mit 4%igem Paraformaldehyd auf Eis fixiert. Damit die Antikorper,
bzw. fairbenden Chemikalien in die Zellen eindringen konnen, erfolgte,
nach zweimaligem Waschen mit PBS™ /= eine 3 miniitige Inkubation mit
1%igem TritonX 100 in PBS~/~ (bzw. 30 min mit 0,2%igem fiir die Topoi-
somerase I Anfarbung) um die Zellmembranen zu permeabilisieren.

5.10.2 Fluoreszenzfirbung durch Antikorperbindung

Um bestimmte Proteine in der Zelle durch mit fluoreszierenden Farb-
stoffen gekoppelten Antikdrpern hervorzuheben, wurden die Zellen
zundchst, dhnlich wie im Western Blot Verfahren, mit 3%igem BSA in
PBS-T 1h bei Raumtemperatur geblockt. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS-T erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem primdren An-
tikorper gegen Topoisomerase I (anti rabbit) in 3%igem BSA in PBS-T,
in einer 1:250 Verdiinnung iiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler. Am
nédchsten Tag erfolgte, nach dreimaligem Waschen mit PBS-T die Inkuba-
tion mit dem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten sekundédren Antikodrper
(ALEXA, anti rabbit, 4995nm Invitrogen GmbH, Karlsruhe) in 3%igem
BSA in PBS-T in einer 1:1000 Verdiinnung fiir 1h bei Raumtemperatur
im Dunkeln. AbschliefSend wurden die Zellen nochmals 3x mit PBS-T
gewaschen und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

5.10.3 Kernfirbung mit Bisbenzimid (Hoechst 33342)

Um die Kernstrukturen hervorzuheben wurden die fixierten Zellen mit
10 uM Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) fiir
30min inkubiert. Es handelt sich um einen membrangdngigen Farb-
stoff, der auch an unpermeabilisierten Zellen angewandt werden kann
und bevorzugt an AT-reiche Sequenzen der DNA bindet, ohne zu inter-
kalieren. Somit kommt es zur Farbung des Zellkerns. Um die Hinter-
grundfluoreszenz zu minimieren, miissen die Zellen anschliefSend mit
PBS~/~ gewaschen und bis zur mikroskopischen Untersuchung bei 4 °C
im Dunkeln gelagert werden. Die Betrachtung der Proben erfolgt bei ei-
ner maximalen Anregung im UV-Bereich (360nm) und einer Emission
im Blau-Bereich (425 nm).
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5.10.4 Farbung des Aktin-Zytoskeletts mit Rhodamin Phalloidin

Um das Aktin-Zytoskelett der Zellen hervorzuheben wurde eine Farbe-
methode mittels Rhodamin Phalloidin gewdhlt. Phalloidin ist ein Toxin
des griinen Knollenblatterpilzes (Amanita phalloide), ein Cyclopeptid das
zu den Phallotoxinen gehort und irreversibel an F-Aktin bindet. Gekop-
pelt mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin ldsst sich so das Zytoske-
lett darstellen und charakterisieren.

Fiir diese Farbung wurden die fixierten Zellen mit einer 1:30
Verdiinnung (in PBS~/~) der Rhodamin Phalloidin Losung fiir 2h im
Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit
PBS~/~ gewaschen um den restlichen Farbstoff zu entfernen. Bis zur
mikroskopischen Auswertung wurden die Zellen bei 4 °C im Dunkeln
gelagert. Die Anregung erfolgte bei 554 nm und die Emission im Rot-
Bereich (573 nm).

511 Methoden zur DNA-Analytik

Zum Nachweis bestimmter Proteine und Rezeptoren bereits auf RNA-
Ebene wurde die Methodik der Reversen Transkriptase Polymerase Ket-
tenreaktion (RT-PCR) gewdhlt. Hierbei wird das Vorhandensein der
Gene, die fiir bestimmten Proteine codieren, qualitativ nachgewiesen.
Hierfiir wird zundchst die gesamte RNA der Zellen isoliert, diese in cD-
NA umgeschrieben, und kleine Teilstticke der gesuchten Gene mit Hilfe
von DNA-Primern vermehrt (amplifiziert) und auf Agarose-Gelen dar-
gestellt. Diese Methode ist duflert empfindlich, da sie sogar ein einzel-
nes DNA-Molekiil in einer Probe entdecken kann. aufSerdem ist sie eine
kostengiinstige Alternative zum Western Blotting, da die verwendeten
Primer wesentlich giinstiger sind als Antikorper (Alberts et al., 2004).
Gezeigt wurde hier nicht nur die Anwesenheit gesuchter DNA-
Fragmente in unbehandelten Kontrollzellen, sondern auch in mit Si-
lica Partikeln fiir 4h und 24h in einer Konzentration von 100 ug/ml
(10,4 ug/cm?) behandelten Ansétzen.

5.11.1 RNA Isolierung

Fiir die Durchfiihrung der RT-PCR wurden 5x10° Zellen in 6er Multi-
Lochplatten ausgesdt und tiber Nacht zum Anwachsen im Brutschrank
inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Inkubation der Zellen mit den
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jeweiligen Partikellosungen in Medium fiir 4h bzw. 24h. Nach der Inku-
bation folgte die Ernte der Zellen. Hierfiir wurden die Zellen einmal mit
saurem Waschpuffer und einmal mit PBS™/~ gewaschen, mit Trypsin
vom Boden der Mulit-Lochplatte abgelost und in 1,5 ml Eppendorfreak-
tionsgefdfien abzentrifugiert (350xg, 5min, 4 °C). Anschliefsend erfolgte
die Isolierung der gesamten RNA der Zellen mit Hilfe des High Pure
RNA Isolation Kits (Roche Applied Science, Mannheim), bei dem zu-
erst die Zellen lysiert werden, gefolgt von einem DNA-Verdau, mehre-
ren Waschschritten und der Elution der RNA in dest. Wasser. Die Kon-
zentration der RNA wurde mit Hilfe eines NanoDrop (NanoDrop 1000.
Thermo Scientific, UK) gemessen.

Um die Reinheit der isolierten RNA zu testen wurde 1ug pro Probe
auf einem 0,86%igen RN A-Agarose-Checkgel mit 6,4% Formaldehyd bei
80V fiir 120min laufen gelassen. Hierfiir wurde die RNA zuerst mit
7 ul Denaturierungspuffer (Tab. 24) versehen, auf 14 ul mit dest. H,O
aufgefiillt und fiir 15min im Heizblock bei 65°C inkubiert. Nach kur-
zer Abkiihlung der Proben wurden 10 ul pro Bahn aufs Gel geladen
(Tab. 23). Die RNA-Visualisierung erfolgte mit Hilfe eines Transillumi-
nators. Bei reiner RNA sollte fiir Eukaryotische Zellen sowohl die 28S-
als auch die 185-Bande zu sehen sein, erstere etwa 2,5x starker als die
zweite.

Tabelle 23: Zusammensetzung des RNA-Laufpuffers 20x

e 20mM 3-N-(Morpholino)-propansulfonsédure
(MOPS)

e 5mM Natriumacetat
e 0,5M EDTA-Nay-Salz
o gelost in 250 ml dest. H,O (pH?7)
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Tabelle 24: Zusammensetzung des Formamid-Denaturierungspuffers

350 pl Formaldehyd 37%

120 1 MOPS (20x)

500 p1 Formamid

100 1 Bromphenolblau (6x)

gelost in dest. H,O (pH7)

1 ul Ethidiumbromid auf 200 ul Puffer

5.11.2 Umschreibung der RNA in c-DNA mittels Reverser Transkrip-
tase

Im folgenden Schritt wurde nun die gewonnene RNA mit Hilfe des En-
zyms Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Hierzu wird 1 ug
RNA jeder Probe mit dest. H,O auf 13,5 ul aufgefiillt und mit 0,5 u1 Ran-
dom Primer (0,2 ug/ul) gemixt und 5min bei 70 °C auf dem Heizblock
aktiviert. Anschliefend wurde der Mastermix (Tab. 25) zugegeben und
das Ganze 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als ndchstes folgte die
reverse Transkription der RNA in cDNA fiir 60 min bei 50 °C auf dem
Heizblock gefolgt von einer 15 miniitigen Inaktivierung des Enzyms bei
70 °C. Die so gewonnene c-DNA wurde mit dest. H,O 1:10 verdiinnt und
bei -20°C gelagert. Die Konzentration der c-DNA wurde am NanoDrop
ermittelt.

Tabelle 25: Zusammensetzung des RT-Mastermixes

o 5 ul 5x Reverse Transkriptase Puffer
e 1,25yl dNTP’s, je 10mM
e 0,51l Reverse Transkriptase

e 4,25yl dest. H,O
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5.11.3 Detektion spezifischer DNA-Fragmente mittels PCR

Mit Hilfe der Polymerase Ketten Reaktion (PCR) wurde qualitativ die
Anwesenheit der Gene fiir verschiedener Proteine und Rezeptoren (sie-
he Tab. 26) in den drei verwendeten Zelllinien nachgewiesen.

Hierfiir  wurden  zundchst mit Hilfe der  Datenbank
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov /sites/entrez?db=protein iiber den ge-
netischen Code des jeweilig gesuchten Proteins zwei synthetische
Oligonucleotide entworfen, die komplementdr zu einer Sequenz auf
jeweils einem Strang der Dopplehelix an den entgegengesetzten Enden
der anzureichernden DN A-Region sind, die sogenannten vorwarts (for-
ward, fw) und riuckwarts (reverse, rev) Primer. Diese bestimmen in der,
durch eine spezielle hitzeresistente DNA-Polymerase (Tag-Polymerase
aus der Archaea Thermus aquaticus katalysierten, in vitro-DNA-Synthese
das DNA-Segment, das vervielféltigt wird. Die entworfenen Primer
(siehe Tab. 26)wurden von der Firma Metabion (Martinsried) herge-
stellt, 1:10 verdiinnt dem PCR-Mastermix (siehe Tab. 27) und in der nun
folgenden PCR eingesetzt.

Tabelle 26: Auflistung der mittels PCR gesuchten DNA-Fragmente, der Sequenzen der verwendeten
PCR-Primer, ihrer Annealing Temperatur und der Gréfle des PCR-Produktes in Basenpaaren (Bp)

DNA-Fragment von  Primer (fw, rev) Annealing GroBle PCR-
Temperatur ~ Produkt (Bp)
MARCO 5’ -GAGATCCTCTGCCTTCCCAC-3’, 57°C 374
5’ -CTCAGTGTCCGTCAGGATTG-3’
Clathrin HC 5’ -CAGATTGAAACTGCTTCTGC-3’, 53°C 234
5’ -GAAGAGGGAATTCTCATTGC-3’
Caveolin-1 5’ -GCAAATACGTAGACTCGGAG-3’, 55°C 187
5’ -GCAATCACAAGTCAATCTTGA-3’
ScR Al 5’ -CATAGTGGCCAAGACATATC-3’, 55°C 298
5’ -GGCCAAGGGTAATAGAAATG-3°
CD36 ScR B 5’ -GCAAATGCAAAGAAGGGAGA-3’, 53°C 259
5’ -CTTCTCATCACCAATGGTTC-3’
CD32 FcyRII 5’ -GTGCTGTGCTTTCCGAATG-3’, 53°C 249
5’ -CTTGGACAGTGATGGTCAC-3’
CD64 FcyRI 5’ -ACAGAGGCTGGCTACTACTG-3’, 55°C 225
5’ -GTGATATTCCTGCTGATGTG-3’
CD16FcyRIII 5’ -GTGCAGCTCATATCGGCTG-3’, 55°C 268

5’ -TGAGATGGTGCCAAACCTTG-3’
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Tabelle 27: Zusammensetzung des PCR-Mastermixes

e 5yl 5x Tag-Polymerase Puffer
e 0,511 dNTP’s, je 10mM

o 1ul fw Primer

e 1yl rev Primer

e 0,25 ul Tag-Polymerase

Die PCR geht von einer doppelstrangigen DNA aus, und jeder Re-
aktionszyklus beginnt mit einer kurzen Hitzebehandlung um die bei-
den Strange zu trennen (Denaturierung der DNA).Nach der Strangtren-
nung wird die DNA in Gegenwart eines grolen Uberschusses der bei-
den Oligonucleotidprimer abgekiihlt, damit diese mit komplementdren
Sequenzen auf den beiden DNA-Strangen hybridisieren konnen. Die
Temperatur bei der dies geschieht ist abhdngig von der Linge der Pri-
mer und heifit Annealing Temperatur. Dann wird diese Mischung mit
der Tag-Polymerase und den vier Desoxyribonucleosidtriphosphaten
(dNTP’s) inkubiert, damit DNA, beginnend mit den beiden Primern,
synthetisiert werden kann. Der gesamte Zyklus beginnt nun von vorne,
ausgehend von der Hitzebehandlung zur Trennung der neu syntheti-
sierten DNA-Strdange. Das Verfahren wurde fiir 30 Zyklen durchgefiihrt.
Innerhalb weniger Zyklen gibt es ein vorherrschendes DNA-Fragment,
das Gesuchte. Es ist identisch zur Sequenz, die von den beiden Primern
auf der Orginalvorlage, dem genetischen Code zum gesuchten Prote-
in, eingegrenzt wird plus der Sequenz der beiden Primer. Abschliefsend
erfolgt eine sogenannte End-Elongation um dem Enzym Gelegenheit zu
geben den Bau angefangener komplementérer Strange zu vervollstandi-
gen (Alberts et al., 2004). Das allgemeine PCR-Programm ist in Tabelle 28
dargestellt. Die PCR erfolgte in einem Thermocycler (Primus96, Peqlab
Biotechnologie GmbH. Erlangen).
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Tabelle 28: Allgemeines PCR-Programm, die Annealing Temperatur ist spezifisch fiir die jeweilig ver-
wendeten Primer

2min 94 °C = Denaturierung der DNA

30x 30 sec 94 °C = Denaturierung der DNA

30x 30 sec Annealing Temperatur = Binden der Primer

30x 45 sec 72 °C = Elongation, Bau des komplementdren Stranges

5min 72 °C = End-Elongation

Abkiihlung auf 4°C

Die Visualisierung der gesuchten DNA-Fragmente erfolgte qualitativ
mit Hilfe eines Transilluminators. Die ausgedruckten Filme wurden an-
schlieflend mit Hilfe eines Flachbettscanners eingescannt.

512 Studien zur Aufnahme trojanischer Peptoide

In der medizinischen Wirkstoffentwicklung ist die Applikation aktiver
Substanzen in biologische Systeme mit Hilfe von Transportern im Nan-
omafistab Gegenstand aktueller Forschung. Solche Carrier diirfen kei-
ne toxischen Effekte hervorrufen und miissen ihre angebundenen Wirk-
stoffe gezielt und effektiver als die freie Substanz allein an den Wirkort
bringen. Deshalb wurden in dieser Arbeit in einer Kooperation mit der
Organischen Chemie der Universitdt Karlsruhe zusdtzlich unterschiedli-
che peptoidische, polylysin-, bzw. polyargininartige Transporter auf ihre
Toxizitdt und Fahigkeit zur Zellpenetration untersucht.

Durch verschiedene Modifikationen oder Biokonjugationen, im vorlie-
genden Fall durch die Verdnderung der Seitenkettenamine zu Guanidin-
gruppen, sollte die Moglichkeit des Transports von Wirkstoffen ins Zell-
zytosol oder in den Zellkern untersucht werden. Diese Peptoide wurden
zusétzlich mit Fluorophoren konjugiert um sie sowohl am Fluoreszenz-
mikroskop, als auch am Durchflusszytometer untersuchen zu konnen.
Untersucht wurden die Guanidinyl-Peptoide 11 und 12 im Vergleich mit
einem Amino-Peptoid 10, als auch die entsprechenden Peptoide ohne
Fluorophor (10 w/o, 11 w/0), um festzustellen, ob evtl. auftretende toxi-
sche Effekte auf die Fluorophore oder auf die Peptoide zuriickzufiihren
sind. Die Strukturformeln der verwendeten Transporter sind in den Ab-
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bildungen (9, 10, 11, 12, und 13) aufgefiihrt.

Neben Untersuchungen zur toxischen Wirkung war das Ziel dieser Ko-
operation, herauszufinden, welchen Einfluss die Wahl der Seitenketten
und Riickgratlingen der Transporter auf die Art und Geschwindigkeit
der zelluldren Aufnahme und die Zielorte in der Zelle haben.

NH2 NH NH;
O (CH) 0 (CH ez O

H'”j(’“m’mﬁfw“wf“wrﬁ“v’ jr”“m’l“f ‘HAHEH Fluo
Hals Hs O (CHae
NH2 NH2 NH;

Abbildung 9: Fluoreszein-markiertes Hexamer NH-[6(6)4]-Fluo = 10.

NH2 MH, NH;
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Ho K M .Fmoc
\n/\Nﬂ\“ \H/\N)J\, \H/\F?J)J\/ W’HEH
Hae Hls O (CHJs O
NH2 NH2 MH-

Abbildung 10: Fluoreszein-markiertes Hexamer NH,-[6(6)4]-Spac = 10 w/o.
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Abbildung 11: Rhodamin-markiertes Pentamer mit Guanidinseitenketten NH,-[5(6%)s]-Rhod = 11.
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Abbildung 12: Pentamer mit Guanidinseitenketten NH,-[5(6° )5]-Spac = 11 w/o.
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Abbildung 13: Fluoreszein-markiertes Hexamer mit Guanidinseitenketten NH,-[6(6 )g]-Fluo =12.

Die Untersuchungen erfolgten unter der Verwendung der humanen
Lungenepithelzelllinie A549, um festzustellen, ob eine Aufnahme der
Transporter als Aerosol moglich sein kénnte, und der endotheldhnlichen
Zelllinie ECV304 um zu testen, ob die Transporter nach intravendser Ga-
be die die Blutgefifie auskleidenden Zellen penetrieren konnen.

Getestet wurden verschiedene Konzentrationen und Zeitpunkte auf ihre
Toxizitdat mit dem WST-1 und LDH Test. Ebenso wurde eine konzentrati-
onsabhidngige Aufnahme der Peptoide quantitativ mit Hilfe des Durch-
flusszytometers und qualitativ mit dem Fluoreszenzmikroskop unter-
sucht. Die Peptoide wurden hierfiir in den entsprechenden Konzentra-
tionen dem Zellmedium zugefiigt und die Behandlung der Zellen er-
folgte in allen Experimenten wie fiir die Partikelexposition beschrieben.
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5.13 Statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten wurden jeweils als arithmetische
Mittel (M) + der dazugehorigen Standardabweichung (SEM, standard
error of the mean) dargestellt. Zur statistischen Auswertung der Versuchs-
ergebnisse wurde der Student’s t-Test angewendet. Die statistische Aus-
wertung mithilfe dieses Tests erfolgte bei Versuchen mit mindestens drei
unabhédngigen Experimenten. Die p-Werte p<0,05 (*), p<0,01 (**) und
p<0,001 (***) wurde zur Anzeige signifikanter Unterschiede verwendet.
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6 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollten sowohl das Aufnahmeverhalten, Auf-
nahmewege und Zielstrukturen in der Zelle und die biologischen Aus-
wirkungen von synthetischen Siliciumdioxid (Silica) Nanopartikeln, in
vier verschiedenen Grofien, auf Zellen untersucht werden.

In in vitro Experimenten wurden Zellen verschiedener Zelllinien ein-
gesetzt, die Zielzellen der menschlichen Lunge und der direkt angren-
zenden Blutgefifie reprasentieren. Als Hauptmodellsystem diente die
etablierte, humane Lungenepithelzellinie A549. Desweiteren wurden
humane Endothelzellen der Zellinie ECV304 untersucht, und abschlie-
end, als Beispiel fiir humane Makrophagen, die myeloische Zelllinie
THP-1, die durch TPA zu Makrophagen differenziert wurde.

In diesem Kapitel werden die gewonnenen Versuchsergebnisse zusam-
menfassend in Form von Tabellen und Diagrammen dargestellt. Weiter-
hin wurde mittels des in Kapitel 5.13 vorgestellten statistischen Testver-
fahrens tiberpriift, ob signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnis-
sen vorhanden waren.

6.1 Partikelcharakterisierung

Von den in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhiltlichen Silica
Partikeln, waren durch den Hersteller folgende Daten und Charakteri-
stika bekannt (siehe Tab.29):

Tabelle 29: Daten zu den verwendeten Silica Partikeln (laut Kisker Biotech, Steinfurt)

Produkt-Name sicastarX-greenF

Vorliegende Form in wiéssriger Suspension

Verwendete Grofien 20, 50, 70, 200 nm

Oberflédche glatt

Form spédrisch

Dichte 2,0g/ccm

Porositat nicht poros

Stabil in wassrigem Puffer, org. Losungsmitteln
Nicht stabil in stark basischen Medien, Hydrofluorische Saure
Optische Eigenschaften griin fluoreszierend

Anregung 485nm

Emission 510nm

Die Partikel wurden in Wasser suspendiert geliefert. Die Partikel blie-
ben stabil in Suspension und sedimentierten nicht. Durch das grofienbe-
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dingte Lichtbrechungsverhalten lagen die 20, 50 und 70nm Partikel in
einer klaren, leicht gelblichen, und die 200 nm in einer gelblichen, mil-
chig triiben Suspension vor.

Um sie zusdtzlich genauer zu charakterisieren wurden verschiedene
Methoden verwendet:

6.1.1 Berechnung der Partikelanzahl und Gesamtoberfliche

Ausgehend von den Angaben des Herstellers wurden die Anzahl (in
Millionen) und die Oberflache (in cm?) der Partikel berechnet, bezogen
auf eine Suspension mit einem Gehalt von 1 ug Partikel.

Tabelle 30: Berechnung der Anzahl und Gesamtoberfliche fiir eine 1 ug Partikel enthaltende Suspension

Partikeldurchmesser [nm] Partikelanzahl pro ug [x10°]  Gesamtoberfliche pro ug [em?]
20 119366,207 1,500
50 7639,437 0,600
70 2784,052 0,429
200 119,366 0,150

Aus Tabelle 30 ist ersichtlich, dass die Anzahl der Partikel um den Faktor
1000 und die Gesamtoberflache der Partikel um den Faktor 10 steigt,
wenn sich der Partikeldurchmesser um den Faktor 10 verringert.

6.1.2 Zetapotenzial und Grofienverteilung der Silica Partikel

Die Grofienverteilung und das Zetapozential der Partikel sowohl in
Wasser (was dem Vorliegen der Partikel in der Stammsuspension des
Herstellers entsprach), als auch in Zellkulturmedium mit FCS bzw. mit
hitzeinaktiviertem FCS (hiFCS) wurde mit Hilfe eines Zetasizers (Na-
noseries Nano-ZS ZEN 3600, Malvern Instruments Ltd., UK) von Dr.
Michael Bur (Universitdt des Saarlandes, Institut fiir Biopharmazie und
Pharmazeutische Technologie) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Parti-
kel in einer Konzentration von 1 mg/ml in jeweils 4 ml des angegebenen
Mediums angesetzt, wie in Kapitel 5.4 beschrieben, beschallt und ver-
schickt. Der Transport dauerte etwa zwei Tage. Direkt vor der Messung
wurden die Partikelldsungen nochmals 1:1 mit Wasser verdiinnt und in
einem Ultraschallwasserbad (Bandelin Sonorex Super RK 106, Frequenz
35 kHz) fiir 5min beschallt und sofort gemessen. Je Probe wurden drei
Messungen durchgefiihrt. Weiterhin wurden, beispielhaft fiir alle, die
50nm Partikel aus der wéssrigen Suspension frisch in Medium gege-
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ben, beschallt und vermessen, um zu sehen, ob ein Einfluss des langen
Transportes in Zellkulturmedium auf das Aggregationsverhalten und
somit der Groflenverteilung und dem Zetapotenzial der Partikel vorlag.
Die Mittelwerte aus den drei Messungen sind in den folgenden Tabel-
len 31, 32, 33, dargestellt.

6.1.2.1 Grofienverteilung

Tabelle 31: Groflenverteilung der untersuchten Silica Partikel. Dargestellt sind die Mittelwerte == SEM
(sofern bekannt).
Partikeldurchmesser Grofenverteilung — Grofienverteilung — Grofienverteilung in Me-

[nm] in H,O in Medium + FCS dium + hiFCS
20 42,87+0,28 1237 884,4

50 47,84+0,57 1207 1032

70 58,21+0,30 1185 240,97+2,4
70P 95,04+0,46 895,4 175,77+0,87
200 220,6340,06 254,13+1,78 249,2+1,65

Aus Tabelle 31 ist ersichtlich, dass trotz Ultraschallbehandlung, die ge-
messenen Partikeldurchmesser in H,O nicht den Herstellerangaben ent-
sprachen. Der gemessene mittlere Durchmesser der 20 nm Partikel ist
doppelt so grof3, der der 70 nm ist kleiner, der der 70P nm und 200 nm
grofier und nur die Herstellerangaben fiir die 50 nm Partikel entspra-
chen in etwa dem gemessenen Durchmesser.

Der ermittelte Partikeldurchmesser in Medium, nach einem zwei tagi-
gen Transport, mit anschlieSender Ultraschallbehandlung direkt vor der
Messung, war fiir die 20 nm Partikel etwa 62X, fiir die 50 nm etwa 24x,
fir die 70nm 17X, fiir die 70Pnm 13x grofler. Nur die 200 nm Partikel
wurden mit etwa dem gleichen Durchmesser gemessen und agglome-
rierten fast gar nicht.

Die Agglomeration in Medium mit hiFCS war geringer als in Medium
mit nicht denaturiertem FCS. Hier war der ermittelte Partikeldurchmes-
ser fur die 20 nm Partikel etwa 44x, fur die 50 nm 21x, fiir die 70 nm 3x,
fiir die 70P nm 2,5x grofier. Die 200 nm Partikel wurden wieder mit etwa
dem gleichen Durchmesser gemessen.
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Tabelle 32: Grofienverteilung der 50 nm Silica Partikel iiber die Zeit. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM.

Grofienvertei- Grofienvertei- Grofienvertei- Grofienvertei- Grofsenvertei-

lung in H,O lung in Medium lung in Medium lung in Medium Ilung in Medium
Omin 15 min 30min 45 min

48,45+1,22 113,70+£3,31 124,07+£1,97 131,77+0,23 137,33+0,97

Um die Zeitabhidngigkeit im Agglomerationsverhalten beurteilen zu
konnen, wurden beispielhaft fiir alle Partikel die 50 nm Partikel unter-
sucht, da hier der Ausgangsdurchmesser in etwa den Herstellerangaben
entsprach und somit davon ausgegangen wurde, dass keine Partikelag-
glomeration in H,O vorlag. Von dieser Stammsuspension in H,O wurde
jeweils eine Probe 1:1 in Medium gegeben, beschallt und nach den in Ta-
belle 32 angegebenen Zeitpunkten der Partikeldurchmesser gemessen.
Im Vergleich mit dem Partikeldurchmesser in H,O war der Durchmes-
ser in Medium sofort um das 2,3-fache, nach 15 min um das 2,6-fache,
nach 30 min um das 2,7-fache und nach 45 min um das 2,8-fache ange-
stiegen.

6.1.2.2 Zeta Potenzial

Tabelle 33: ]
Zetapotenzial der untersuchten Silica Partikel in [mV]. Dargestellt sind die Mittelwerte & SEM (sofern
Partikeldurchmesser Zetapotenzial in Zetapotenzial in Zetapotenzial in

[nm] H,O Medium + FCS Medium + hiFCS
20 -16,03£1,78 -12 -8,45
bekannt). 50 -17,17+0,35 -6,95 -7,41
70 -17,90+0,36 -8,32 -5,6
70P -16,27+1,55 -4,84 -8,05
200 -25,30+0,89 -8,64 -11,5

Das Zetapotenzial der 20, 50 und 70nm Silica Partikel in H,O betrug
zwischen etwa -16 und -18 mV, fiir die 200 nm Partikel etwa -25mV. In
Medium sank das Zetapotenzial auf etwa -12 bis -5mV und lag in Medi-
um mit hiFCS in etwa demselben Bereich. Standardabweichungen konn-
te das Messgeriét hier nicht ermitteln, da die Messungen in Medium sehr
uneinheitlich waren.
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6.1.3 TEM Aufnahmen der Silica Partikel

Die morphologische Charakterisierung der Partikel erfolgte durch Auf-
tropfen von 10 ul einer jeweils 100 ug/ml konzentrierten Partikellosung,
sowohl in Wasser als auch in Medium, auf mit Formvar beschichtete
Kupfergrids. Nach anschlieffender Trocknung wurden die Silica Parti-
kel am TEM auf Grofse, Form und Oberfldache hin untersucht.

Abbildung 14: Transmissionselektronenmikrokopische Aufnahmen der Silica Partikel. (A) und (B)
= Silica in HyO, (C) = Silica in Medium. (A) Vergrofierung 85.000x, (B) Vergréfierung 50.000x, (C) Ver-
grofierung 7.000x

Aus Abbildung 14 ist ersichtlich, dass die Partikel elektronendicht und
somit als dunkle Punkte zu erkennen sind. Auflerdem ist erkennbar,
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dass die Partikel rund sind und eine glatte Oberfldche besitzen, und dass
sie sich in Medium zu grofien Agglomeraten zusammenlagern. Nur die
200 nm Partikel zeigen kein solches Agglomerationsverhalten. Diese Er-
gebnisse decken sich mit denen, die durch die Gréfienmessung gewon-
nen wurden.

6.2 Akute Toxizitit nach Partikelexposition

Zelltoxische Wirkungen sind fiir viele Partikel in vivo und in vitro be-
kannt. Sowohl der Partikeltyp als auch die Dosis bestimmen hier die
Toxizitdt (Xu et al., 2002; Hart et al., 1998; Warshawsky et al., 1994). Da
in dieser Arbeit der Mechanismus der Partikelaufnahme ohne Beeinflus-
sung durch zytotoxische Effekte untersucht werden sollte, war zunédchst
eine Toleranzuntersuchung der Silica Nanopartikel nétig. Um den Ein-
fluss auf die Vitalitat von Zellen zu untersuchen, wurden verschiedenen
Vitalitdtstests und ein Proliferationstest ausgewdhlt und unterschiedli-
che Konzentrationen und Zeitpunkte getestet, da aus der Literatur be-
kannt war, dass verschiedene Testsysteme in Gegenwart von syntheti-
schen Nanopartikeln, durch mégliche Interaktion zwischen Partikel und
Testsystem, unterschiedliche Ergebnisse liefern konnen (Worle-Knirsch
et al., 2006).

6.2.1 Bestimmung der Zellvitalitit mittels Zellzihlung

Zur Untersuchung der akuten Toxizitdt der Silica Nanopartikel wurde
zunédchst das Wachstumsverhalten von A549 und ECV304 Zellen durch
Bestimmung der Zellzahl beurteilt. Hierfiir wurde, wie in Kapitel 5.3.4
beschrieben, die Zellzahl nach einer 24, 48 und 72 stiindigen Partikelex-
position mit 10,42 ug/cm? (100 ug/ml) ermittelt und mit der gemesse-
nen Zellzahl der jeweiligen unbehandelten Kontrolle verglichen.
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Abbildung 15: Silica Nanopartikel haben keinen Einfluss auf das Wachstum von A549 und ECV304
Zellen. Bestimmung der Zellzahl nach 24, 48 und 72h Partikelexposition mit 10,42 ug/cm? (100 pg/ml)
Silica Partikeln. Dargestellt sind die Mittelwerte & SEM aus drei unabhédngigen Versuchen.

Aus Abbildung 15 ist ersichtlich, dass im Vergleich mit der Kontrolle,
zu keinem der drei gemessenen Zeitpunkte ein signifikanter Riickgang
in der Zellzahl zu verzeichnen war, und somit durch die Behandlung
mit Silica Partikeln kein Verlust in der Vitalitét fiir beide untersuchten
Zelllinien, erfolgte. Die Verdopplung der Zellzahl erfolgte in etwa in der
aus der Literatur bekannten Zeit (22h fiir A549 und 24h fiir ECV304 Zel-
len), wurde allerdings erst im Zeitintervall zwischen 48 und 72h erreicht.
Dies entsprach der Erwartung, dass die Zellen eine gewisse Anwachs-
zeit nach der Aussaat benttigen, bevor sie normales Wachstumsverhal-
ten zeigen.

Zur Bestédtigung der Ergebnisse aus den Zellwachstumsversuchen wur-
de im Folgenden der Einfluss von Silica Partikeln auf die Zellvitalitit
mit Hilfe des WST-1, MTT und LDH Tests untersucht. Zur graphischen
Darstellung und fiir einen besseren Vergleich der Ergebnisse unterein-
ander wurden die unbehandelten Kontrollen gleich 100% Vitalitdt und
die Messwerte der behandelten Ansdtze dazu ins Verhéltnis gesetzt, und
als Prozent der Kontrolle dargestellt.

6.2.2 Bestimmung der Zellvitalitit mit Hilfe des WST-1 Tests

In diesem Test wird die die Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogen-
asen untersucht, indem diese die Reduktion eines Tetrazoliumsalzes in
ein Formazan Produkt katalysieren. Die Aktivitdt der Dehydrogenasen
ist ein Mafs fiir die Vitalitdt der Mitochondrien und dient so zugleich
der Bestimmung der Vitalitdt der gesamten Zelle. Mit Hilfe des WST-1
Tests wurde der Einfluss der Silica Partikel auf die Vitalitit von A549
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und ECV304 Zellen fiir vier verschiedene Zeitpunkte (3, 24, 48, 72h),
und auf THP-1 Zellen fiir 24h untersucht. Getestet wurden zwei ver-
schiedene Konzentrationen (0,625 ug/cm? (1 ug/ml) bzw. 62,5 ug/cm?

(100 ug/ml)).
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Abbildung 16: A549 und ECV304 Zellen wurden 3h, 24h, 48h und 72h mit 0,625 ug/cm? (1 ug/ml)
bzw. 62,5 ug/cm? (100 ug/ml) Silica Partikeln inkubiert. Gezeigt ist der Effekt auf die Zellvitalitit in
Abhingigkeit der eingesetzten Dosis, ermittelt mit dem WST-1 Test. Dargestellt sind die Mittelwerte als
Prozent der unbehandelten Kontrolle, die auf 100% gesetzt wurde, == SEM dreier unabhéngiger Versu-
che (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001)
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Aus Abbildung 16 ist ersichtlich, dass fiir alle Zeitpunkte, beide Konzen-
trationen und in beiden Zelllinien kein Verlust der Vitalitit zu verzeich-
nen war. Im Gegenteil ergab das Testsystem, ohne erkennbares Muster,
unabhéngig von Zeitpunkt, Konzentration oder der verwendeten Parti-
kelgrofie, zum Teil signifikant hohere Messwerte. Z. B. lagen die Werte
nach 24h Inkubation in ECV304 Zellen fiir Ansdtze mit 20 und 50 nm
Partikeln mehr als 60% tiber denen der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 17: THP-1 Zellen wurden 24h mit 0,625 ug/ cm? (1 ug/ml) bzw. 62,5 ug/ cm? (100 pg/ml) Sili-
ca Partikeln inkubiert. Gezeigt ist der Effekt auf die Zellvitalitdt in Abhédngigkeit der eingesetzten Dosis,
ermittelt mit dem WST-1 Test. Dargestellt sind die Mittelwerte als Prozent der unbehandelten Kontrolle,
die auf 100% gesetzt wurde, &= SEM dreier unabhéngiger Versuche (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001)

Auch fiir die THP-1 Zellen konnte nach 24h Inkubation mit zwei ver-
schiedenen Konzentrationen der Silica Nanopartikel kein Effekt auf die
Vitalitdt verzeichnet werden (sieche Abbildung 17). Fiir diese Zelllinie
konnten ebenfalls ohne erkennbares Muster teilweise signifikant héhe-
re Messwerte beobachtet werden, die z. B. fiir die Ansatze mit 50 und
70nm Partikeln, wie in den ECV304 Zellen, mehr als 60% tiber denen
der unbehandelten Kontrolle lagen.

6.2.3 Bestimmung der Zellvitalitiat mit Hilfe des MTT Tests

Mit Hilfe des MTT Tests, der ebenfalls die Aktivitdt mitochondria-
ler Dehydrogenasen untersucht, wurde der Einfluss der Silica Partikel
auf A549 und ECV304 Zellen fiir zwei Zeitpunkte (4, 48h) untersucht.
Getestet wurden zwei verschiedene Konzentrationen (0,625 yg/cm?
(1 ug/ml) bzw. 62,5 ug/cm? (100 pg/ml)).
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Abbildung 18: A549 und ECV304 Zellen wurden 4h bzw 48h mit 0,625ug/cm? (1ug/ml) bzw.
62,5 ug/cm? (100 ug/ml) Silica Partikeln inkubiert. Gezeigt ist der Effekt auf die Zellvitalitdt in
Abhingigkeit der eingesetzten Dosis, ermittelt mit dem MTT Test. Dargestellt sind die Mittelwerte als
Prozent der unbehandelten Kontrolle, die auf 100% gesetzt wurde, £ SEM dreier unabhéngiger Versu-
che (*p<0,05, *p<0,01, *p<0,001)

Aus Abbildung 18 ist ersichtlich, dass nach 48h Inkubationszeit mit bei-
den Konzentrationen und fiir alle Partikelgrofien ein signifikanter Ef-
fekt zu verzeichnen war. Diese Effekte war konzentrationsabhédngig, mit
Ausnahme fiir die 20 nm Partikel in den ECV304 Zellen. Hier zeigte die
niedrigere Konzentration einen positiven Effekt auf die Aktivitdt der
mitochondrialen Dehydrogenasen. Der grofite negative Effekt in Bezug
auf die mitochondriale Aktivitat von fast 50% war fiir die hohe Konzen-
tration der 50 nm Partikel in den ECV304 Zellen zu verzeichnen. Nach
nur 4h Inkubation konnten keine negativen Effekte der Partikel auf die
Zellen gemessen werden, was dem Inkubationszeitraum der meisten
Experimente zur Partikelaufnahme entsprach.
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6.2.4 Bestimmung der Zellvitalitit mit Hilfe des LDH Tests

Aufgrund der Abweichung der Ergebnisse des WST-1 Tests von denen
des MTT Tests wurde als weitere Vitalitdtstest der LDH Test eingesetzt.
Er detektiert Schadigungen der Zellmembran {iiber die Messung des
Gehalts an Laktatdehydrogenase (LDH), ein zytoplasmatisches, nicht
membranpermeables Enzym, im Uberstand der Zellen. Er dient somit
als Maf? fiir die Membranintegritdt und somit die Zellvitalitét.
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Abbildung 19: A549 und ECV304 Zellen wurden 3h bzw 24h mit 0,625 ug/cm? ( 1ug/ml) bzw.
62,5 ug/cm? (100 ug/ml) Silica Partikeln inkubiert. Gezeigt ist der Effekt auf die Zellvitalitdt in
Abhéngigkeit der eingesetzten Dosis, ermittelt mit dem LDH Test. Dargestellt sind die Mittelwerte als
Prozent der unbehandelten Kontrolle, die auf 100% gesetzt wurde, £ SEM dreier unabhéngiger Versu-
che (*p<0,05, *p<0,01, *p<0,001)

Im LDH Test zeigte sich nach 3h Inkubationszeit in den A549 Zellen kei-
nen Effekt auf die Vitalitat fiir alle Partikelgrofien (siehe Abbildung 19).
Dasselbe Ergebnis zeigte sich fiir die ECV304 Zellen, mit Ausnahme der
70P nm Partikel, die einen leichten Vitalitdtsverlust fiir die niedrige Kon-
zentration verzeichneten. Fiir die hohe Konzentration, dhnlich wie im
WST Test, konnte nach 3h Inkubation ein Riickgang im Gehalt an frei-
em LDH fiir beide Zelllinien und alle Partikelgrofsen gemessen werden.
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Auch nach 24h Inkubation konnte in den A549 Zellen keine akut nega-
tiven Effekte auf die Vitalitdt gemessen werden. In den ECV304 Zellen
zeigte sich nach 24h fiir die 20 und 50 nm Partikel, nach Inkubation mit
der hohen Konzentration, eine signifikante Erh6hung im Gehalt an LDH
im Zelltiiberstand. Diese Effekte konnten aber fiir die 70 und 200 nm Par-
tikel nicht gemesssen werden. Im Gegenteil, zeigte sich hier fiir die hohe
Konzentration ein Riickgang im Gehalt an LDH im Uberstand.

6.2.5 Messung der Zellproliferationsaktivitit mittels ELISA (BrdU)

Aufgrund der widerspriichlichen Ergebnisse in Bezug auf biologische
Effekte verursacht durch eine Inkubation mit Silica Partikeln durch die
drei vorgestellten Tests zur akuten Toxizitdt, sollte mit Hilfe des BrdU
Tests ein Einfluss der Silica Nanopartikel auf die Zellproliferation un-
tersucht werden. In diesem Test wird anstelle der Base Thymidin ein
Pyrimidinanalogon in die neu synthetisierte DNA proliferierender Zel-
len eingebaut. Dieses Analogon wird mit Hilfe eines Peroxidase gekop-
pelten Antikorpers nachgewiesen, der Tetramethylbenzidin zu einem
blauen Farbstoff umwandelt. So kann die Anzahl proliferierender Zel-
len quantitativ nachgewiesen werden.
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Abbildung 20: Keine Erhohung in der Proliferationsrate nach Inkubation mit Silica Nanopartikeln. Die
DNA-Syntheserate von A549 und ECV304 Zellen, wurde mit dem BrdU-Assay ermittelt. Die Zellen wur-
den 48h mit 0,625 g /cm? (1 ug/ml) bzw. 62,5 g /cm? (100 ug/ml) Silica Partikeln inkubiert. Gezeigt ist
die Proliferationsrate in Abhédngigkeit der eingesetzten Dosis. Dargestellt sind die Mittelwerte als Pro-
zent der unbehandelten Kontrolle, die auf 100% gesetzt wurde, & SEM dreier unabhéingiger Versuche
(*p<0,05, *p=<0,01, **p<0,001)

Mit Hilfe des BrdU Tests konnten nur kleine Effekte in Bezug auf die

DNA-Syntheserate gemessen werden (siehe Abbildung 20), was sich mit
den Ergebnissen der Zellzdhlung deckt. Nach einer Inkubationszeit von
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48h konnte in den A549 Zellen ein leichter Riickgang in der Prolifera-
tionsrate fiir die Ansédtze mit den niedrigen Konzentrationen der 50, 70
und 200 nm gezeigt werden (17%). Und nur fiir die 200 nm Ansétze fand
sich hier auch ein Riickgang fiir die hohe Konzentration. In den ECV304
Zellen fand sich ebenfalls ein leichter Riickgang in der Proliferationsak-
tivitdt fiir die niedrige Konzentration, in den Ansdtzen mit 20 und 50 nm
Partikeln und fiir die hohen Konzentrationen in den Ansitzen mit den
50, 70 und 200 nm Partikeln. Der grofite Riickgang von 22% fand sich
in beiden Zelllinien fiir die hohe Konzentration der 200 nm Partikel. Fiir
keinen der Partikel konnte eine Erh6hung in der Proliferationsrate ver-
zeichnet werden.

6.3 Messung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Eine stetig wachsende Zahl von wissenschaftlichen Verdffentlichungen
zeigen einen Zusammenhang zwischen der Exposition mit Nanopar-
tikeln und der Induktion von ROS, die Oxidativen Stress hervorrufen
konnen. Die Grofie, die Oberflache und das Material der Nanopartikel
scheinen hierbei wichtige Faktoren zu sein (Donaldson et al., 2004; Nel
et al., 2005; Oberdorster et al., 2005). Aus diesem Grund wurde als ein
weiterer toxikologischer Parameter das oxidative Potential der in dieser
Arbeit verwendeten synthetischen Silica Nanopartikel untersucht. Drei
verschiedene Messverfahren kamen zum Einsatz. Als Positivkontrolle
diente in allen Versuchen eine Inkubation mit 250 uM H,O,.

6.3.1 DCEF Test

Zum Nachweis von intrazellulirem Oxidativem Stress im Anschluss
an eine Inkubation mit Silica Nanopartikeln, wurde der DCF Test ein-
gesetzt. In diesem Test passiert ein unpolarer Fluoreszenz-Farbstoff
(H,DCF-DA) die Zellmembran und wird im Zytoplasma durch intrazel-
luldre Esterasen zum geladenen H,DCF hydrolysiert, dass nicht mehr
austreten kann. Intrazelluldr gebildete ROS (Peroxidase/H,0,, -OR,
‘OH, -O,~ sowie ONOO™) oxidieren H,DCF zum DCF Fluorochrom,
welches nach Anregung bei 480 nm bei 530 nm Licht emittiert. Die Mes-
sung der unbehandelten Kontrollen wurde gleich 100% Fluoreszenz und
die Messwerte der behandelten Ansédtze dazu ins Verhdltnis gesetzt und
als Prozent der Kontrolle dargestellt. Getestet wurden zwei verschieden

104



6.3 Messung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 6 ERGEBNISSE

Inkubationszeiten (1h, 24h)und zwei unterschiedliche Konzentrationen,
31,25 ug/cm? (50 ug/ml), 62,5 ug/cm? (100 ug/ml) in A549 und ECV304
Zellen.
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Abbildung 21: Leichte Induktion von ROS fiir alle Partikelgrofien in A549 Zellen. Messung der Bildung
von ROS mit dem DCF Test nach Inkubation (1h, 24h) mit zwei Konzentrationen von Silica Partikeln
(31,25 pg/cm? (50 pg/ml), 62,5 pg/cm? (100 ug/ml)) in A549 und ECV304 Zellen. Als positiv Kontrolle
diente eine Inkubation mit 250 yM H,O,, als negativ Kontrolle eine Inkubation mit HyO. Dargestellt
sind die Mittelwerte als Prozent der unbehandelten Kontrolle, die auf 100% gesetzt wurde, £ SEM
dreier unabhéngiger Versuche (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001)

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse der Bestimmung von intrazel-
luldren ROS mit dem DCF Test aufgefiihrt. In den A549 Zellen ist be-
reits nach 1h Inkubation mit den Silica Nanopartikeln ein leichter, aber
signifikanter, Anstieg in der Fluoreszenz, der Konzentrationsabhingig
ist, fiir alle Partikelgrofien zu verzeichnen. Dieser Anstieg bestétigt sich
nach 24h und ist am hochsten (iiber 60% hohere Fluoreszenz) fiir die
50nm, gefolgt von den 70 nm Partikel. Fiir die ECV304 Zellen ist nur fiir
die 20, 50 und 70 nm Partikel nach 1h ein leichter Anstieg in der Fluo-
reszenz, der nicht konzentrationsabhingig ist, zu verzeichnen, der sich
nach 24h nur fiir die 50 und 70 nm Partikel bestétigt, aber nicht erhoht.
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6.3.2 DHR123 Test

DHR123 dient der Detektion von ‘O, und NO- durch Oxidation des
zellgdngigen, nicht fluoreszierenden Dihydrorhodamin (DHR123) zum
fluoreszierenden Rhodaminl123. Peroxidase/H,0O, und HOCI kénnen
ebenfalls DHR123 oxidieren. Die Messbedingungen und Form der Dar-
stellung entsprechen denen des DCF Tests. Getestet wurden zwei ver-
schieden Inkubationszeiten (1h, 24h)und zwei unterschiedliche Konzen-
trationen, 31,25 ug/cm? (50 ug/ml), 62,5 ug/cm? (100 ug/ml) in A549
und ECV304 Zellen.
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Abbildung 22: Leichte Induktion von ROS fiir alle Partikelgrofien in A549 Zellen. Messung der Bildung
von ROS mit dem DHR123 Test nach Inkubation (1h, 24h) mit zwei Konzentrationen von Silica Partikeln
(31,25 ug/cm? (50 pg/ml), 62,5 pg/cm? (100 ug/ml)) in A549 und ECV304 Zellen. Als positiv Kontrolle
diente eine Inkubation mit 250 yM H,O,, als negativ Kontrolle eine Inkubation mit HyO. Dargestellt
sind die Mittelwerte als Prozent der unbehandelten Kontrolle, die auf 100% gesetzt wurde, = SEM
dreier unabhingiger Versuche (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001)

Aus Abbildung 22 ist ein dhnliches Ergebnis fiir die Bestimmung in-
trazelluldarer ROS mit dem DHR123 Test erkennbar, wie im DCF Test.
Ein leichter, aber nur fiir die 50nm Partikel, signifikanter Anstieg in
der Fluoreszenz ist nach 1h Inkubation in den A549 Zellen zu verzeich-
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nen. Dieser Anstieg bestétigt und erhoht sich nach 24h fiir alle Partikel-
grofsen. Auflerdem scheint auch hier eine Konzentrationsabhingigkeit
in der Induktion von ROS zu bestehen. Fiir die ECV304 Zellen finden
sich keine eindeutigen Ergebnisse. Ein leichter, nicht konzentrations-
abhingiger Anstieg zeigt sich nach 1h fiir die 20, 50 und 70 nm Partikel,
der sich nach 24h nur fiir die 50 nm bestétigt aber nicht erhtht. Ahnlich
wie im DCF Test fand sich weder nach 1h noch nach 24h eine Erh6hung
in der Fluoreszenz fiir die 200 und 70P nm Ansétze.

6.3.3 DTNB Test

Um die Ergebnisse nochmals zu tiberpriifen, wurde abschlieffend die
Zelllinie A549 auf Bildung von ROS mit dem DTNB Test untersucht.
Hierbei erfolgt die Messung von ROS nicht direkt tiber die Bildung eines
Fluoreszenzfarbstoffs, sondern iiber die Erh6hung des intrazelluldren
Gehalts an Glutathion, dass reduziert als GSH und in seiner oxidier-
ten Form als GSSG vorliegt. GSH wirkt unter anderem als Antioxidanz
und wird bei oxidativer Belastung durch H,O, zu GSSG oxidiert. Im
DNTB Test wurde nun der Gesamtgehalt an GSH und GSSG nach vier
verschiedenen Inkubationszeitrdumen (0.5, 1h, 2h, 24h) mit 62,5 ug/ cm?
(100 ug/ml) an Silica Partikeln in A549 Zellen bestimmt.
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Abbildung 23: Messung des Gehalts an GSH und GSSG mit dem DTNB Test. Nach einer Inkubation von
0.5, 1h, 2h, 24h mit 62,5 ug/ cm? (100 prg/ml) Silica Partikeln in A549 Zellen. Als positiv Kontrolle diente
eine Inkubation mit 250 yM H,0O,, als negativ Kontrolle eine Inkubation mit HyO. Dargestellt sind die
Mittelwerte & SEM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dreier unabhéingiger Versuche (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001)

Abbildung 23 zeigt, dass kein Anstieg im Gehalt an GSH/GSSG fiir alle

Partikelgrofsen und Zeitpunkte zu verzeichnen war. Im Gegenteil zeigte
sich nach 24h sogar ein signifikanter Riickgang im Gehalt dieses Peptids
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fiir alle Partikelgrofsen im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle,
dies konnte aber auch an einem leichten Riickgang in der Zellzahl lie-
gen.

6.4 Durchflusszytometrische Bestimmung der Partikel-
aufnahme und der Aufnahmewege

Da die Bestimmung der Partikelaufnahme mit Hilfe der Licht- und
Elektronenmikrokopie ein sehr zeitaufwéandiger Vorgang ist, wurde zur
Ermoglichung einer umfassenden Untersuchung der Partikelaufnahme
und der speziellen Aufnahmewege, die Durchflusszytometrie gewé&hlt.
Durch die lineare Abhdngigkeit der im Durchflusszytometer gemesse-
nen Fluoreszenzintesitdt ist eine schnelle und genaue Aufnahmerate
fluoreszierender Partikel bestimmbar (Parod & Brain, 1983).

Die Untersuchungen zur Partikelaufnahme und deren Inhibition mit
verschiedenen Inhibitoren in die drei Zelllinien erfolgte wie in Kapi-
tel 5.8 beschrieben.

Abbildung 24 zeigt fiir alle drei verwendeten Zelllinien und alle vier
Partikelgrofsen charakteristische und reprdsentative Aufnahmehisto-
gramme. Gezeigt ist die Aufnahme der fluoreszierenden Silica Parti-
kel nach einer Inkubationszeit von 3h mit einer Konzentration von
50 pg/cm? (100 pg/ml) in die Zellen. Eine unbehandelte Kontrolle wur-
de in jedem Versuch als nicht fluoreszierend markiert (M1) und im
Verhiltnis dazu der Anteil an fluoreszierenden Zellen gemessen (M2).
Dieser Anteil stellt sich in den Histogrammen als Wanderung des Peaks
in Richtung steigender Fluoreszenz, entlang der X-Achse nach rechts
dar. Je mehr fluoreszierende Partikel eine Zelle aufgenommen hat, de-
sto weiter rechts wird sie im Histogramm dargestellt. Auf diese Weise
lasst sich quantitativ und schnell der Anteil an Zellen in Prozent ermit-
teln, die fluoreszierende Partikel aufgenommen haben.
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Abbildung 24: Représentative Histogramme der Aufnahme fluoreszierender Silica Partikel in A549,
ECV304 und THP-1 Zellen nach 3h Inkubation mit 50 u1g/cm? (100 ug/ml). Die unbehandelte Kontrol-
le ist als M1 markiert und in blau dargestellt. Im Verhéltnis dazu sind die mit Partikeln inkubierten
Zellen als farbige Linie gezeigt. Fiir alle Partikelgréflen und Zelllinien ist eine deutliche Migration des
Zellpeaks in Richtung steigender Fluoreszenz zu verzeichnen. Alle Zellen im M2 markierten Bereich
wurden als fluoreszierend gewertet.

6.4.1 Konzentrationsabhingigkeit

Um die Konzentrationsabhédngigkeit und partikelgrofienabhéngige Un-
terschiede im Aufnahmeverhalten aller verwendeten Zelllinien zu un-
tersuchen, wurden je Partikel fiir 4h folgende Konzentrationen getestet:
0,0.5,5,12.5, 25, 37.5, 50 ug/cm? (0, 1, 10, 25, 50, 75, 100 pg/ml).
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Abbildung 25: Konzentrationsabhédngigkeit in der Aufnahme von Silica Partikeln in A549, ECV304 und
THP-1 Zellen nach 4h Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte
=+ SEM dreier unabhéngiger Versuche.

Abbildung 25 demonstriert die Konzentrationsabhdngigkeit im Aufnah-
meverhalten der Zellen. Fiir alle Partikelgrofien und in allen drei Zell-
linien steigt der Anteil an fluoreszierenden Zellen mit steigender Parti-
kelkonzentration an. Es handelt sich dabei um Zellen, die genug fluo-
reszierenden Silica Nanopartikel aufgenommen haben, um durch das
FACS detektiert zu werden. Im getesteten Zeitraum von 3h zeigen sich
die A549 Zellen im Aufnahmeverhalten am effektivsten. Die Aufnah-
me liegt hier bei 75 - 90% und erreicht fiir die 20, 50 und 70 nm bereits
bei 25 pg/cm? und fiir die 200 nm Partikel bei 37,5 pug/cm? ein Plateau.
Am besten werden die 70, gefolgt von den 50 und 20 nm Partikeln auf-
genommen. Die 200 nm Partikel werden am langsamsten internalisiert,
erreichen aber ebenfalls mit der hdchsten verwendeten Konzentration
das Plateu.

Am zweiteffektivsten internalisieren die THP-1 Zellen die fluoreszieren-
den Partikel. Ein Plateau in der Aufnahme ist fiir die verwendeten Kon-
zentrationen aber nicht zu erkennen. Auch in dieser Zelllinie ist die Ef-
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fektivitdt in der Aufnahme der Partikel scheinbar grofienabhidngig. Am
Besten werden auch hier die 70 nm Partikel aufgenommen , gefolgt von
den 50, 20 und 200 nm Partikeln.

Anders sieht es in den ECV304 Zellen aus. Hier ist die Internalisie-
rung der Partikel am langsamsten und die 70nm Partikel werden am
schlechtesten aufgenommen. Am besten werden hier die kleinsten, die
20 nm Partikel aufgenommen, gefolgt von den 50 und 200 nm Partikeln.
Ein Plateau in der Aufnahme ist mit den verwendeten Konzentrationen
auch hier noch nicht zu erkennnen.

6.4.2 Zeitabhingigkeit

Um die Zeitabhdngigkeit im Aufnahmeverhalten zu untersuchen wur-
den die Zellen mit 50 1g/cm? (100 ug/ml) je Partikel fiir 3, 24 und 48h
Stunden inkubiert.

A549 Zellen
100 - 100 ECV304 Zellen

[ W e

)

—=a— 20 nm

—e— 50 nm
70 nm

—v— 200 nm

—a—20 nm
—e— 50 nm

70 nm
—v— 200 nm

Anteil fluoreszierender Zellen [%]
5

Anteil fluoreszierender Zellen [%]
5
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Abbildung 26: Zeitabhdngigkeit in der Aufnahme von 50 g/ cm? (100 ug/ml) Silica Partikeln in A549
und ECV304 Zellen. Gezeigt ist die Aufnahme der Silica Nanopartikel in A549 und ECV304 Zellen nach,
3, 24 und 48h. Dargestellt sind die Mittelwerte & SEM dreier unabhéngiger Versuche.

Abbildung 26 zeigt eine deutliche Zeitabhdngigkeit in der Aufnahme
der Silica Partikel fiir die ECV304 Zellen, wobei auch nach 48h noch kei-
ne Sattigung in der Aufnahme erreicht zu sein scheint. Linear stellt sich
hier die Aufnahme der 50 nm Partikel dar. Die 70 nm Partikel werden zu-
erst auch hier am schlechtesten aufgenommen, ,iiberholen” dann aber
fiir die beiden spédteren Inkubationszeitpunkte die 20 nm Partikel. Die
Aufnahme der 200 nm Partikel erscheint nach 24 und 48h am hochsten,
obwohl sie nach 3h Inkubation, dhnlich wie im Versuch zur Konzen-
trationsabhédngigkeit, mit am schlechtesten internalisiert wurden. Diese
Unterschiede im Aufnahmeverhalten der einzelnen Partikeltypen in der
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jeweiligen Zelllinie sind allerdings alle sehr gering und nicht iiberzube-
werten.

6.4.3 Studien zur Energieabhingigkeit der Aufnahme

Um eine Aussage zu treffen, ob die Aufnahme der Silica Nanoparti-
kel durch energieabhdngige Prozesse vermittelt wird oder auf Diffusion
beruht, wurden zwei verschiedene Methoden zur Inhibition der Auf-
nahme in A549 Zellen verwendet, Inhibition durch Kalte und Inhibition
durch den Atmungskettenentkoppler Dinitrophenol.

6.4.3.1 Aufnahmeinhibition durch Kilte

In diesem Experiment wurde die Aufnahme von Silica Partikeln bei
zwei verschiedenen Temperaturen (4 °C, 37 °C) untersucht, um zu te-
sten, ob ein Unterschied in der Aufnahmeeffektivitit und somit eine
Energieabhidngigkeit im Aufnahmeverhalten vorliegt. Getestet wurden
drei verschiedene Zeitpunkte (1h, 3h, 6h) und drei verschiedene Kon-
zentrationen (10, 50, 100 ug/ml = 2.63, 13.16, 26.32 ug/cm? und somit
gleichzeitig eine Zeit- und Konzentrationsabhédngigkeit.
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Abbildung 27: Aufnahmeinhibition durch Kilte in A549 Zellen. Getestet wurden drei verschiedene
Zeitpunkte (1h, 3h, 6h) und drei verschiedene Konzentrationen (10, 50, 100 ug/ml = 2.63, 13.16, 26.32
ug/ cm?. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM dreier unabhingiger Versuche(*p<0,05, *p<0,01,
**#*p<0,001 Vergleich der Aufnahme zwischen 4 °C und 37 °C je Zeitpunkt und Konzentration)

Abbildung 27 zeigt fiir jeden Partikel eine klare Konzentrations- und
Zeitabhdngigkeit im Aufnahmeverhalten in A549 Zellen. Unabhingig
davon ist fiir jeden Zeitpunkt und fiir alle verwendeten Nanopartikel
ein signifikanter, temperaturabhidngiger Unterschied im Aufnahmever-
halten zu verzeichnen. Die Aufnahme der Partikel ist bei 4 °C signifi-
kant niedriger als bei 37 °C. Dies deutet auf energieabhdngige Aufnah-
meprozesse bei der Internalisierung der verwendeten Nanopartikel hin.
Eine Aufnahme tiber Diffusion sollte bei einer Temperatur von 4 °C noch
nicht beeintrdchtigt sein, da eine Temperatur bedingte Einschrankung
der Brown’schen Molekularbewegung hier noch nicht vorliegt.

6.4.3.2 Aufnahmeinhibition durch Dinitrophenol

Wichtig fiir energieabhdngige Aufnahmeprozesse ist die Anwesenheit
des zelluldren Energietrdgers Adenosintriphosphat (ATP). Um ener-
gieabhingige Aufnahmeprozesse zu inhibieren wurde hier als zwei-
te Moglichkeit ein Atmungskettenentkoppler, das 2,4-Dinitrophenol
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(DNP) eingesetzt. Es verursacht einen , Kurzschluss” im Protonengradi-
enten, indem es die Membran fiir Protonen durchldssig macht. So fehlt
die protonenmotorische Kraft, die fiir die ATP-Synthese nétig ist.

In diesem Experiment wurde die Aufnahme von 50 g /cm? (100 pg/ml)
Silica Partikeln in A549 Zellen untersucht. Betrachtet wurde eine Hem-
mung in der Aufnahme bedingt durch Depletion des ATP Gehalts der
Zelle mit Hilfe des DNP’s, im Vergleich mit einer partikelexponierten
Positiv Kontrolle ohne Inhibitor. Die Zellen wurden vor Partikelzugabe
2h in Glucose freiem Medium und davon zusétzlich 1h mit 500 yM bzw.
1 mM (DNP) vorinkubiert, gefolgt von 3h Inkubation mit Partikeln und
DNP.

Il positiv Kontrolle
[ 500 uM DNP
100 | M 1 mM DNP

80

60

40

Anzahl fluoreszierender Zellen[%]

negativ Kontrolle 20 nm 50 nm 70 nm 200 nm
Versuchsansitze

Abbildung 28: Aufnahmeinhibition durch Dinitrophenol (DNP) in A549 Zellen. Untersucht wurden
die Aufnahme von 50 ug/cm? (100 ug/ml) Silica Partikel, nach 3h Inkubation. Gezeigt ist die Aufnah-
me aller Partikelgrofien ohne Inhibitor (positiv Kontrolle) und fiir zwei verschiedene Inhibitorenkon-
zentrationen, 500 yM bzw. 1mM DNP. Dargestellt sind die Mittelwerte & SEM dreier unabhingiger
Versuche(*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Abbildung 28 ist ersichtlich, dass fiir jede Nanopartikelgrofie im Ver-
gleich mit der positiv Kontrolle eine Inhibition in der Partikelaufnah-
me in A549 Zellen durch DNP zu verzeichnen war. Diese Inhibition ist
abhédngig von der Konzentration des eingesetzten Inhibitors und fiir die
70nm Partikel mit einem Riickgang in der Aufnahme um fast 74% am
grofsten. Dieser Versuch zeigt somit, dass ATP-abhdngige Aufnahme-
prozesse an der Interanlisierung aller verwendeten Silica Nanopartikel
beteiligt sind.

6.4.4 Inhibition der verschiedenen Aufnahmewege in die Zelle

Fir die Partikelaufnahme kénnen verschiedene Mechanismen (klassi-
sche Phagozytose, rezeptorvermittelte Endozytose) verantwortlich sein.
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Dabei wird der Mechanismus der Partikelaufnahme unter anderem von
der Grofle des zu internalisierenden Partikel bestimmt. Aufgrund des
Agglomerationsverhaltens der verwendeten Partikel, und der damit
einhergehenden angestiegenen Grofie im Vergleich zu den Primérpar-
tikeln (vergleiche 6.1.2.1) wurde als Aufnahmemechanismus sowohl die
klassische Phagozytose als auch Clathrin coated pits und Caveolae ver-
mittelte Endozytose in Betracht gezogen.

Um die moglichen Wege der Partikelaufnahme in Zellen untersuchen
zu konnen, wurden gezielt die in Kapitel 4.4 genannten Aufnahmewege
und Rezeptoren mit spezifischen Inhibitoren (Tab. 16) gezielt gehemmt.
Die Inhibition der Aufnahmewege erfolgte unter nicht zelltoxischen Be-
dingungen. Mit Hilfe des WST-1 Tests wurden alle eingesetzten Inhibito-
ren auf eine akut toxische Wirkung fiir 4h und 24h in A549 und ECV304
Zellen hin untersucht. Gezeigt sind die Daten nach 4h Inkubation (siehe
Abbildung 29). Fiir beide Inkubationszeitraume ergab sich keine akute
Toxizitat.
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A549 Zellen, 4h Inkubation

PolyG 200pg/ml
Mannan 20pg/ml
p-Nitro 10pg/ml
ViaDMP 200pg/ml
Sucoidan 10pg/ml
Lovastatin 100pM
FITC 10pM

Filipin 5pg/ml
DNP 1mM

DNP 500uM

Cyt D 15uM |
Chlorp. 25uM
Cpt10uM

DMSO 0,1%
negativ Kontrolle |

T T T T T T T T T 1 T v
0 20 40 60 80 100 120 140

Vitalitat [% der Kontrolle]

ECV304 Zellen, 4h Inkubation
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Abbildung 29: Gezeigt ist der Effekt der eingesetzten Inhibitoren auf die Zellvitalitdt von A549 und
ECV304 Zellen, ermittelt mit dem WST-1 Test. Es erfolgte eine 4h Inkubation mit den jeweilig verwen-
deten Konzentrationen der Inhibitoren. Dargestellt sind die Mittelwerte == SEM dreier unabhingiger
Versuche (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle)
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6.4.4.1 Inhibition der Phagocytose allgemein

Da alle phagozytotischen Aufnahmemechanismen aktinabhédngig sind,
wurde zunéchst tiberpriift, ob die Aufnahme der Silica Partikel in die
Zelle durch Hemmung des Aktinzytoskeletts zuunterbinden sei. Die In-
hibition erfolgte mit Cytochalasin D (Cyt D). Cyt D ist ein zellpermea-
bles Pilztoxin (von Zygosporium mansonii). Es inhibiert die Poly- und
Depolymerisation des Aktinzytoskeletts, indem es an das barbed-(Plus)-
Ende der Aktin-Filamente bindet. Dadurch wird die, fiir die Phagozyto-
se wichtige Rekrutierung des Aktinzytoskeletts, verhindert.

Nach 1h Vorinkubation mit 15uM Cyt D folgte eine Inkubation mit
50 ug/cm? (100 pg/ml) Silica Partikel und 15 uM Cyt D fiir weitere 3h.
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Abbildung 30: Aufnahmeinhibition durch 15 uM Cytochalasin D (Cyt D) in A549 , ECV304 und THP-1
Zellen. Es erfolgte eine 3h Inkubation mit 50 yg/cm? (100 ug/ml) Silica Partikeln. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM dreier unabhéngiger Versuche (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 im Vergleich mit der
Positivkontrolle)

Abbildung 30 zeigt fiir alle drei Zelllinien einen Riickgang in der Auf-
nahme aller verwendeten Nanopartikel, aufler fiir die 200nm in den
ECV304 und THP-1 Zellen. Dieser Riickgang ist in den A549 Zellen
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hoch signifikant fiir alle Partikelgrofien und mit 50% fiir die 70nm am
hochsten. Ebenfalls hoch signifikant ist der Riickgang fiir die 70 nm Par-
tikel in den ECV304 Zellen. Die Stidrke des Riickganges hdngt auch von
der Konzentration des eingesetzten Inhibitors ab, so konnte fiir A549
Zellen gezeigt werden, dass die Inhibition der Aufnahme fiir alle Par-
tikelgrofien hoher war bei Verwendung von 30 uM Cyt D (Daten nicht
gezeigt). Allerdings war die Aufnahme nicht komplett zu unterbinden.
Somit konnte gezeigt werden, dass aktinabhidngige Aufnahmeprozesse
an der Internalisiserung der Nanopartikel beteiligt sind.

6.4.4.2 Inhibition der Phagozytose Rezeptoren

In Ermangelung kommerziell erhéltlicher blockierender Antikorper fiir
die verschiedenen Phagozytose Rezeptoren humaner Zellen, kamen ver-
schieden Chemikalien und kompetetiv wirkende Liganden zum Ein-
satz, die in Tab. 16 gezeigt sind.

6.4.4.3 Inhibition der Fcy-Rezeptor (FcyR) vermittelten Phagozytose

Die Inhibition der Fcy Rezeptoren erfolgte mit Hilfe der Chemikalie p-
Nitro-phenyl-methyl-disulfid (p-Nitro). Durch eine Studie von Foo et
al. (2007) war bekannt, dass Disulfid Briicken in Kombination mit einer
p-Nitrophenyl Gruppe spezifisch die Fcy vermittelte Phagozytose inhi-
bieren, indem die Disulfid Briicken mit den freien Sulfthydryl Gruppen
der Rezeptoren reagieren. Die Chemikalie wurde freundlicherweise von
Esther Birtalan (Universitdt Karlruhe (TH), Institut fiir Organische Che-
mie, Arbeitsgruppe Prof. S. Brdse) synthetisiert.

Nach 1h Vorinkubation mit 10 ug/ml p-Nitro-phenyl-methyl-disulfid
(p-Nitro) folgte eine Inkubation mit 50 ug/cm? (100 pg/ml) Silica Par-
tikel und 10 ug/ml p-Nitro fiir weitere 3h.

118



6.4 Durchflusszytometrische Aufnahmebestimmung 6 ERGEBNISSE

Il positiv Kontrolle
100 | [ 10 pg/ml p-Nitro A3549 Zellen 100 -

Il positiv Kontrolle ECV304 Zellen
I 10 pg/ml p-Nitro

80 80

60 -| 60 4

40 4

40 4

20 20

Anzahl fluoreszierender Zellen[%]

Anzahl fluoreszierender Zellen[%]

negativ Kontrolle 20 nm 50 nm 70 nm 200 nm negativ Kontrolle 20 nm 50 nm 70 nm 200 nm
Versuchsansitze Versuchsansitze

100

Il positiv Kontrolle THP-1 Zellen
I 10 ug/ml p-Nitro

380

60

40 |

20

Anzahl fluoreszierender Zellen[%]

negativ Kontrolle 20 nm 50 nm 70 nm 200 nm

Versuchsansitze

Abbildung 31: Eine Aufnahmeinhibition durch p-Nitro (10 ug/ml) ist nur in THP-1 Zellen nachweisbar.
Es erfolgte eine 3h Inkubation mit 50 yg/cm? (100 g/ml) Silica Partikeln in A549, ECV304 und THP-
1 Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte &= SEM dreier unabhédngiger Versuche (*p<0,05, *p<0,01,
***p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Abbildung 31 zeigt deutlich, dass eine Inhibition der Aufnahme von Sili-
ca Nanopartikeln nur fiir die THP-1 Zellen erreicht werden konnte. Die-
ser Riickgang war fiir alle Partikelgrofien hoch signifikant und ungefahr
im selben Bereich (20 nm 44%, 50 nm 35%, 70nm 36% und 200 nm 41%
Riickgang).

Als weiterer, aus der Literatur bekannter Inhibitor kam Lovastatin (Me-
vinolin) in einer Konzentration von 100 yM in A549 und ECV304 Zellen
zum Einsatz (Haberzettl et al., 2008; Loike et al., 2004). Es zeigte sich
ein Riickgang in der Aufnahme aller Partikelgréfien in beiden Zelllinien
(Daten nicht gezeigt).

6.4.4.4 Inhibition der Komplement-Rezeptor (CR) vermittelten Phagozytose

Die Inhibition der Komplement-Rezeptoren erfolgte durch Verwendung
hitzeinaktivierten FCS im Medium (hiFCS). Die Inaktivierung erfolgte
durch Erhitzen des FCS fiir 30 min auf 56 °C. Dieser Weg der Inhibition
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wurde gewdhlt, da keine blockierende Antikorper fiir humane CR, oder
chemische Inhibitoren bekannt waren. AufSerdem war aus der Literatur
bekannt, dass eine Aufnahme iiber diesen Rezeptortyp durch eine rela-
tiv unspezifische Opsonierung der Partikel mit Komplement vermittelt
wird (Aderem & Underhill, 1999) und diese Aufnahme durch Verwen-
dung von denaturiertem FCS inhibiert werden kann (O’Brien & Mel-
ville, 2003).

Nach 1h Vorinkubation mit hiFCS im Medium folgte eine Inkubation
mit 50 g /cm? (100 pg/ml) Silica Partikel im selben Medium fiir weitere
3h.
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Abbildung 32: Aufnahmeinhibition durch hiFCS in A549, ECV304 und THP-1 Zellen. 50 ug/cm?
(100 pg/ml) Silica Partikel, 3h Inkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte & SEM dreier unabhangi-
ger Versuche (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Abbildung 32 zeigt einen hoch signifikanten Riickgang in der Aufnahme
aller Partikelgrofien fiir die ECV304 Zellen. Ebenfalls hoch signifikant
war die Inhibition der Aufnahme in den A549 Zellen fiir die 20, 50 und
70nm grofien Silica Partikel. Dieser war fiir die 70 nm Partikel mit 74%
am grofiten. Allerdings war in dieser Zelllinie die Aufnahme der 200 nm
Partikel nicht gehemmt, sondern, im Gegenteil, sogar signifikant erh6ht.
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In den THP-1 Zellen konnte die Aufnahme, wie in den ECV304 Zellen,
fiir alle Partikelgrofien inhibiert werden. Die Inhibition war hier aller-
dings nur fiir die 20, 50 und 70 nm hoch signifikant. Ein Riickgang in de
Aufnahme der 200 nm Partikel konnte gemessen werden, allerdings war
er nicht signifikant.

6.4.4.5 Inhibition der Mannose-Rezeptor (MR) vermittelten Phagozytose

Zur Inhibition des zu den Lektinen gehdrenden Mannose-Rezeptors
wurde ein Ligand verwendet, der zu einer kompetetiven Hemmung des
Rezeptors fithrt, das Mannan.

Nach 1h Vorinkubation mit 20 zg/ml Mannan folgte eine Inkubation mit
50 pg/cm? (100 ug/ml) Silica Partikel und 20 j1g/ml Mannan fiir weitere
3h.
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Abbildung 33: Aufnahmeinhibition durch Mannan 20 ug/ml in A549 , ECV304 und THP-1 Zellen.
50 ug/cm? (100 pg/ml) Silica Partikel, 3h Inkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM dreier
unabhéngiger Versuche (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Abbildung 33 zeigt, dass die Aufnahme aller Partikeltypen in alle drei
Zelllinien nicht inhibiert werden konnte.
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Um diese Ergebnisse abzusichern und ungewollte Nebeneffekte auszu-
schlieflen, wurde zusétzlich mit einem weiteren Inhibitor, Methyl-a-D-
mannopyranosid (M-a-D-MP), der MR vermittelten Phagocytose tiber-
priift, ob die Aufnahme der Silica Partikel in die Zellen zu beeintrachti-
gen sei. Dieser agonistische Inhibitor wirkt ebenfalls als Ligand und
hemmt den MR kompetetiv. Diese Experimente wurden nur mit A549
und ECV304 Zellen durchgefiihrt.

Nach 1h Vorinkubation mit 200 pg/ml M-a-D-MP folgte eine Inkubation
mit 50 ug/cm? (100 ug/ml) Silica Partikel und 200 yg/ml M-a-D-MP fiir
weitere 3h.
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Abbildung 34: Aufnahmeinhibition durch M-a-D-MP 200 xg/ml in A549 und ECV304 Zellen. 50 g/ cm?
(100 pg/ml) Silica Partikel, 3h Inkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte & SEM dreier unabhingiger
Versuche (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Abbildung 34 bestédtigt die Ergebnisse der Versuche zur Inhibition mit
Mannan fiir die A549 und ECV304 Zellen. Die Aufnahme aller Partikel-
grofien in A549 Zellen konnte nicht inhibiert werden. Ebenso die Auf-
nahme der 20, 50 und 70 nm Partikel in die ECV304 Zellen. Lediglich fiir
die 200 nm Partikel konnte eine, auf dem Niveau p<0,05, leichte Inhibi-
tion erreicht werden.

6.4.4.6 Inhibition der Scavenger-Rezeptor (ScR) vermittelten Phagozytose

Die Inhibition der Gruppe der Scavenger-Rezeptoren erfolgte mit Hilfe
zweier verschiedener Inhibitoren. Zuerst erfolgten Untersuchungen zur
Aufnahmehemmung mit einem kompetetiven Inhibitor, der als Ligand
spezifisch an die Rezeptoren bindet, Polyguanyl Sdaure (PolyG) (Kanno
et al., 2007; Kraal et al., 2000).

Nach 1h Vorinkubation mit 200 ug/ml PolyG folgte eine Inkubation mit
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50 pg/cm? (100 ug/ml) Silica Partikel und 200 pg/ml PolyG fiir weitere
3h.
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Abbildung 35: Aufnahmeinhibition durch PolyG 200 ug/ml in A549, ECV304 und THP-1 Zellen.
50 ug/cm? (100 pug/ml) Silica Partikel, 3h Inkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte == SEM dreier
unabhéngiger Versuche (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Abbildung 35 zeigt eine hoch signifikante Inhibition in der Aufnahme
aller Partikeltypen in A549 Zellen mit Hilfe des Liganden PolyG. Der
Riickgang betrug hier fiir die 50 und 70 und 200 nm Partikel sogar fast
80%. Ebenfalls hoch signifikant ist die Hemmung fiir 20 und 50 nm Silica
Partikel in ECV304 und THP-1 Zellen. Die Aufnahme der 70 und 200 nm
Partikel hingegen steigt fiir diese beiden Zelllinien sogar an, im Falle
der 200 nm sogar signifikant, ebenso im Falle der 70nm in den ECV304
Zellen.

Um diese Ergebnisse abzusichern, wurde auch hier zusétzlich mit einem
weiteren Inhibitor der ScR vermittelten Phagocytose, Fucoidan, iiber-
priift, ob die Aufnahme der Silica Partikel in die Zellen zu hemmen sei.
Dieser agonistische Inhibitor wirkt ebenfalls als Ligand und hemmt den
ScR kompetetiv. Diese Experimente wurden nur mit A549 und ECV304
Zellen durchgefiihrt.
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Nach 1h Vorinkubation mit 10 yg/ml Fucoidan folgte eine Inkubation
mit 50 ug/cm? (100 pg/ml) Silica Partikel und 10 ug/ml Fucoidan fiir
weitere 3h.
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Abbildung 36: Aufnahmeinhibition durch Fucoidan 10 ug/ml in A549, ECV304 und THP-1 Zellen.
50 ug/cm? (100 pug/ml) Silica Partikel, 3h Inkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte - SEM dreier
unabhéngiger Versuche (*p<0,05, *p<0,01, *p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Aus Abbildung 36 ist ersichtlich, dass mit diesem Inhibitor ein signi-
tikanter Riickgang in der Aufnahme aller Partikeltypen in A549 und
ECV304 Zellen erreicht wurde. Fiir die THP-1 Zellen konnte nur ein
Riickgang in der Aufnahme der 20 nm Partikel erreicht werden. Die Auf-
nahme der 200 nm Silica Partikel stieg hier auf dem Niveau p<0,05 so-
gar signifikant an.

6.4.4.7 Inhibition der Clathrin coated pit vermittelten Endozytose

Als ein weiterer moglicher Aufnahmeweg fiir Nanopartikel gelten Vesi-
kel, die mit dem Protein Clathrin bedeckt sind, die sogenanten Clathrin
coated pits. Es handelt sich dabei um eine andere Form der Rezeptor ver-
mittelten Endozytose. Dieser Weg der Aufnahme kann spezifisch mit
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dem Phenothiazin-Derivat Chlorpromazin inhibiert werden.

Nach 1h Vorinkubation mit 25 yuM Chlorpromazin folgte eine Inkubation
mit 50 pg/cm? (100 pg/ml) Silica Partikel und 25 M Chlorpromazin fiir
weitere 3h.
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Abbildung 37: Aufnahmeinhibition durch Chlorpromazin 25 yM in A549 , ECV304 und THP-1 Zellen.
50 ug/cm? (100 pug/ml) Silica Partikel, 3h Inkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte == SEM dreier
unabhéngiger Versuche (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Abbildung 37 zeigt einen signifikanten Riickgang in der Aufnahme aller
Partikelgrofien in THP-1 und A549 Zellen. Der Riickgang in der Aufnah-
me war in den A549 Zellen fiir die 200 nm Partikel mit 52% am hochsten.
In ECV304 Zellen konnte ein solcher Riickgang nur fiir die 20 und 70 nm
Partikel beobachtet werden. die Aufnahme der 200 nm Partikel stieg hier
sogar an.

6.4.4.8 Inhibition der Caveolae vermittelten Endozytose

Als letzter Aufnahmeweg wurde die Caveolae vermittelte Endozytose
untersucht. Diese flaschenférmgigen Einstiilpungen, die eine Sonder-
form der Lipid Rafts darstellen, bilden Vesikel in der Grofienordnung von
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60-100nm, die mit dem Protein caveolin assoziiert sind (Alberts et al.,
2004) und lassen sich spezifisch mit dem Pilztoxin des Aktinomyceten
Streptomyces filipinensis inhibieren.

Nach 1h Vorinkubation mit 5 ug/ml Filipin folgte eine Inkubation mit
50 pug/cm? (100 ug/ml) Silica Partikel und 5 pg/ml Filipin fiir weitere
3h.
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Abbildung 38: Aufnahmeinhibition durch Filipin 5ug/ml in A549, ECV304 und THP-1 Zellen.
50 ug/cm? (100 pug/ml) Silica Partikel, 3h Inkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte - SEM dreier
unabhéngiger Versuche (*p<0,05, *p<0,01, *p<0,001 im Vergleich mit der Positivkontrolle)

Abbildung 38 zeigt, dass in keiner der untersuchten Zelllinien eine
Hemmung in der Aufnahme der Silica Nanopartikel gefunden werden
konnte.

In Tabelle 39 sind zusammenfassend die Ergebnisse der Studien zur
Aufnahmeinhibition der vier verschiedenen Silica Nanopartikel (20, 50,
70 und 200 nm) dargestellt. Gezeigt sind sowohl die Ergebnisse der ein-
zelnen Rezeptoren der Phagozytose vermittelten Endozytose, als auch
die, der Clathrin und Caveolae vermittelten Endozytose, fiir die verwen-
deten Zelllinien A549, ECV304 und THP-1:
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. Silica . Komple-
Zellline Partikel Clathrin Caveolae Scavenger ment Mannose Fcy
20 nm v - v v - -
50 nm Vv - Vv Vv - -
A549
70 nm Vv - v Vv - -
200 nm Vv - Vv - - -
20 hm Vv - Vv Vv - -
50 nm - - -
ECV v v v
304 70 nm - - - Vv - -
200 nm - - - Vv - -
20 nm v - v v - Vv
50 nm v - v v - Vv
THP-1
70 nm Vv - - Vv - v
200 nm Vv - - - - v

Abbildung 39: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Studien zur Inhibition der Aufnah-
mewege mit Hilfe der Fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (FACS). Griiner Haken: Inhibition der Auf-
nahme war moglich, roter Strich: keine Inhibition

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Mannose-Rezeptor und
die Caveolae vermittelte Endozytose nicht an der Aufnahme der Na-
nopartikel in die getesteten Zelllinien, A549, ECV304 und THP-1, be-
teiligt sind. Der Aufnahmeweg iiber die Fcy Rezeptoren kommt nur
in den THP-1 Zellen zum Einsatz, dieser allerdings fiir alle Partikel-
grofien. Komplement-Rezeptoren werden in allen drei Zelllinien fiir die
Aufnahme der Silica Nanopartikel verwendet. In A549 und THP-1 Zel-
len werden nur die 200 nm Partikel nicht tiber diesen Weg in die Zel-
len internalisiert. Im Gegensatz dazu werden alle Partikeltypen tiber die
Scavenger-Rezeptoren in die A549 Zellen aufgenommen. In den ECV304
und THP-1 Zellen allerdings werden nur die 20 und 50 nm Partikel {iber
diesen Weg in die Zellen aufgenommen. Eine Partikelinternalisierung
tiber die Clathrin vermittelte Endozytose konnte in A549 und THP-
1 Zellen fiir alle Partikeltypen gezeigt werden, wobei hier die 200nm
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Partikel iiber diesen Weg am stdarksten aufgenommen werden. In den
ECV304 Zellen erfolgte nur fiir die 20 und 50 nm Partikel die Aufnahme
in die Zelle tiber Clathrin coated pits.

6.5 Nachweis, an der Aufnahme von Silica Nanoparti-
keln beteiligter Proteine via RT-PCR

Zum Nachweis bestimmter Proteine und Rezeptoren bereits auf der
RNA-Ebene, wurde die Methodik der Reversen Transkriptase Polyme-
rase Kettenreaktion (RT-PCR) gewdhlt. Hierbei wird das Vorhanden-
sein der Gene, die fiir bestimmten Proteine codieren, qualitativ nachge-
wiesen. Gezeigt werden sollte hier nicht nur die Anwesenheit gesuch-
ter DNA-Fragmente in unbehandelten Kontrollzellen, sondern auch
in, mit Silica Partikeln fiir 4h und 24h in einer Konzentration von
100 ug/ml (10,4 ug/cm?) behandelten, Ansitzen, um einen eventuellen
Unterschied in der Expression durch die Partikelexposition feststellen
zu konnen. 50C stehen hier fiir Silica Partikel der Grofie 50 nm die mit
Carboxylgruppen auf der Oberfldche funktionalisiert wurden.

Leider konnten nicht alle Rezeptoren untersucht werden, da in Erman-
gelung des genetischen Codes fiir manche Rezeptoren in humanen Zel-
len, nicht fiir alle Primer designed werden konnten.

Getestet wurde auf die Anwesenheit folgender Proteine:

Tabelle 34: Mit Hilfe der RT-PCR untersuchte Proteine

Aufnahmeweg Protein
Clathrin coated pits vermittelte Endozytose Clathrin
Caveolin vermittelte Endozytose Caveolin I
Fcy vermittelte Phagocytose FcyRI (CD64)

FeqyRII (CD32)
FeyRIII (CD16)
Scavenger Rezeptor vermittelte Phagozytose ~ ScR-Al
MARCO
ScR-B (CD36)
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6.5.1 Nachweis der Phagozytose Rezeptoren auf RNA Ebene

I_ Silica Partikel
[10,42 pg/cm?]
Ko 20 50 50C 70 200

CD32 (Fcylla) 4P “

] 249 Bp
THP-1 Zellen 24h | }
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4h

Abbildung 40: Rezeptornachweis auf RNA Ebene nach 4h und 24h Inkubation mit 10,42 yg/cm?
(100 ug/ml) Silica Partikeln. Rechts dargestellt ist die Grofse des PCR-Produktes in Basenpaaren (Bp).
Gezeigt sind reprasentative DNA Bilder der gefundenen Rezeptoren, dreier, unabhingiger Versuche.

Abbildung 40 zeigt die nachweisbaren Rezeptoren der Phagozytose in
den jeweiligen Zelllinien. In A549 Zellen konnte keiner der gesuchten
Rezeptoren detektiert werden. In ECV304 Zellen wurden als ein Vertre-
ter der Scavenger Rezeptoren der ScR-AI und als Vertreter der Fcy Re-
zeptoren der CD64 gefunden. In den THP-1 Zellen konnten als Vertreter
der Scavenger Rezeptoren der CD36 und zwei Fcy Rezeptoren, CD64
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und CD32, nachgewiesen werden.

6.5.2 Nachweis Clathrin und Caveolin I auf RNA Ebene

I_ Silica Partikel
[10,42 pg/cm?]
Ko 20 50 50C 70 200

Caveolin |

4h }
187 Bp

243 B
ECV304 Zellen } :
24h
A549 Zellen 187 Bp
241 it
A549 Zellen 243 Bp
2n L I L ]
| 4h m
Clathrin 187 Bp
THP-1 Zellen
24h
Abbildung 41: Nachweis von Clathrin und Caveolin I auf RNA Ebene nach 4h und 24h Inkubation mit
10,42 ug/cm? (100 ug/ml) Silica Partikeln. Rechts dargestellt ist die Grofe des PCR-Produktes in Ba-
senpaaren (Bp). Gezeigt sind reprdsentative DNA Bilder der gefundenen Proteine, dreier, unabhédngiger
Versuche.

Abbildung 41 zeigt den Nachweis der Proteine Clathrin und Caveolin I
in A549, ECV304 und THP-1 Zellen. Beide Proteine waren in A549 und
ECV304 Zellen nachweisbar. In THP-1 Zellen allerdings konnte nur Cla-
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thrin detektiert werden.

6.6 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Silica
Nanopartikel

Um zu untersuchen, ob die verwendeten Silica Nanopartikel in die Zel-
len eindringen, oder nur an der Oberfliche haften, erfolgten zunéchst
Untersuchungen mit dem Fluoreszenzmikroskop bei einer 630x Ver-
groflerung mit einem Olimmersionsobjektiv. Hierzu wurden A549 und
ECV304 Zellen mit den Partikeln inkubiert und fixiert. Zur besseren Ori-
entierung erfolgte zusidtzlich eine Gegenfarbung der Zellkerne in blau
mit dem zellpermeablen Farbstoff Bisbenzimid, der mit der zelluldren
DNA interkaliert, und der Anfirbung des Aktin-Zytoskeletts in rot mit
Rhodamin Phalloidin.

20 nm
Silica

50 nm
Silica

70 nm
Silica

200 nm
Silica

Abbildung 42: Fluoreszenzmikrokopie von Silica Nanopartikeln in ECV304 Zellen. Die Zellen wurden
48h mit 58,8 ug/cm? (100 ug/ml) inkubiert und anschlieSend fiir die Fluoreszenzmikroskopie vorberei-
tet. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen. Silica Partikel erscheinen griin, Zellkerne wurden mit
Bisbenzimid blau , und das Zytoskelett mit Rhodamin Phalloidin rot angefdrbt. Vergrofierung: 630x,
Olimmersionsobjektiv, HF = Hellfeld.

Beispielhaft gezeigt werden hier reprasentative Fluoreszenzbilder nach
einer 48h Inkubation mit 58,8 ug/cm? (100 yg/ml) Silica Partikeln. Fiir
jedes Bild wurde auf die Mitte der Zellkerne fokussiert um Partikel in
der Zelle scharf darzustellen und von auf der Auflenseite der Zellen haf-

131



6 ERGEBNISSE 6.6 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Silica Nanopartikel

teten Partikeln unterscheiden zu kénnen. Desweiteren sollte eine mogli-
che Kernlokalisierung so zu erkennen sein.

Abbildung 42 zeigt, dass alle Partikelgrofien in ECV304 Zellen zu finden
waren. Sie lagerten sich nach 48h Inkubation verstarkt um den Zellkern
herum in vesikuldren Strukturen an, die sich teilweise im Golgi Apparat
zu befinden scheinen, penetrierten aber nicht in den Kern. Die stdrkste
Aufnahme fand sich fiir die 20 und 200 nm grofsen Partikel.

425 nm 525 nm 573 nm Merge

20 nm
Silica

50 nm
Silica

200 nm
Silica

Abbildung 43: Fluoreszenzmikrokopie von Silica Nanopartikeln in A549 Zellen. Die Zellen wurden 48h
mit 58,8 ug/cm? (100 ug/ml) inkubiert und anschliefend fiir die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet.
Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen. Silica Partikel erscheinen griin, Zellkerne wurden mit Bs-
benzimid blau , und das Zytoskelett mit Rhodamin Phalloidin rot angefarbt. Vergréferung: 630x, Olim-
mersionsobjektiv, HF = Hellfeld.

Aus Abbildung 43 ist ersichtlich, dass mit denen der ECV304 Zellen ver-
gleichbare Ergebnisse nach 48h Inkubation fiir die A549 Zellen gefunden
wurden. Allerdings scheint die Aufnahme aller Partikelgrofsen generell
hier etwas hoher zu sein, was sich mit den Daten aus der FACS Analayse
zur Konzentrations- und Zeitabhdngigkeit deckt. Auch hier fanden sich
alle Partikeltypen in den Zellen in vesikuldren Strukturen wieder, tiber-
all im Zytoplasma, aber besonders konzentriert in der Ndhe der Zell-
kerne. Keine Partikel penetrierten den Kern. Die hochste Aufnahmerate
findet sich auch hier fiir die 20 und 200 nm Partikel, vergleichbar mit den
Ergebnissen der ECV304 Zellen. Der Golgi Apparat scheint auch hier als
Zielstruktur fiir Partikel gefiillte Vesikel zu dienen.

Generell ist zu bemerken, dass, obwohl die Inkubationszeit beiden Zell-
linien fiir zwei Zellteilungen reichte, in denen die Kernmembran ab und



6.7 TEM Nachweis und Lokalisation von Silica Partikeln 6 ERGEBNISSE

wieder aufgebaut wird, keine Partikel in den Zellkernen zu finden wa-
ren.

6.7 Transmissionselektronenmikroskopischer Nachweis
und Lokalisation der Silica Nanopartikel

Um die Silica Nanopartikel in den Zellen definitiv lokalisieren und Ziel-
strukturen der Partikel eindeutiger identifizieren zu konnen, wurde au-
lerdem die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) durchgefiihrt.
Gezeigt sind A549 Zellen die 48h mit 20,8 g /cm? (100 ug/ml) Silica Par-
tikeln inkubiert und anschliefsend fiir die TEM Analyse vorbereitet und
prapariert wurden.

In den folgenden Abbildungen (44, 45, 46, 47) sind reprédsentative A549
Zellen gezeigt, mit verschiedene Vergrofierungen, die durch schwarze
Rahmen hervorgehoben wurden. Die Silica Nanopartikel wurden mit
roten Pfeilen markiert. Es ist erkennbar, dass alle Partikelgrofien von
A549 Zellen aufgenommen wurden. In keinem Fall penetrierten Parti-
kel den Zellkern oder Mitochondrien. Erkennbar ist aufserdem, dass die
Partikel, unabhdngig von ihrer Grofie, in Vesikel dhnlichen Strukturen,
umgeben von einer diinnen Membran, vorliegen. Die selben Ergebnisse
fanden sich fiir ECV304 Zellen (Daten nicht gezeigt). Eine konzentrati-
onsabhédngigkeit in der Aufnahme konnte ebenfalls gezeigt werden, da
aufier der hohen Konzentration, auch eine sehr niedrige Konzentration,
0,21 ug/cm? (1 ug/ml), iiber den genannten Zeitraum getestet wurde.
Eine Zeitabhédngigkeit im Aufnahmeverhalten zeigte sich ebenfalls, da
die Aufnahme nicht nur fiir 48h, sondern auch fiir 24h untersucht wur-
de. Dies deckt sich mit den Ergebnissen, die mit Hilfe des FACS gefun-
den wurden.
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Abbildung 44: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von 20 nm Partikeln in A549 Zel-
len. Die Zellen wurden 48h mit 20,8 yg/cm? (100 ug/ml) inkubiert und anschliefend fiir die TEM vor-
bereitet. Dargestellt sind reprasentative TEM-Aufnahmen. Die roten Pfeile markieren die mikroskopisch
detektierten Silica Partikel.

In Abbildung 44 erkennt man die 20 nm Silica Partikel als grofie Agglo-
merate im Zytoplasma. Keine Partikel finden sich im Zellkern oder in
anderen Organellen. Gut erkennbar ist auflerdem das raue Endoplas-
matische Retikulum mit Ribosomen.

In Abbildung 45 erkennt man die 50nm Silica Partikel ebenfalls als
grofie Agglomerate im Zytoplasma. Gezeigt sind drei verschiedene Zel-
len (A, B, C) mit jeweils einer Vergrofierung. Mit gelben Pfeilen wurden
Mitochondrien markiert. In diesen Organellen finden sich keine Partikel
und auch in den Zellkernen sind keine Partikel erkennbar. Der lila Pfeil
markiert eine charakteristische Struktur einen Lamellar Korper. In sol-
chen Strukturen, zuséatzlich zu vesikuldren Strukturen, fanden sich oft-
mals die Partikel. Deutlich erkennbar ist in Abbildung B auch das raue
Endoplasmatische Retikulum um das Mitochondrium lokalisiert, an das
sich ebenfalls keine Partikel angelagert haben. Aufserdem erkennt man
in Abbildung C sehr gut die diinne Membran um das Partikelagglome-
rat.
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Abbildung 45: Transmissionselektronenmikrokopische Aufnahmen von 50 nm Partikeln in A549 Zellen.
Die Zellen wurden 48h mit 20,8 g /cm? (100 pg/ml) inkubiert und anschliefend fiir die TEM vorberei-
tet. Dargestellt sind reprasentative TEM-Aufnahmen von drei verschiedenen Zellen (A, B, C). Die roten
Pfeile markieren die mikroskopisch detektierten Silica Partikel, die gelben Pfeile Mitochondrien und der
lila Pfeil einen Lamellar Korper.
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Abbildung 46: Transmissionselektronenmikrokopische Aufnahmen von 70 nm Partikeln in A549 Zellen
Die Zellen wurden 48h mit 20,8 ug/cm? (100 ug/ml) inkubiert und anschlieSend fiir die TEM vorbe-
reitet. Dargestellt sind reprédsentative TEM-Aufnahmen. Die roten Pfeile markieren die mikroskopisch
detektierten Silica Partikel.

In Abbildung 46 erkennt man die 70 nm Silica Partikel teilweise verein-
zelt, teilweise als Agglomerate im Zytoplasma. Auch hier finden sich im
Zellkern keinerlei Partikel.

In Abbildung 47 erkennt man die 200 nm Silica Partikel im Zytoplasma
der Zelle, teilweise in vesikuldren Strukturen. Im Gegensatzt zu den an-
deren Partikelgrofien, bilden diese Partikel keine grofien Agglomerate,
sondern liegen meist vereinzelt vor. Weder im Zellkern, noch mit dem
Endoplasmatischen Retikulum assoziiert, sind Partikel zu finden. Auf-
grund der Harte der Partikel und des Wassergehalts in diesen grofiten,
verwendeten Partikeln, der auch durch die Ethanoltrockung nicht ent-
fernt werden konnte, kam es zu Rissen im Epoxidharz beim Schneiden
mit dem Ultramikotom, die sich hier als weifde Flecken manifestieren.
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ange: 186,97 nm|

Abbildung 47: Transmissionselektronenmikrokopische Aufnahmen von 200 nm Partikeln in A549 Zel-
len Die Zellen wurden 48h mit 20,8 g /cm? (100 pg/ml) inkubiert und anschliefend fiir die TEM vorbe-
reitet. Dargestellt sind reprasentative TEM-Aufnahmen. Die roten Pfeile markieren die mikroskopisch
detektierten Silica Partikel.

6.8 Untersuchungen zur Degradation des nukledren En-
zyms Topoisomerase I

Nach Hinweisen aus der Literatur (Chen & von Mikecz, 2005) wurde
als Beispiel fiir die Auswirkung von Silica Nanopartikeln auf nukleédre
Enzyme, nach einer vermuteten Penetration der Partikel in den Zellkern,
die Topoisomerase I ausgewdhlt.

Untersucht wurde der Gehalt und eine mogliche Degradation des En-
zyms mit Hilfe des Western Blot Verfahrens. Zuséatzlich wurden mit
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Hilfe der Fluoreszenzmikrokopie Immunofluoreszenzbilder erstellt, in
denen die Topoisomerase I mit einem spezifischen Antikdrper primér
markiert wurde und anschliefend mit dem passenden sekundédren An-
tikorper detektiert werden konnte, da dieser mit einem roten Fluorophor
gekoppelt war. Hier sollte sich eine Degradation als Bildung grofierer
klusterdhnliche Gebilde im Zellkern manifestieren.

6.8.1 Messung des Topoisomerase I Gehalts mittels Western Blot

Die Messung des Topoisomerase I Gehalts in A549 und ECV304 Zel-
len erfolgte mit Hilfe des Western Blot Verfahrens nach einer 4h Inku-
bation mit 10,42 ug/ cm? (100 nug/ml) Silica Partikeln, bzw. Fluoreszein-
isothiozyanat (FITC, 10 uM). Als Positivkontrolle fiir eine mogliche De-
gradation des Proteins diente die Inkubation mit dem Antitumor Wirk-
stoff Camptothecin (Cpt, 10 uM), der Topoisomerase Kluster induzieren
kann (Chen & von Mikecz, 2005). Die Zellen wurden nach der Behand-
lung geerntet und lysiert. Es folgte eine elektrophoretische Auftrennung
mittels SDS-PAGE und anschlieflender Detektion mit spezifischen An-
tikorpern im Western Blot. Zur Kontrolle, ob in jeder Spur identische
Mengen des Zelllysates aufgetragen worden waren, wurde die Mem-
bran mit Aktin Antikérpern als Ladekontrolle untersucht.
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Abbildung 48: Topoisomerase I Gehalt in A549 Zellen nach 4h Inkubation mit 10,42 ug/cm? (100 pg/ml)
Silica Partikel, 4h Inkubation. Gezeigt ist ein reprdsentativer Western Blot dreier, unabhéngiger Versu-
che, sowie im Diagramm die Mittelwerte £ SEM im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle. F =
FITC, Cpt = Camptothecin

In Abbildung 48 erkennt man, qualitativ im Western Blot, fiir alle Parti-
kelgrofien und die Farbstoffkontrolle FITC in A549 Zellen keinen Riick-
gang im Gehalt an Topoisomerase I im Vergleich mit der unbehandelten
Kontrolle. Fiir die Positivkontrolle Camptothecin zeigt sich ein leichter
Riickgang im Signal. Diese Beobachtung bestitigte sich nach Auswer-
tung der Bandenintensitdt mit der Software GelScan Pro Version 4 (BioS-
ciTec Science Group, Marburg) auch quantitativ.
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ECV304 Zellen
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Abbildung 49: Topoisomerase I Gehalt in ECV304 Zellen nach 4h Inkubation mit 10,42 ug/cm?
(100 pg/ml) Silica Partikel, 4h Inkubation. Gezeigt ist ein reprédsentativer Western Blot dreier, un-
abhéngiger Versuche, sowie im Diagramm die Mittelwerte = SEM im Vergleich mit der unbehandelten
Kontrolle. F = FITC, Cpt = Camptothecin

In Abbildung 49 findet sich fiir die ECV304 Zellen das gleiche Ergebnis.
Qualitativ im Western Blot, fiir alle Partikelgrofien und die Farbstoffkon-
trolle FITC ist ebenfalls kein Riickgang im Gehalt an Topoisomerase I, im
Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle, zu messen. Fiir die Positiv
Kontrolle Camptothecin zeigt sich auch hier ein leichter Riickgang im
Signal. Diese Beobachtung bestétigte sich auch hier nach Auswertung
der Bandenintensitdt quantitativ.

6.8.2 Topoisomerase I Detektion mittels Immunfluoreszenzmikro-
skopie

A549 Zellen wurden zundchst entsprechend der Vorgehensweise von
Chen & von Mikecz (2005) fiir 4h mit 14,7 ug/cm? (25 ug/ml) Silica
Nanopartikeln (griin) inkubiert. Nach anschliefSender Fixierung und
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Préparation der Zellen, erfolgte die Detektion der Toposiomerase I
(rot) mittels Antikdrperkopplung und die Gegenfarbung der Zellkerne
mit dem blau fluoreszierenden Farbstoff Bisbenzimid (Hoechst 33342).
Nun wurden die Zellen fluoreszenzmikrokopisch untersucht. Darge-
stellt sind die Fluoreszenzen in allen drei Kandlen, das korrespondieren-
de Hellfeldbild (HF) und eine Ubereinanderlegung der Bilder (Merge).

HF 425nm 525nm 610 nm Merge

Kontrolle

Camptothecin

20 nm Silical

50 nm Silical

70 nm Silica

70P nm Silica

200 nm Silica

Abbildung 50: Topoisomerase I Firbung von A549 Zellen. Die Zellen wurden 4h mit 14,7 ug/ cm?
(25 ug/ml) Silica Partikel inkubiert. Topoisomerase I wurde mit spezifischen Antikdrpern rot markiert.
Die Silica Partikel fluoreszieren griin. Die Zellkerne wurden mit Bisbenzimid blau angeférbt. Die gezeig-
ten Bilder stellen reprasentative Ergebnisse der gewonnenen Bildsitze dar. Vergroferung: 630x, Olim-
mersionsobjektiv, HF = Hellfeld

In Abbildung 50 sind Ausschnitte von Fluoreszenzbildern dargestellt,
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die auf den Kernbereich fokussiert wurden. Man erkennt, im Vergleich
mit der unbehandelten Kontrolle, keine verstirkte Bildung von Topoiso-
merase I Kluster in den Zellkernen. In der Camptothecin Positivkontrol-
le ist ein grofierer Kluster erkennbar. Fiir die 200 nm Partikel zeigt sich
eindeutig, dass diese nicht im Zellkern lokalisiert sind. Fiir die anderen
Partikelgrofien ist dies nicht einwandfrei zu sagen, da sich herausstellte,
dass der Farbstoff der Kernfarbung (Bisbenzimid) auch stark im griinen
Kanal Licht emittiert, sowohl direkt am Mikroskop sichtbar, als auch mit
Hilfe der Digitalkamera auf dem PC, und so zu falsch positiven Ergeb-
nissen in Bezug auf die Kernlokalisation der Silica Partikel fiihrt.

Aus diesem Grunde erfolgte eine erneute Exposition der A549 Zel-
len mit Silica Nanopartikeln. Diesmal wurde eine ldngere Inkubati-
onszeit (24h) mit einer htheren Konzentration gewéhlt, 58,8 ug/cm?
(100 #g/ml), um eventuelle Effekte der Partikel auf die Topoisomerase
I eindeutig erkennen zu kénnen. Aufierdem wurde in diesem Fall dar-
auf verzichtet, die Zellkerne mit Bisbenzimid gegenzufdrben, um falsch
positive Ergebnisse fiir die mogliche Kernlokalisation der Partikel zu
vermeiden.
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525 nm

~HF 610 nm Merge

Kontrolle
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70 nm Silica

70P nm Silica

Abbildung 51: Topoisomerase I Farbung von A549 Zellen. Die Zellen wurden 24h mit 58,8 ug/cm?
(100 prg/ml) Silica Partikel inkubiert. Topoisomerase I wurde mit spezifischen Antikdrpern rot markiert.
Die Silica Partikel fluoreszieren griin. Die gezeigten Bilder stellen représentative Ergebnisse der gewon-
nenen Bildsdtze dar. Vergroierung: 630x, Olimmersionsobjektiv, HF = Hellfeld

In Abbildung 51 sieht man nun eindeutig fiir alle Partikelgrofsen, dass
keine Partikel im Zellkern lokalisiert sind, sondern sich bevorzugt in der
Néhe der Kerne befinden. Besonders gut erkennbar ist dies fiir die 200,
70 und 50 nm Partikel. Fiir die 20 nm Partikel zeigte sich dies auch, aller-
dings ist hier zu bemerken, dass die Farbung der Topoisomeras I nicht so
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stark war, da sich der Antikorper hier bevorzugt an die Partikel band.
So sich die Kerne nicht so gut erkennbar. Desweiteren ist auch in die-
sem Versuch keine verstirkte Klusterbildung der Topoisomerase I im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, zu erkennen. In einer héheren
Vergrofierung zeigte sich dies auch fiir die 20 nm Partikel. Im Gegenteil
waren sogar in der unbehandelten Kontrolle klusterdhnliche Struktu-
ren im Kern zu finden, und somit ist dies nicht unbedingt ein Zeichen
fiir die Auswirkungen kernlokalisierter Silica Nanopartikel auf nucleére
Enzyme, wie von Chen & von Mikecz (2005) behauptet.

6.9 Toxizitit und Aufnahmeverhalten trojanischer Pep-
toide

Die Aufnahme in die Zellen ist nicht nur unter toxikologischem Aspekt
von Interesse, auch aus medizinischen Griinden ist eine zielgerichtete
Aufnahme wiinschenswert, wenn damit Partikelsysteme in die Zelle ge-
langen, die einen gewiinschten Effekt ausiiben. Dazu wurden gemein-
sam mit Dr. Tina Schroder Versuche durchgefiihrt, in denen sogenannte
trojanische Peptoide eingesetzt wurden, die diese im Rahmen ihrer Dok-
torarbeit synthetisiert hatte. Diese moglichen Transporter wurden in Be-
zug auf ihre Toxizitdt, Aufnahmeeffektivitdt und Fahigkeit bestimmte
Zielstrukturen in der Zelle anzusteuern, hin untersucht.

Zur Bestimmung der Aufnahmerate wurden die Guanidinyl-Peptoide
11 und 12 im Vergleich mit einem Amino-Peptoid 10 via FACS-Analyse
an A549 Zellen untersucht. Die Verwendung der Lungenepithelzelllinie
A549 wurde gewdhlt, um so feststellen zu konnen, ob eine Aufnahme
der Transporter als Aerosol moglich sein kénnte.
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Abbildung 52: FACS-Analyse der zelluldren Aufnahme der Transporter 10, 11 und 12 in A549 Zellen.
Gezeigt sind je drei verschiedene Konzentrationen und drei verschiedene Zeitpunkte. Transporter 12
wurde dabei nur fiir 30 und 60 min analysiert.

Die Abbildung 52 zeigt eine wesentlich hohere Aufnahmerate fiir die
Guanidinyl-Peptoide als fiir das Amino-Peptoid. Die Tests wurden mit
ECV304 Zellen wiederholt (Daten nicht gezeigt) und fiihrten zu identi-
schen Ergebnissen. eine eindeutige konzentrations- und zeitabhadngige
Erhohung in der Anzahl fluoreszierender Zellen konnte fiir beide Zellli-
nien festgestellt werden. Fiir die hochste Konzentration der Guanidinyl-
Peptoide (200 uM) waren bereits nach 10 min iiber 90% der Zellen fluo-
reszent. Im Gegensatz dazu zeigte der Aminotransporter 10 unter glei-
chen Bedingungen lediglich 32% Aufnahme in die Zellen. Der Einfluss
des jeweiligen Fluorophors, war nur insofern von Bedeutung, als dass
Fluorezein einen geringeren Extinktionskoeffizienten aufweist und so-
mit schlechter zu detektieren ist.

Neben der FACS-Analyse wurden die genannten Transporter auch mit
Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Nach erfolgter Inkuba-
tion mit verschiedenen Transportern wurden die Zellen fixiert und ei-
ne Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Bisbenzimid (siehe Abbil-
dung 53)
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Kontrolle Peptoid 10 Peptoid 11 Peptoid 12
24 h 24 h, 10 pM 24 h,10 uyM 24 h,10 pM

Merge
(mit HF)

425 nm

525 nm

573 nm

Merge
(ohne HF)

Abbildung 53: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transporter 10, 11 und 12 in A549 Zellen.
die Zellen wurden mit einer Konzentration von 10uM fiir 24h inkubiert. Die Guanidinyl-Peptoide 11
und 12 zeigen eine bevorzugte Anreicherung im Zellkern, wohingegen der Aminotransporter 10 nicht
im Zellkern akkumuliert. Die Zellkerne wurden mit Bisbenzimid (blau) gegengefarbt. HF = Hellfeld

Die Guanidinyltransporter 11 und 12 akkumulierten im Zellkern, wo-
hingegen der Aminotransporter 10, nur im Zytosol in vesikuldren Struk-
turen zu detektieren war und nicht im Zellkern lokalisierte. Mit dem-
selben Ergebnis wurden der Aminotransporter 10 und der Guanidinyl-
transporter 11 fiir die Konzentrationen 1uM und 504M und 30 min, bzw.
24h untersucht (Daten nicht gezeigt).

Um zu verifizieren, dass die Systeme als mogliche Wirkstofftransporter
verwendet werden kénnen, wurden die Verbindungen ohne Wirkstoff
(allerdings zum Teil mit Fluorophor) auf ihre zytotoxischen Eigenschat-
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ten untersucht. Hierbei wurden wiederum A549 und ECV304 Zellen
verwendet. Die Eigenschaften der Transporter beziiglich ihrer toxischen
Einfliisse auf Zellen wurden durch zwei verschiedene Methoden kreu-
zuntersucht. Dabei wurden der WST-1 Tests und der LDH Test durch-
gefiihrt. Bei den toxikologischen Untersuchungen wurden sowohl fluo-
reszenzmarkierte Transporter (Guanidinyl-Peptoide 11 und 12, sowie
Amino-Peptoid 10) als auch die entsprechenden Peptoide ohne Fluoro-
phor untersucht, damit festgestellt werden konnte, ob evtl. auftreten-
de toxische Effekte auf die Fluorophore oder auf die Peptoide zurtick-
zufiihren sind. Dabei wurden die Transporter in Konzentrationen von
20 - 200 uM eingesetzt.
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Abbildung 54: Toxikologische Untersuchungen der Transporter 10, 11 und 12 mit Hilfe des WST-1 Test.
10 und 11 auch ohne Fluorophor (w/0). A549 Zellen wurden 48h in den angegebenen Konzentrationen
mit den Transportern inkubiert.

Aus Abbildung 54 ist ersichtlich, dass die mit den Guanidinyl-Peptoiden
behandelten Zellen eine leichte Abnahme der Vitalitat fiir Konzentratio-
nen tiber 100 M zeigen. Dabei war das rhodaminmarkierte Peptoid 11
deutlich toxischer als das fluoreszeinmarkierte Peptoid 12. Das Amino-
Peptoid 10 zeigte kaum Einfluss auf die Lebensfdhigkeit der Zellen. Die
unmarkierten Peptoide zeigten eine deutlich niedrigere Toxizitdt, be-
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sonders im Vergleich mit dem rhodamingekoppelten Transporter. Somit
sind evtl. vorkommende toxische Effekte auf die Zellen in den gezeigten
Untersuchungen auf das Fluorophor zuriickzufiihren.

Diese Ergebnisse wurden mit dem LDH Test und mit ECV304 Zellen
bestdtigt (Daten nicht gezeigt).
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7 Diskussion

Im Zeitalter der Nanotechnologie ist die Exposition des Menschen mit
synthetischen Nanopartikeln, sowohl am Arbeitsplatz, als auch in der
Freizeit, ein immer grofieres Problem. Zusitzlich zu der Belastung mit
feinen und ultrafeinen Stduben, die vorwiegend Verbrennungsprozes-
sen in Verkehr und Industrie entstammen, steigt die Exposition mit
der stetigen Entwicklung neuer Produkte und Anwendungen, die die-
se wohldefinierten Nanoobjekte enthalten, bestdndig an (Kreyling et al.,
2003; Moore, 2006). Viele Studien konnten einen Zusammenhang zwi-
schen einer erhohten partikuldren Belastung und einem gesteigerten Ge-
sundheitsrisiko, besonders in Bezug auf Erkrankungen der Atemwege
und des Herz-Kreislaufsystems, verbunden mit einer erhfhten Morta-
litdtsrate, in der Bevolkerung zeigen (Castranova, 2000; Dockery et al.,
2005; Schwartz et al., 2001). Und, obwohl seit den siebziger Jahren des
20. Jahrhunderts, durch den Einsatz effektiver Partikelfilter im Mikro-
meterbereich, in der Industrie ein Riickgang in der Massenkonzentrati-
on anthropogener Partikelemission zu verzeichnen ist, steigt die Partike-
lanzahlkonzentration ultrafeiner Partikel, unter anderem durch den ver-
mehrten Einsatz synthetischer Nanopartikel, sogar an, und dieser Par-
tikelfraktion wird in vielen Studien ein hoheres gesundheitsschiddliches
Potential zugerechnet als grofieren Partikeln (Oberdorster, 2001; Wich-
mann et al., 2000).

Das toxikologische Potential, aber auch die Vorteile in Bezug auf vollig
neue Anwendungsmoglichkeiten altbekannter Materialien, sobald wir
uns im Nanometerbereich befinden, liegt in den Partikeleigenschaften.
Diese werden beeinflusst von der Grofe, chemischen Zusammenset-
zung, Oberfldchenstruktur, Loslichkeit, Form und Aggregatzustand der
Partikel.

Das grofse Verhiltnis von Oberfldche zu Masse ist hier ein toxikologisch
wichtiger Aspekt. So findet man in 10 ug/m?® Umweltstaub pro ml Luft
2.390.000 Partikel mit einem Durchmesser von 0,02 ym, die eine Ober-
fliche von 3000 um? aufweisen. Der Partikel- wie auch Oberfldchenan-
teil verringert sich drastisch, wenn Partikel von 0,5 oder 2 ym Durch-
messer betrachtet werden (auf 153 bzw 2 Partikel /ml Luft; auf 120 bzw
30 yum?/ml Luft) (Haberzettl, 2006).

Aufgrund der geringen Grofle und der engen Kurvatur steigt das
Verhiltnis der Atome und Molekiile auf der Partikeloberfldche stark an.
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Oberflachenstrukturen wie Metallummantelungen, Elektronendonor-
und Elektronenakzeptorgruppen, hydrophile und hydrophobe Grup-
pen und Defekte in der Kristallstruktur definieren den physikalisch-
chemischen Charakter der Partikel und fithren dazu, dass sich verwen-
dete Materialien plotzlich vollig anders in biologischen Systemen ver-
halten als Partikel im MikrometermafSstab aus demselben Material (Nel
et al., 2006, Oberdorster et al., 2005). So konnte z.B. in einer in vitro
Studie gezeigt werden, dass ultrafeine Titandioxid Partikel, unabhéingig
vom Aggregationszustand, zur Bildung von signifikant erhhten ROS
und IL-8 Leveln fiihren, im Vergleich mit der feinen Partikelfrakti-
on (Singh et al.,, 2007). Diese konnen so eine wichtige Rolle bei der
Auslosung von Entziindungen spielen (Brown et al., 2004). Auch fiihrte
eine Oberflachenmodifikation von Quartz mit z. B. Aluminiumlaktat zu
einer verdnderten Toxizitdt, in diesem Falle einer verringerten, in A549
Zellen (Schins et al., 2002).

Aufgrund dieser grofien Oberfliche und einer damit einhergehenden
erhohten Reaktivitdt konnen Schadstoffe wie Schwermetalle und Koh-
lenwasserstoffe aber auch bestimmte Medikamente oder DNA, beson-
ders gut angelagert und, z.B. bei einer Exposition iiber die Atemwe-
ge, bis tief in den alveolaren Bereich der Lunge transportiert werden
(Oberdorster et al., 2005). Dies ist einer der interessanten Aspekte der
Nanopartikel im positiven Sinne mit denen sich unter anderem die me-
dizinische Forschung beschéftigt (Dobrovolskaia & McNeil, 2007).
Aufgrund der grofien Oberfldche gilt die Lunge als einer der Haupt-
aufnahmewege fiir Nanopartikel in den Korper (Hoet et al., 2004). Fiir
eine Aufnahme von synthetischen Nanopartikeln iiber den gastrointe-
stinalen Trakt, der zwar eine viel grofiere spezifische Oberfldche besitzt
(2000 m?) sprechen bisher nur wenige Hinweise (Desai et al., 1996 und
1997; Sonavane et al., 2008). Hinzu kommt, dass die Exposition {iiber
Nahrungsaufnahme hier weit geringer ist als tiber die Atemwege (ca.
4L Volumen im Vergleich zu 15.000L). Eine Exposition iiber die Haut
(1,5m?), besonders am partikelbezogenen Arbeitsplatz, scheint lediglich
bei einer verletzten Oberfliche der Haut eine Rolle zu spielen (Hoet et
al., 2004; Sonavane et al., 2008).

Unabhédngig davon welchen Aufnahmeweg die Partikel in den Orga-
nismus beschreiten, berichten viele Studien von einem Ubertritt in das
Herz-Kreislaufsystem und einer anschliefsenden Verteilung im ganzen
Organismus mit sekundéren Zielorganen, wie Herz, Leber, Nieren oder
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das zentrale Nervensystem (Elder et al., 2006; Kreyling et al., 2002; Nem-
mar et al., 2002; Oberdorster et al., 2004; Takenaka et al., 2006). Aller-
dings zeigte sich fiir die getesteten Partikel, dass die systemische Vertei-
lung von Partikeln im Organismus gering ausfillt.

Generell zeigen eine standig ansteigende Zahl von Studien eine Aufnah-
me von synthetischen Nanopartikeln in die verschiedensten Arten von
Zellen und Auswirkungen toxikologischer Art im Zusammenhang mit
der vergrofierten Oberfldche und hoheren Reaktivitdt (Lin et al., 2006;
Singh et al., 2007; Soto et al., 2007; Unfried et al., 2007, Warheit et al.,
2007). Uber die beschrittenen Aufnahmewege in die Zellen ist allerdings
noch wenig bekannt. Geiser et al. (2005) fanden ultrafeine Titandioxid
Partikel in Zellen, nicht mit Membranen assoziiert, die so direkten Zu-
gang hatten zu intrazelluldren Proteinen, Organellen und DNA, was das
mogliche toxische Potential der Partikel erh6hen wiirde. Die Aufnahme
tiber endozytotische Prozesse schlossen sie aus und favorisierten Dif-
fusion oder eine sogenannte adhisive interaction. Eine Aufnahme {iber
rezeptorvermittelte Endozytose wird allerdings in den meisten Studi-
en favorisiert (Conner & Schmid, 2003; Miihlfeld et al., 2008; Nel et al.,
2006), aber auch phagozytotische Aufnahmemechanismen werden dis-
kutiert (Dobrovolskaia & McNeil, 2007).

In diesem Zusammenhang steht allerdings auch der Einsatz solcher
Strukturen in einem neuen Bereich der Wissenschaft, der Nanomedi-
zin (Dobrovolskaia & McNeil, 2007). Die geringe Grofse in Verbindung
mit der groflen Oberfliche machen Nanopartikel zu idealen Vehikeln,
um z. B. DNA gezielt in die Zelle zu transportieren (Bharali et al., 2005;
Roy et al., 2005), und die Aufnahmewege fiir Nanopartikel in die Zelle
sind hier von grofiter Bedeutung. Bestimmte Oberflachenmodifikatio-
nen werden untersucht, die es moglich machen sollen, ganz bestimm-
te Zellen, z. B. Tumorzellen anzuvisieren, um Wirkstoffe an ihren Ein-
satzort zu transportieren (Bharali et al., 2005) oder eine mechanische
Zerstorung der Zielzellen einzuleiten (Jordan et al., 2006).

Die Lunge wird hier als Eingangsportal fiir die nichtinvasive Verab-
reichung, schnelle und systemische Verteilung von Medikamenten, wie
z.B. Insulin, mit Hilfe solcher Nanotransporter diskutiert (Patton et al.,
2004). Aufgrund ihrer geringen Toxizitdt werden neben Peptiden, B-
Peptiden, Polymere und Liposome auch amorphe Silica Nanopartikel,
aufgrund ihrer geringen Toxizitét, als Transportvehikel untersucht (Bha-
rali et al., 2005; Gemeinhart et al., 2005; Roy et al., 2005).
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In dieser Studie lag daher das Hauptaugenmerk auf den Mechanismen
der Aufnahme von synthetischen, amorphen Silica Nanopartikel in ver-
schieden Zelltypen.

Als Modellpartikel wurden Silica Partikel in vier verschiedenen Grofsen
(20, 50, 70 und 200nm) gewdhlt. Sie wurden auf ihre akute Toxizitét,
Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und die Wahl des Auf-
nahmeweges in Abhdngigkeit der Partikelgrofse in in vitro Systemen un-
tersucht. Desweiteren war die Lokalisation internalisierter Partikel in
der Zelle von Interesse. Geklart werden sollte hier, ob die Partikel den
Zellkern penetrieren und Auswirkungen auf nukledre Enzyme, am Bei-
spiel der Topoisomerase I, haben.

Aufierdem wurden, als weiteres Beispiel fiir synthetische Nanostruk-
turen, die in der Medizin zum Einsatz kommen sollen, verschiede-
ne peptoidische Transporter auf ihre Toxizitdt, Fahigkeit zur Zell- und
Zellkernpenetration durch Verwendung unterschiedlicher Seitenketten
(Guanidinyl oder Amino) hin untersucht.

Als Zellmodell wurden Zelllinien gewdhlt, die charakteristisch fiir den
Aufbau der menschlichen Lunge sind, Lungenepithelzellen (A549),
Endothel-dhnliche Zellen(ECV304) und zu Makrophagen differenzier-
te Monozyten (THP-1). Diese Zelllinien wurden deshalb ausgewdhlt, da
die Partikelexposition tiber die Atemwege einer der bedeutendsten Auf-
nahmewege in den Organismus darstellt und ein moglicher Ubertritt
von Partikeln in das Blutsystem postuliert wird.

Ein in vitro Testsystem wurde aus verschiedenen Griinden gewdhlt.
Zwar beruhen viele Arbeiten im Bereich der Inhalationstoxikologie auf
Tierversuchen, allerdings ist die Ubertragbarkeit auf den Menschen oft
schwierig. Zum einen unterliegen in vivo Studien oft grofien Schwan-
kungen durch individuelle Unterschiede zwischen den Versuchstieren.
Aufserdem ist die Tierhaltung mit immer hoheren Kosten verbunden
und der Zugriff auf zelluldre und molekulare Parameter nicht immer
einfach. Zum anderen ist zwar die Komplexitdt der Organismen mit
der des Menschen vergleichbar, aber die Art der Atmung (z. B. obligate
Nasenatmung bei Ratten), der Aufbau der Atemwege (Liange der Tra-
chea und Bronchien) nicht mit denen des Menschen vergleichbar. Hinzu
kommt, dass Tierversuche auch immer mit ethischen Problemen behaf-
tet sind. In vitro Studien bieten hier viele Vorteile. Eine Standardisierung
des Testsystems ist moglich, mit hoher Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse, bei gleichzeitiger Kostenersparnis. Zudem ist der Zugriff auf ei-
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ne grofie Bandbreite von Untersuchungsmethoden moglich und inter-
individuelle Unterschiede fallen nicht ins Gewicht. Nichts desto trotz
konnen in vitro Studien in vivo Experimente nicht ganz ersetzen, da die
Antwort des Organismus auf einen Schadstoff auch immer auf der Kom-
munikation zwischen verschiedenen Zellen beruht.

Zusammenfassend sollten die Ergebnisse dieser Studie helfen, die Auf-
nahmeprozesse von synthetischen Nanopartikeln in Zellen zu verste-
hen, toxische Auswirkungen zu vermeiden und die Verwendung sol-
cher wohldefinierter Strukturen im Bereich der Medizin zu férdern.

Im nun folgenden Kapitel sollen die dargestellten Ergebnisse verglei-
chend diskutiert und in Zusammenhang mit Erkenntnissen aus friiher-
en Arbeiten gebracht werden.

7.1 Charakterisierung der Silica Nanopartikel

Eine systematische Untersuchung der molekularen Vorgiange, die der
pathologischen Wirkung von Umweltpartikeln zugrunde liegt, wird
durch die Komplexitdt und Variabilitdt in der Zusammensetzung ultra-
feiner Partikelfraktionen erschwert.

Im Gegensatz dazu weisen die in dieser Studie eingesetzten Silica Mo-
dellpartikel eine konsistente, homogene Zusammensetzung auf. Damit
eignen sie sich besser fiir grundlegende mechanistische Untersuchun-
gen zur Partikelaufnahme, deren Ergebnisse dazu dienen kénnen, die
Wirkungsweise ,realer” Umweltpartikel zu kldren. Aufierdem lassen
sich so Erkenntnisse fiir den gezielten Einsatz solcher Modellsysteme in
der Medizin gewinnen, wie er vielfach in praklinischen Studien, z.B fiir
den Einsatz als nicht virale Vektoren fiir den DNA Transport in Zellen
bereits erforscht wird (Bharali et al., 2005; Roy et al., 2005). Ein weite-
rer Vorteil dieser Modellpartikel ist, dass sie als Fraktion mit einer be-
stimmten Grofsenverteilung und gleichen physikalisch-chemischen Pa-
rametern, kommerziell erhiltlich und mit den gleichen Eigenschaften
nachlieferbar sind.

Trotz der Angaben des Herstellers zur Grofle, erfolgte eine genauere
Charakterisierung der Partikel via TEM, Zetapotenzial Messung und
Messung der Grofsenverteilung via dynamischer Lichtstreuung. Die Un-
tersuchung der Partikel erfolgte in Wasser und in Medium. Dies ist zur
Beurteilung des Verhaltens von Nanopartikeln in biologischen Systemen
besonders wichtig, da sich herausstellte, dass Nanopartikel in verschie-
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denen Medien teilweise sehr unterschiedliche Figenschaften aufweisen
(Dutta et al., 2007; Schulze et al., 2008). Es zeigte sich, dass die gemes-
senen Partikelgrofsen in Wasser nur in etwa den Herstellerangaben ent-
sprachen und fiir die 20 nm Partikel sogar etwa doppelt so grofs waren.
In Medium mit FCS zeigte sich, dass die Partikel, bis auf die 200 nm Par-
tikel, grofie Agglomerate im Mikrometer Bereich bilden. Auch in Medi-
um mit hiFCS bildeten sich fiir die 20 und 50 nm Partikel grofie Agglo-
merate, die allerdings nicht ganz die Grofse erreichten, wie mit intaktem
FCS. Die 70nm Agglomerate waren viel kleiner und die 200 nm Partikel
zeigten auch hier keine Agglomeration. Dies deckt sich nicht mit Stu-
dien, die besagen, dass Serumproteine eine Agglomeration der Partikel
verhindern und eine Art sterische Schutzhiille um die Partikel bilden
(Geys et al., 2006; Schulze et al., 2008). Diese hier festgestellte Agglo-
meration der drei kleineren Partikeltypen im Medium, wurde durch die
TEM Aufnahmen bestitigt, die auch zeigen, dass die Partikel spédrisch
sind und die Grolenverteilung eng ist. Die TEM Aufnahmen machen
allerdings auch deutlich, dass sich die Nanopartikel, trotz Ultraschall-
behandlung in biologischen Medien so gut wie nicht vereinzeln lassen.
Am Beispiel der 50 nm konnte festgestellt werden, dass diese Agglome-
ration bereits nach kiirzester Zeit, trotz vorhergehender Ultraschallbe-
handlung, stattfindet. Nach diesen Untersuchungen kann davon ausge-
gangen werden, dass nur die 200 nm Partikel im Zellversuch als primaére
Partikel die Zellen erreichen.

Die Zetapotenzialmessung ergab einen Anstieg des Potenzials fiir alle
Partikel in Medium, was einer Anlagerung von kationischen Serumpro-
teinen auf der Partikeloberflache entspricht. Diese Ergebnisse decken
sich mit den Ergebnissen von Schulze et al. (2008). Ein erhohtes Zeta-
potential der Partikel scheint die Aufnahme in die Zellen zu begiinsti-
gen (Dobrovolskaia & McNeil, 2007; Orr et al., 2007), da kationische Mo-
lekiile besser an der negativen Zelloberfldche zu binden scheinen als an-
ionische (Chithrani et al., 2006).

Diese Studie zeigt die Notwendigkeit einer genauen Charakterisie-
rung eingesetzter Nanopartikel vor dem Einsatz in biologischen Syste-
men. Nur ausgehend von den physikalischen Eigenschaften direkt nach
der Herstellung und in nicht biologisch verwendbaren Losungsmitteln,
konnte es hier, im Falle der drei kleinere Partikeltypen, zu Fehlinterpre-
tationen der Ergebnisse kommen.
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7.2 Partikeldosis-Relevanz und akute Toxizitat

In Tier- und Humanstudien werden je nach Expositionsmethode und
Versuchsobjekt hiufig Dosen im mg (Instillierung) oder yg/m? (Inhala-
tion) Bereich eingesetzt (Albrecht et al., 2004; Warheit et al