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Zusammenfassung

Zurzeit werden eine Vielzahl unterschiedlicher Nanomaterialien mit verschiedenen
Eigenschaften synthetisiert, die fir ihren mdglichen Einsatz in vielen
Industriezweigen getestet werden. Da mehr und mehr nanotechnologische Produkte
fur Konsumenten erhaltlich sind, kommen Bedenken bezlglich der Harmlosigkeit und
maoglichen toxischen Potentiale solcher Produkte auf. Aus diesem Grund ist ein neues
wissenschaftliches Teilgebiet der Nanotechnologie entstanden, das Nanotoxikologie

genannt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden Silber-, Zinkoxid- und Titandioxidnanopartikel,
sowie Ag*-und Zn**-lonen auf ihre toxische Wirkung auf unterschiedliche Zelllinien
und Stammzellen, als auch auf Uber zwei verschiedene Methoden kultivierte 3D-
Gewebestrukturen getestet. Die Bestimmung der Viabilitdt der Zellen nach
Kultivierung mit Partikeln und lonen ergab, dass Silber- und ZnO-Nanopartikel einen
erheblichen toxischen Effekt auf die Zellen hatten, wahrend Titandioxidnanopartikel
als nicht-toxisch eingestuft werden konnten. Die Testung der Partikel und lonen mit
den Gewebestrukturen ergab, dass groRe Sphdroide mit einem Durchmesser von
1000 um wesentlich unempfindlicher gegenuber der untersuchten Partikel und lonen
waren, als kleinere Sphéroide mit einem Durchmesser zwischen 250- 550 um, die
sich eher wie ihre 2D-Analoga verhielten. Nanopartikel, die den Zellen als Aerosol,
anstatt im Medium suspendiert vorliegend, zugefiihrt wurden hatten in wesentlich
geringeren Konzentrationen einen toxischen Effekt. Die Bestimmung von auf die
Zellen ausgeltsten oxidativen Stress durch Kultivierung mit Partikeln ergab, dass
sowohl Titandioxid, -Zinkoxid- und Silberpartikel als auch die Zn**-lonen oxidativen
Stress auslosten, die Silberionen jedoch nicht. Bestimmungen der Art des Zelltodes
uber LDH-Freisetzung, Caspase3/7-Aktivitat, sowie durchflusszytometrische
Messungen von mit FITC-AnnexinV und Propidiumiodid gefarbten Zellen zeigten
gute Ubereinstimmungen. Die mit Silbernanopartikel kultivierten Zellen wiesen eine
hohe Anzahl apoptotischer Zellen auf, wohingegen die mit Zinkoxidnanopartikeln
sowie mit Ag'- und Zn**-lonen kultivierten Zellen zum groRten Teil nekrotisch

waren. Die Bestimmung der DNA-Schéadigung Uber den Komet-Assay ergab, dass
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Zellen kultiviert mit Silber- und Zinkionen und ZnO-Partikel im Gegensatz zu mit

Silbernanopartikel kultivierten Zellen DNA-Schéden aufwiesen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Silberionen selbst den toxischen Effekt auf die
untersuchten Zellen auslosten und dieser nicht von herausgelésten Ag*-lonen
verursacht wurde, da die Art des hervorgerufenen Zelltodes von Partikeln und lonen
unterschiedlich sind. Da ZnO-Partikel, sowie Zn**-lonen Nekrose auslésen konnte der
toxische Effekt der Zinkoxidnanopartikel nicht eindeutig den Partikeln zugeschrieben

werden.

Schlagworte:  Zinkoxidnanopartikel, Titandioxidnanopartikel, Silbernanopartikel,
Zytotoxizitat, 3D-Gewebestrukturen, ECIS, Apoptose, Nekrose
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Abstract

Currently, a wide range of nanoparticles of different types and different properties are
synthesized, which need to be examined concerning their suitability for various
industrial applications. As a constantly increasing amount of technological products
become available to the customers, concerns have been raised regarding the harm and
the potential health risk of these materials. For this reason, a new subdiscipline of

nanotechnology namely nanotoxicology emerged.

In this work silver-, zinc oxide-, and titanium dioxide nanoparticles as well as Ag"
and Zn**-ions have been examined regarding their toxic effect on different cell lines
and stem cells as wells as on 3D-tissue-structures. Determination of the cell viability
after cultivation with particles and ions revealed a considerable toxic effect of silver-

and zinc oxide particles, whereas the titanium dioxide particles were non-toxic.

Cultivation in 3D-structures revealed an influence on sensitivity depending on sphere
diameter. The 3D-structures with diameters about 1000 um were significantly more
immune to the tested particles and ions than the 3D-structures with diameters about
250-550 um, which behave rather like their 2D-analogues. Nanoparticles applied the
cells as aerosol instead of suspended in the medium were in considerably lower
concentrations toxic. The oxidative stress determination of cells exposed to particles
showed that as well titanium dioxide-, zinc oxide- silver nanoparticles as Zn**-ions
caused oxidative stress contrary to the silver ions. Identification of cell death by
LDH-release, caspase3/7 activity as well as cytometric flow measurements of cells
labeled with FITC-AnnexinV and propidium iodide showed good correlations to each
other. Cells exposed to silver nanoparticles showed a high number of apoptotic cells,
whereas cells cultivated with zinc oxide particles, Ag*- and Zn**-ions were mostly
necrotic. Determination of DNA-damage via the Comet-Assay showed that cells
cultivated with silver- and zinc ions as well as zinc oxide nanoparticles caused DNA-

damage contrary to silver nanoparticles.
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It could be shown that silver ions have a toxic effect on the tested cells. This effect is
not related to solved Ag*-ions as the kind of cell death caused by particles differ from
that caused by ions. Zinc oxide particles as well as Zn**-ions caused necrosis. For this
reason it was not possible to definitively attribute the toxic effect of the ZnO-particles

to the particles themselves.

keywords: zinc oxide nanoparticles, titanium dioxide nanoparticles, silver

nanoparticles, cytotoxicity, 3D-tissue structures, ECIS, apoptosis, necrosis
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1 Einleitung

Nanomaterialien, Teilchen mit einem Durchmesser unterhalb von 100 nm gewinnen
immer mehr an Bedeutung. Partikel, die in ihrer Nanoform vorliegen, verandern ihre
physikalischen, optischen, magnetischen, elektrischen, sowie chemischen
Eigenschaften und habe bezogen auf ihr Volumen eine extrem hohe Oberflache. Diese
Materialeigenschaften lassen sich gezielt fur die unterschiedlichsten Anwendungen
nutzen. Verschiedene Nanomaterialien werden schon in fast allen Industriezweigen
eingesetzt. Die  Anwendung von  nanostrukturierten  Materialien  im
medizintechnischen Bereich ist in den letzten Jahren immer bedeutender geworden.
So koénnen Materialien als Trager fur Wirkstoffe eingesetzt werden, um diese im
Korper ortsgenau zu transportieren (target delivery). Titandioxidnanopartikel sind die
am hdaufigsten eingesetzten Nanomaterialien. Sie werden bereits Sonnencremes als
UV Adsorber beigemischt. Aufgrund ihrer photokatalytischen Aktivitat finden
Titandioxidnanomaterialien ~ Anwendung im Bereich der selbstreinigenden
Oberflachen und der Reinigung von Luft und Abwasser. Zinkoxidmaterialien finden
ebenfalls haufige Verwendung, in der Textilindustrie werden sie als antimikrobieller
und geruchshemmender Zusatz benutzt. Aufgrund der guten elektrischen Leitfahigkeit
und ihrer Transparenz konnen Zinkoxidpartikel als Frontkontakt fur Solarzellen
eingesetzt werden. Die Anwendung von Silbernanopartikel besteht hauptsachlich im
medizintechnischen Bereich, wo sie als antibakterielle Beschichtungen fir

Instrumente und Implantatmaterialien eingesetzt werden.

Die Haufigkeit der eingesetzten Materialien macht deutlich, dass eine Bewertung des
Gesundheitsrisikos bei Einsatz dieser Materialien notwendig ist. In den letzten Jahren
hat sich deshalb ein neues Forschungsgebiet entwickelt, was sich ausschlieBlich mit
den Umwelteinfliissen von Nanomaterialien und der Gefdhrdung von Organismen
beschéftigt sowie mit den Wechselwirkungen solcher Materialien mit biologischen
und o©kologischen Systeme und der Vermeidung und Minimierung von durch
Nanomaterialien hervorgerufenen negativen Effekten. Die Bewertung der Toxizitét
von Nanomaterialien erweist sich, durch die Eigenschaftsénderungen der Partikel im

Vergleich zu ihrem Bulkmaterial als schwierig. Da die Nanotoxikologie ein sehr
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junges Forschungsgebiet ist, gibt es bisher keine standardisierten Tests zur Bewertung

dieser Materialien, was einen Vergleich der publizierten Ergebnisse erschwert.

Durch die Testung solcher Materialien mit Zelllinien als Testsysteme kann nur
begrenzt Aussage Uber die toxische Wirkung auf Mensch und Tier gemacht werden.
Um Tierversuche zu reduzieren kommen vermehrt 3D-Gewebestrukturen, zur
Testung von Wirkstoffen und Nanomaterialien zum Einsatz. Diese 3D-Strukturen
konnen Uber verschieden Methoden aus nahezu allen Zellen hergestellt werden und
spiegeln die in-vivo herrschenden Bedingungen wesentlich besser wider, als ihre 2D-
Zellkulturen.
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2 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit soll die Toxizitdt von Silber, Titandioxid- und
unterschiedlich dotierten Zinkoxidnanopartikel, sowie Silber-und Zink-lonen auf
unterschiedliche Saugerzelllinien, Stammzellen, sowie auf Organmodelle getestet
werden. Das Ziel ist es, Effekte von Nanomaterialien auf biologische Systeme unter

definierten und reproduzierbaren Bedingungen zu untersuchen und zu beschreiben.

Die als Testsysteme dienenden Spharoide sollen ber zwei Methoden hergestellt
werden: die Hanging-Drop-Technik und Uber, mit einem Fluorophor beschichtete
Platten. Die, fur die Untersuchung verwendeten mesenchymalen Stammzellen werden
aus Nabelschnur (uc-MSC), bzw. Fettgewebe (ad-MSC) isoliert. Die Nanopartikel
sollen den Zellen Uber direkte Zugabe in das Kulturmedium zugefuhrt werden. Um
den Einfluss des Kulturmediums auf die Partikelgréfie zu bestimmen, sollen Dynamic
Light Scattering (DLS) Messungen mit im Medium und in Wasser suspendierten
Partikeln durchgefihrt, sowie REM-Aufnahmen der Partikel gemacht werden. Aus
den, Uber den MTT-Test ermittelten Viabilitdten sollen Dosis-Wirkungs-Kurven
erstellt und No Observed Adverse Effect Concentration (NOAEC), Inhibitory
Concentration 50 % (ICs) und Total Lethal Concentration (TLC) berechnet werden.
Um den Einfluss der Expositionsroute auf den toxischen Effekt der Partikel zu
bestimmen, sind Messungen mit dem Cultex® Radial Flow System geplant, bei dem
die Partikel den Zellen als Aerosol, und nicht im Medium suspendiert zugefiihrt
werden. Des Weiteren sollen unterschiedliche Methoden zur Bestimmung des
Zelltodes angewandt werden: 1.) Die Freisetzung an LDH, im mit Partikeln
kultivierten Zellkulturliberstand, welche Aufschluss Uber die Membranintegritat der
Zellen und somit Uber nekrotische Zellen gibt, 2.) Die Bestimmung der Caspase3/7-
Aktivitat von Zellen, welche auf Apoptose hindeutet, 3.) Durchflusszytometrische
Messungen von mit FITC-AnnexinV und Propidiumiodid gefarbten Zellen, welche
den prozentualen Anteil an lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen einer
Zellkultur detektieren. Es ist ebenfalls eine Bestimmung der ROS und somit, des auf
die Zelle ausgelibten oxidativen Stresses, geplant sowie die Bestimmung der DNA-
Schédigung, der mit Partikeln und lonen kultivierten Zellen tber den alkalischen
Komet-Assay.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Nanotechnologie

Die Nanotechnologie beschaftigt sich mit Materialien die einen Durchmesser
unterhalb von 100 nm haben [1]. Aufgrund seines im Jahre 1959 gehaltenen Vortrags:
There’s Plenty of Room at the Bottom, auf der Jahresversammlung der American
Physical Society am California Institute of Technology (Caltech), wird Richard
Feynman' als Vater der Nanotechnologie bezeichnet [2]. Der eigentliche Begriff
Nanotechnologie wurde jedoch erstmals 1974 von Norio Taniguchi? gebraucht [3].
Durch die Nanotechnologie kénnen Materialeigenschaften und Materialfunktionen
gezielt beeinflusst werden, da Partikel, die in Nanoform vorliegen, ihre
physikalischen und chemischen Eigenschaften im Vergleich zum makroskopischen
Material gravierend &ndern [4]. Nanomaterialien besitzen bezogen auf ihr Volumen
eine extrem hohe Oberflache. In der GréRenordnung von Nanopartikeln werden
neuartige Effekte, Eigenschaften und Funktionen beobachtet. Die mechanischen,
optischen, magnetischen, elektrischen und chemischen Eigenschaften hangen in
diesem Bereich nicht mehr allein von der Natur des Ausgangsmaterials ab, sondern in
hohem Male von der GrofRe und Gestalt des Partikels. Es entstehen neue Phdnomene,
die nicht mehr mit den Gesetzen der klassischen Physik, die fur Festkdrper im
makroskopischen Bereich (200 - 2.000 nm) gelten, zu erkléren sind. Teilweise spielen
bei sehr kleinen Nanopartikeln Masseneffekt und Quanteneffekte eine Rolle.
Nanopartikel kénnen Uber die Top-down- und die Bottom-up-Methode hergestellt
werden [5]. Bei dem Top-down-Prozess werden nanoskalige Materialien durch
Verkleinerung eines beliebigen Ausgangsmaterials hergestellt, wie z.B. bei der
Laserablation. Diese werden dann zu komplexeren Systemen zusammengebaut oder
anderen Materialien zur Modifizierung derer Eigenschaften beigemischt. Dieser
Ansatz dominiert in der Physik und physikalischen Technik. Der Top-down-Ansatz
stellt fur die Erzeugung von Nanopartikeln einen recht energieaufwandigen, Abfall

produzierenden und Ressourcen verschwendenden Prozess dar [5], [6].

! Richard Phillips Feynman (11.05.1918 - 15.02.1988), amerikanischer Physiker, erhielt 1965 den
Nobelpreis fur Physik
2 Norio Taniguchi (1912-1999), Professor an der Universitét in Tokyo
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Bei dem Bottom-up-Prozess hingegen werden nanostrukturierte Materialien durch das
Zusammenflgen von Atomen bzw. Molekiilen hergestellt. Dieser Ansatz wird in der
Chemie wund Biologie angewandt. Einer der daraus resultierenden und
vielversprechendsten Ansétze ist das Wachstum durch Selbstorganisation [7], [8]. In
Anlehnung an die Natur versucht man auf diesem Wege effizient neuartige
Materialien und Werkstoffe herzustellen. Die Materialien werden meistens durch
Gasphasenabscheidung oder Kristallisation aus Losungen gewonnen. Typische
Beispiele von Materialien, die tber den Bottom-up-Prozess hergestellt werden, sind
Carbon Nanotubes und nanokristalline Zeolithe [9], [10]. Der Bottom-up-Prozess und
die Selbstorganisation lassen sich in nahezu jedem MaRstab nutzen, was diesen
Prozess zu einer auferst leistungsféhigen Methode macht.

Potentiale fir die Anwendung der Nanotechnologie bestehen in fast allen
Industriezweigen (siehe Tabelle 3-1) [11], [12].

Tabelle 3-1: Ubersicht Gber einige Anwendungen der Nanotechnologie in
ausgewadhlten Industriezweigen

Industriezweig Anwendungen

Chemie Lacke [13], Katalysatoren [14], [15],
Wasserstoffspeicher [16]

Automobilbau Reifenflllstoffe, Antireflexschichten [17], kratzfeste

Lacke, Brennstoffzellen , Kraftstoffzusatz
Optik weiBe LED, OLED, Ultraprazisionsoptiken,
Quantenpunktlaser [18], photonische Kristalle
Medizintechnik und Implantatmaterialien [19], [20], drug delivery, [21],
Gesundheit [22], Functional Foods [23], Kosmetikartikel,
Fluoreszenz-Label [24], Detektion von Pathogenen
[25] und Proteinen [26], Hyperthermie [27],
antibakterielle Oberflachen [13]

Umwelttechnik Abwasserbehandlung [28],  Abgasbehandlung,
Solarenergie [29], [30]
Informations-und Prozessoren [31]

Kommunikationstechnik
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3.2 Anwendungen der untersuchten Partikel

In der vorliegenden Arbeit werden mdgliche zytotoxische Eigenschaften von
Titandioxidpartikeln, Zinkoxidpartikel und Silberpartikeln untersucht, weshalb im
folgenden Abschnitt auf die Anwendungen dieser Partikel genauer eingegangen wird.

3.2.1 Titandioxid

Titandioxid ist aufgrund seiner hohen Brechungszahl das bedeutendste Weil3pigment
und findet Anwendung in der Farb-, Kunststoff- und Papierindustrie [32]. Als
Pigment wird meist die Rutilstruktur benutzt, da diese einen héheren Brechungsindex
als die Anatas-und Brookitstruktur besitzt (Anatas: 2,55; Rutil: 2,75) und die
geringste photokatalytische Aktivitat aufweist [33]. Weiterhin wird TiO, als
Tribungsmittel fir Emaille sowie in der Elektro-Industrie fir den Bau von
Kondensatoren genutzt, wo es als Dielektrikum eingesetzt wird [34]. Weitere
Anwendungsbereiche von Titandioxid sind mittlerweile auch Arznei- und
Lebensmittelverpackungen. Es wird zudem in Kosmetikartikeln, wie Sonnencreme
und Zahnpasta verwendet. TiO, hat in den letzten Jahren im Bereich der
Nanotechnologie stark an Bedeutung gewonnen.

Durch die photokatalytische Aktivitdt wird Titandioxid im Bereich der
selbstreinigenden Oberflachen angewandt. Dartiber hinaus sorgt die hydrophile
Eigenschaft der mit TiO, beschichteten Oberflachen daflir, dass Wassertropfen
,abperlen“. Die photokatalytischen Eigenschaften der TiO,-Photokatalysatoren sind
eng mit ihrer Darstellung verbunden. PartikelgroRe, spezifische Oberflache, Porositét
und Phasenzusammensetzung beeinflussen die photokatalytische Aktivitat und sind
deshalb im Darstellungsverfahren besonders zu berticksichtigen [35] [36].

Neben dem Effekt der Selbstreinigung besitzen solche Oberflachen einen
antibakteriellen- und aufgrund der hohen Hydrophilie einen Anti-Beschlag-Effekt.
Die Einsatzgebiete dieser Oberflachen sind vielseitig, so werden sie z.B. fiir Fliesen,
Dachziegeln, Spiegel, Brillen, Fensterscheiben, Kfz-Scheiben wund Leuchten
eingesetzt. Die antibakterielle Wirkung der mit TiO, beschichteten Oberflachen ist die
durch UV-Licht induzierte Bildung von Hydroxylradikalen zu erkldren. Diese
Radikale oxidieren die Lipide der Phospholidmembran, von sich anheftenden
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Mikroben und téten damit die Zellen ab [37]. Mit TiO, kénnen Abwasser und
Umweltchemikalien photokatalytisch behandelt und Schadstoffe somit abgebaut
werden [38], [39]. TiO, in Form als Nanomaterial wird flr
Wasseraufbereitungsanlagen verwendet, wie z.B. fir Deponiesickerwasser und

Abwaésser aus der Textilverarbeitenden Industrie.

3.2.2 Silber

Silber ist schon lange fiur seine antibakterielle Wirkung bekannt [40]. Im antiken
Griechenland, Rom und Mazedonien wurde Silber bereits zur Kontrolle von
Infektionen und zur Desinfektion von Trinkwasser eingesetzt. Noch bis in die Neuzeit
wurde niedrig dosierte Silbernitratlosung als antibakterielle Substanz bei
Augenentzindungen verwendet. Im medizinischen Bereich wird Silber zur
Behandlung von Wunden, wie Brandwunden, und Hauttransplantationen verwendet
und zur Bekampfung von pathogenen Keimen eingesetzt [41]. Seit einigen Jahren
werden medizinische Materialien, wie Katheder, Nahtmaterial, orthopéadische
Implantate und Herzklappen erfolgreich mit Silbernanopartikeln beschichtet [42],
[43], [44]. Es konnte allerdings nachgewiesen werden, dass mit Silber beschichtete
Wundverbénde, Silbernanopartikel wieder freisetzen [45]. In der Biomedizin werden
Silbernanopartikel als Trager fir die kontrollierte Wirkstofffreisetzung (target
delivery) [46], [47] und in der Krebs- und Gentherapie eingesetzt [48]. Heutzutage
wird Silber fiir viele verschiedene antibakterielle Anwendungen der Wasserreinigung
und als Pflanzenschutzmittel benutzt [49]. Andere Anwendungsgebiete von Silber
sind unter anderem Katalyse [50], Optik [51] und Elektronik [52]. Die effektivste
Anwendung von Silber ist auch heute noch die Nutzung als antibakterieller,
antifungaler Zusatz [53]. Die Herstellung von bakteriziden Baumwollfasern durch den
Zusatz von Silbernanopartikeln ist von groflem Interesse [54], [55], da gewdhnliche
Baumwollgewebe einen sehr guten Nahrboden fur Bakterien bieten [13]. Weitere
Anwendungsgebiete fur Silbernanomaterialien sind Farben, die mit Zusatz an

Silbernanopartikel Algenwachstum verhindern sollen.
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3.2.3 Zinkoxid

Zinkoxid fordert als Zusatz den Vulkanisierungsprozess in der Gummiherstellung fur
Autoreifen und erhéht durch seine gute Warmeleitfahigkeit die Abfuhr der
entstehenden Warme. AuBerdem wird ZnO als Zuschlag Zement beigemischt, die
Anwesenheit des Zinkoxids macht den Zement gegen Wasser bestandiger und erhoht
seine Verarbeitungszeit. Des Weiteren wird Zinkoxid als Weillpigment fir
Malerfarben  verwendet. Seit den 60er Jahren wird 2ZnO fir die
Schweinefutterproduktion ~ verwendet und dient heutzutage sogar als
Nahrungserganzungsmittel fiir Menschen.

Aufgrund seiner Halbleitereigenschaften wird Zinkoxid auch als Katalysator in der
Photochemie und fir den Bau von Gassensoren eingesetzt [56] Zinkoxid wirkt
antimikrobiell und geruchshemmend, deshalb wird es in der Textilindustrie fir
Sportkleidung verwendet [57].

Aufgrund der hohen Absorption von ultraviolettem Licht findet Zinkoxid
Verwendung in Sonnenschutzmitteln. Mit Aluminium, Indium oder Gallium dotiertes
Zinkoxid ist ein guter elektrischer Leiter und zudem transparent, weshalb mit diesen
Elementen dotiertes ZnO in Solarzellen als Frontkontakt eingesetzt wird. Aufgrund
des Reflexionsvermdgens fiir IR-Strahlung werden solche Dotierungen auch in
beschichteten Warmeschutzglésern verwendet [56]. In der Zukunft wéare der Einsatz
in der Elektronik und Optoelektronik mdglich, wenn eine erfolgreiche p-Dotierung
des Zinkoxids gelingen wiirde [56].

3.3 Nanotoxikologie

Zurzeit wird eine Vielzahl unterschiedlicher Nanomaterialien mit verschiedenen
Eigenschaften synthetisiert, die fur ihren maoglichen Einsatz in vielen
Industriezweigen getestet werden. Da mehr und mehr nanotechnologische Produkte
fiir Konsumenten erhaltlich sind, kommen Bedenken beztiglich der Harmlosigkeit und
maoglichen toxischen Potential solcher Produkte auf [58], [59], [60]. Jedes neu in den
Markt eingefiihrte, technologische Produkt benétigt eine griindliche Untersuchung auf

dessen Risikopotential und Nachhaltigkeit. Aus diesem Grund zeichnet sich die
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Entstehung eines neuen wissenschaftlichen Teilgebiets der Nanotechnologie, das
Nanotoxikologie genannt wird, ab [61], [62].

Nanotoxikologie wurde zunéchst als Wissenschaft beschrieben, die sich, ausgehend
von der Toxikologie von ultrafeinen, natlrlich vorkommenden Partikeln, mit der
Auswirkung von synthetisierten Nanomaterialien auf lebende Organismen beschéftigt
[61]. Wird die Definition von Toxikologie auf Nanomaterialien angewandt, kann
Nanotoxikologie als Wissenschaft beschrieben werden, die sich mit den
Umwelteinflissen von Nanomaterialien und Gefédhrdung von Organismen beschéftigt,
sowie mit den Wechselwirkungen solcher Materialien mit biologischen und
Okologischen Systeme und der Vermeidung und Minimierung von durch
Nanomaterialien hervorgerufenen negativen Effekten [60].

Bei der Untersuchung von toxischen Effekten von Nanomaterialien entstehen eine
Vielzahl neuer Probleme und Schwierigkeiten, da sich nanostrukturierte Materialien
verglichen mit den entsprechenden Bulkmaterialien durch die

Eigenschaftsveranderungen im Nanobereich anders verhalten.

Verbraucher
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Abbildung 3-1: Schema: Lebenszyklus von Nanomaterialien (adaptiert aus

[63]).

Ein wichtiger Faktor in der Nanotoxikologie ist die mdgliche Exposition von
Nanopartikeln und der Lebenszyklus solcher Materialien (siehe Abbildung 3-1). Das
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Hauptproblem in der Bestimmung der mdglichen Exposition von Nanomaterialien
besteht im Fehlen der Kennzeichnung von Produkten die bereits nanostrukturierte
Materialien enthalten. Des Weiteren erweist sich die Bestimmung der bereits in der
Natur vorhanden Nanopartikel als schwierig. Der erste Schritt in diesem
Forschungsgebiet muss demnach die Messung von Partikelkonzentrationen und
Dosen in der Umwelt und am Arbeitsplatz sein, um Aussagen Uber mdogliche
Geféhrdungen treffen zu konnen. Nanopartikel, die bereits in der Natur vorhanden
sind erschweren die Bestimmung der vom Menschen verursachten Partikel zusatzlich.
Es gibt einige Ansétze die Zahl der Nanopartikel in einer gegebenen Umgebung zu
bestimmen, zu berechnen oder zu messen [64], [65], [66], [67]. [68]. Um
Konsumenten und Arbeiter zu schiitzen, werden derzeit Diskussionen gefuhrt, um
eine Kennzeichnungspflicht von Produkten die nanostrukturierte Substanzen erhalten.
Um eine mogliche Gefahrdung von Nanomaterialien identifizieren zu kénnen, werden
in-vitro und in-vivo Toxizitatstests durchgefiihrt und Dosis-Wirkungs-Beziehungen
ermittelt.

Weil Risiko eine Funktion von Gefahrdung und Exposition {Risiko = f (Geféhrdung,
Exposition} ist, besteht der Ansatz darin, diese beiden Komponenten in ein
Paradigma zu bringen. Hierflr ist das Erkennen mdglicher Gefahrdungen wichtig,
woraus Dosis-Wirkungs- und Aufnahme-Bewertungen von Nanomaterialien folgen
kénnen. An die vorangegangen Bewertungen kann sich als letzter Schritt die

Risikobewertung von Nanomaterialien anschlieBen (siehe Abbildung 3-2) [69], [70].

Effekt-
Identifizierung

Expositions-

Abschitzung
Gefihrdungs-
Charakterisation
]
Risiko-
Charakterisierung
Risiko-
Management
Risiko- Risiko- Risiko-

Vermeidung Minderung Kommunikation

Abbildung 3-2: Wege zur Risikobewertung von Nanomaterialien.
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Die physiochemischen Eigenschaften der Nanomaterialien, wie die chemische
Struktur, Form, GroRe, GrolRenverteilung, Aggregation/Agglomeration, Stabilitat,
Loslichkeit in verschiedenen Medien, Oberflacheneigenschaften (GroRe/Porositat,
Reaktivitat, Beschichtungen/Verunreinigungen, Defekte), Zusammensetzung und
Kristallstruktur spielen eine sehr wichtige Rolle, was eine Charakterisierung der
Materialien enorm wichtig macht.

Diese Eigenschaften konnen sich je nach Produktion, Herstellungsprozess, Lagerung
und Aufbewahrung in verschiedenen physiologischen Medien &ndern. Die Grofe der
Nanopartikel ist ein wichtiger Faktor fur die Aufnahmewege, Effektivitat und die
Verteilung der Partikel im Organismus, wohingegen die Oberflachenladung eine
Rolle bei moglichen Interaktionen der Partikel mit Molekdlen spielt.

Nanopartikel konnen aufgrund ihrer kleinen GroRe leicht in den Organismus
aufgenommen werden. Der am meisten untersuchte Aufnahmeweg ist der tber den
Atmungstrakt. Unterschiedliche Studien beschéftigen sich mit den mdglichen
Gefahrdungen von tber den Atmungstrakt aufgenommen Nanopartikeln [71], [72],
[73], [74]. Inhalationsstudien zeigen, dass die Aufnahme, Lokalisierung und mdgliche
Eliminierung von Partikeln in der Lunge von deren GréRe, Form, Aggregation und
Oberflache abhangt [75], [76], [77], [78]. Eine Vielzahl von Studien beschaftigen sich
mit der Toxizitat von bei Verbrennung entstehender Nanopartikel, wie Dieselruf3 [76],
[77] Schweilirauch [78], Ruf® [79] und Flugasche [80]. Ein weiterer moglicher
Aufnahmeweg von Nanopartikeln in den Organismus ist der tber die Haut [81].
Forschungsarbeiten, die sich mit diesem Aufnahmeweg beschéftigen, ergaben bisher,
dass ein Eindringen von Nanopartikeln durch gesunde Haut nicht moglich ist. Die
Partikel sind in den Hornhautschichten lokalisiert und nur wenige in Sonnencreme
verwendete Partikel, wie TiO, und ZnO, sind in der Lage in tiefere Hautschichten zu
dringen [82], [83], [84], [85]. Mortensen et al. hingegen zeigten, dass Quantum dots
in der Lage sind, durch Hautschichten zu dringen [86].

Neben den ,,natiirlichen* Aufnahmewegen von Nanopartikeln in den Organismus gibt
es das beabsichtigte Einbringen von Nanopartikeln in den Korper, wie z.B.
intravenos, [87] oder durch die Freisetzung von Partikeln von mit Nanomaterialien
beschichteten Implantaten [19], [20]. Sind Nanopartikel auf einem der oben
genannten Wege in den Organismus gelangt, kénnen sie sich aufgrund ihrer geringen
Grolke frei bewegen. Verschiedene Studien zeigen, dass die Lokalisation und die

Eliminierungsmechanismen der Partikel im Koérper von dem Aufnahmeweg sowohl



Theoretische Grundlagen 16

von ihrer Grofle und Form abhéngen [88], [89], [90], [91]. Die Translokation und
Toxizitat hangen von spezifischen zelluléren Interaktionen und Eigenschaften der
Nanomaterialien ab, wie ihrer biochemischen Stabilitdt und ihren Potentials Zur
Bildung von reaktive Sauerstoffspezies (ROS) [92]. ROS verursachen oxidativen
Stress, welcher zu einer hdheren Zytotoxizitat der Materialien fuhrt [93], [94], [95],
[96]. Des Weiteren konnen Nanopartikel mit unterschiedlichen biologischen
Molekilen wie Proteinen interagieren [31], [97] und sind in der Lage, durch
Zellmembranen zu dringen, mit DNA zu reagieren und diese somit zu schadigen [98].
Die Penetration der Blut-Hirn-Schranke von Nanomaterialien wurde ebenfalls in
Studien nachgewiesen [81], [99], sowie eine damit zusammenhangende
Neurotoxizitat [100], [101].

Weil die Moglichkeit der Reaktion von Nanopartikeln mit Proteinen besteht, wird die
PartikelgréRe sowie die Aggregation/Agglomeration in den fir Zellkulturtests
verwendeten biologischen Medium zu bestimmen [102]. Unterschiedliche Studien
zeigen, dass sich die Partikel in biologischen Medien anders verhalten als in wassriger
Losung. Einige werden durch die Proteine stabilisiert, wohingegen andere in
salzhaltigen Losungen aggregieren [103], [104], [105], [106], [107].

Deutlich wird, dass im Bereich der Nanotoxikologie bisher keine einheitlichen
Konzepte fir die Untersuchungen der Aufnahme und der Toxizitdt wvon
Nanomaterialien vorhanden sind. Nanotoxikologie ist ein neu aufkommendes
Forschungsgebiet, in dem eine Vielzahl widersprichlicher Literatur aufgrund noch

nicht standardisierter Testmethoden existiert.

3.4 Umweltbelastungen durch Nanomaterialien

Durch Nanopartikel hervorgerufene Umweltbelastungen werden im Zusammenhang
mit der Feinstaubdiskussion und -Regulierung héaufig erwéhnt. Eine wichtige Rolle
zur Bestimmung des potentiellen Risikos von Nanomaterialien spielen die Mobilitat
und der Lebenszyklus dieser Partikel. Des Weiteren ist eine Unterscheidung zwischen
Partikeln die bei technischen Prozessen entstehen und Partikeln die zufallig entstehen
und unbeabsichtigt in die Umwelt freigelassen werden, wie bei
Verbrennungsprozessen entstehende Partikel (Dieselru3, Schweilirauch, RuR,

Flugasche) von bedeutender Wichtigkeit. Nattrlich vorkommende Partikel
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unterscheiden sich sehr stark in ihrer Form, GroRe und Zusammensetzung,
wohingegen kinstlich Partikel sich nicht so stark unterscheiden, da sie fiir bestimmte
Anwendungen synthetisiert wurden. Abhéangig von ihrer Herstellung und Produktion
kénnen Nanopartikel in die Luft oder das Wasser emittiert werden und entsprechend
das Grundwasser oder Oberflachengewadsser erreichen. Die kontinuierlich steigende
Verkehrsbelastung fuhrt zu einem drastischen Anstieg an ultrafeinen Partikel in der
Luft. Untersuchungen zu bei Verbrennungsprozessen entstehenden Partikeln lassen
Bewertungen zu dem Verhalten und der Gefahrdung von in die Umwelt gelangten
Partikeln zu. Die von Dieselmotoren produzierten ultrafeinen Partikel werden
aufgrund ihrer Fahigkeit zu agglomerieren und sedimentieren nach einer bestimmten
Zeit aus der Luft entfernt. Kunstliche, synthetisch hergestellte Nanopartikel hingegen
sind h&ufig, z.B. durch Core-Shell-Systeme, stabilisiert, aggregieren nicht, bleiben
langer in der Umwelt und kénnen somit weitere Strecken zurilicklegen.

Aufgrund ihrer grofRen Oberflache kénnen Nanopartikel Verunreinigungen und
toxische Substanzen, wie Pestizide, Schwermetalle und Dunger binden und diese uber
weite Strecken transportieren und verteilen [108]. Da Nanopartikel sehr reaktiv sind
besteht ebenfalls die Mdglichkeit, dass sie Substanzen zu mdoglicherweise toxischen
Substanzen umsetzen. Des Weiteren konnte der bakterizide Effekt einiger
Nanomaterialien die mikrobielle Zusammensetzung in Wasser und Boden &ndern. Um
die von Nanomaterialien ausgehenden Umweltbelastungen bewerten zu konnen,
untersuchen viele Studien die toxische Wirkung von Nanopartikeln auf Bakterien und
Wasserorganismen. Die toxische Wirkung von TiO, wurde bereits an
Bakterienstammen, wie Escherichia coli [109], [110], [111], [112], Lactobacillus
acidophilus [113], Saccharomyces cerevisiae [113], Lactobacillus helveticus [114],
Pseudomonas aerugiosa [115], Pseudomonas stutzeri [116], Bacillus pumilus [117],
sowie fir die Hygiene relevanten Bakterienstimme Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, und Candida albicans [118] untersucht. ZnO Nanopartikel
wurden ebenfalls in vielen Studien bereits auf ihre toxische Wirkung auf
Mikroorganismen wie Escherichia coli [119], [120], [121], Bacillus subtilis [122],
Streptococcos agalactiae [123] und Staphylococcus aureus [123] untersucht. Die
Untersuchung der toxischen Wirkung auf Wasserorganismen ist zur Einschatzung der
maoglichen Umweltschadigung durch Nanopartikel von Interesse. Die Wirkung von
TiO, wurde u.a. auf Organismen wie Daphnia magna [124], [125], Vibrio fischeri

[126], Pseudokirchneriella subcapitata [127], [128] und Thamnocephalus platyurus
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[129] intensiv untersucht. ZnO Partikel wurden ebenfalls auf ihre toxische Wirkung
auf verschiedene Wasserorganismen, wie Vibrio fischeri [129], Daphnia magna
[129], sowie unterschiedliche Phytoplankton Arten (Thalassiosira pseudomona,
Skletonema marinoi, Dunaliella, Isochrysis galbana) [130], [131] getestet.

Die toxische Wirkung von Silbernanopartikeln auf verschiedene Bakterien wurden
von vielen Arbeitsgruppen untersucht [132], [133]. Sotiriou et al. fanden heraus, dass
der toxische Effekt von Silber-Nanopartikeln auf Escherichia coli von gelGsten
Silberionen verursacht wurde und nicht von den Nanopartikeln selbst [132]. Der
Einfluss von Silber-Nanopartikel auf verschieden Wasserorganismen wurde ebenfalls
in zahlreichen Studien untersucht [134], [135].

Insgesamt wiesen die Studien sehr unterschiedliche Ergebnisse auf, wahrend einige
einen, durch die Partikel hervorgerufenen, toxischen Effekt auf die Organismen
feststellten, fanden andere keine Beeinflussung der Organismen in den untersuchten

Konzentrationsbereichen.

3.5 Gesundheitsrisiken durch Nanomaterialien

Die Aufnahme von Nanopartikeln in den Organismus kann Uber den Atmungstrakt,
den Magen-Darm-Trakt und teilweise Uber die Haut erfolgen. In dem Organismus
gelangte Partikel kénnen sich frei bewegen und durch Zellmembranen und die Blut-
Hirn-Schranke dringen. Uber den Blutkreislauf kénnen sie sich in Organen, wie
Leber, Niere und Herz anreichern. Sie sind ebenfalls in der Lage, mit verschiedenen
Proteinen und Zellkomponenten zu interagieren. Aus diesem Grund werden eine
Vielzahl von in-vitro und in-vivo Studien mit Nanomaterialien durchgefihrt. In
Abbildung 3-3 sind die moglichen Aufnahmewege, Akkumulationen und

Retentionswege von Nanomaterialien angegeben.
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3.5.1 In-vitro-Studien zur Toxizitit von TiO2-, ZnO- und Silber-
Nanopartikeln
TiO2
Der Effekt von TiO, Nanopartikeln unterschiedlicher Form, GroRe und

Oberflachenbeschichtungen wurde auf viele verschiedene Zelllinien, wie HaCaT
Zellen [137], einer Mausefibroblasten-Zelllinie [138], HelLa-Zellen [139], [140],
PC-12-Zellen [141], [142], [143], A-549-Zellen [143], [142], NIH-3T3-Zellen [142],
[143] und HEP-G2-Zellen [142], [143] untersucht. Erste Studien zur Untersuchung
des toxischen Effekts von TiO, Nanopartikeln wurden bereits 1992 von Cai et al.
durchgefiihrt [139]. Sie stellten fest, dass HelLa-Zellen nach Kultivierung mit
photoaktivierten (10 min/ 550 W Hg-Lampe) TiO, Nanopartikeln (P25) in einer
Konzentration von 50 ppm keine Viabilitdt mehr zeigten [139]. Mit TiO, Partikeln
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(P25) im Konzentrationsbereich zwischen 1-100 pg/mL kultivierte PC-12 Zellen
zeigten eine signifikante Abnahme ihrer Viabilitat im Kultivierungszeitraum zwischen
6-48 h [144]. Chen et al. untersuchten die Zytotoxizitat von verschiedenen Anatas-
Strukturen, 0D, 2D, 3D, auf HeLa-Zellen und fanden heraus, dass OD-strukturierte
Anatas-Partikel in einer Konzentration von 125 pg/mL eine Verminderung der
Zellviabilitat auf 80 % bewirkte, wohingegen die Kultivierung der Zellen mit gleichen
Konzentrationen an 2D und 3D Anatas-Partikel die Viabilitdt der Zellen nicht
beeinflusste [140]. Bei ein-mindtiger Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht
(8 mW/cm?) sank die Viabilitét der Zellen. Dieser Effekt kdnnte auf die Unterschiede
der Aufnahmemdglichkeiten von modifizierten und geometrisch unterschiedlichen
Strukturen in die Zellen zuriickzufiihren sein [140]. Die Studien von Jin et al. zeigten
eine signifikante Toxizitdt von Anatas-Nanopartikeln mit einer durchschnittlichen
Grol3e von unter 100 nm in Konzentrationen zwischen 30-600 ug/mL auf L929-Zellen
[138]. Oxidativer Stress und die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies sind
wesentliche Folgen der Partikelaufnahme, die von den Zellen teilweise ausgeglichen
wird. TiO, Nanopartikel induzieren durch die Stérung des Gleichgewichts zwischen
Oxidant-und Antioxidant-Prozessen intrazelluldren oxidativen Stress [145].

Es gibt entgegengesetzt auch Studien die zeigen, dass TiO,-Nanopartikel keinen
toxischen Einfluss auf Zellen haben. Es wurden neun unterschiedliche Pulver und drei
unterschiedliche Suspensionen, bestehend aus TiO,-Nanopartikeln auf ihre Toxizitét
auf A-549-, HEP-G2-, NIH-3T3- und PC-12-Zellen untersucht. Die Partikel
unterschieden sich in ihrer BET-Oberflache, der GroRe und der Kristallstruktur. In
dem in dieser Studie getesteten Konzentrationsbereich der Partikel zwischen 100-
1000 ppm konnte kein toxischer Effekt der Partikel auf die untersuchten Zelllinien
festgestellt werden [143]. Eine weitere Studie zeigt, dass einige Zelllinien sensitiver
auf die Zugabe von Nanopartikeln zum Kulturmedium reagierten. Die Sensitivitat der
getesteten Zelllinien wurde zu: NIH-3T3 > A-549 > PC-12> HEP-G2 bestimmt,
wobei die NIH-3T3-Zellen die waren, die am sensitivsten reagierten. In dieser Studie
wurde ebenfalls der Einfluss von photokatalytisch aktivierten TiO, Partikeln (UVa-
Bestrahlung) im Vergleich zu unaktivierten Partikeln auf Zellen getestet und kein
signifikanter Unterschied in der Viabilitat der Zellen festgestellt [142].



Theoretische Grundlagen 21

Zn0O

Viele Studien untersuchen den toxischen Effekt von ZnO-Nanopartikeln auf
unterschiedliche Zellen, wie MSTO-Zellen und 3T3-Zellen [146], SMMC-7721-
Zellen [147], HeLa und L929-Zellen [148], PBMC-Zellen [149] und humane
Hautfibroblasten [150]. Brunner et al. untersuchten die Toxizitit von ZnO-
Nanopartikeln (40 nm) auf MSTO-Zellen und Fibroblasten (3T3) und fanden nach
3-tdgiger Exposition mit ZnO-Partikeln in der Konzentration von 15 ppm keine
viablen Zellen mehr. Die Abnahme der Viabilitat der Zellen wurde mit dem toxischen
Effekt von geldstem Zn®*-lonen begriindet und nicht einem toxischen Effekt der ZnO-
Partikel zugeschrieben [146]. In einer Studie von Lin et al. wurde der toxische Effekt
von ZnO-Nanopartikeln unterschiedlicher Grofze (70 und 420 nm) auf A-549-Zellen
untersucht. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass beide getesteten ZnO-Partikel eine
Zeit-und Dosis- abhéngige Toxizitat auf die Zellen aufweisen. Die Ursachen fir die
toxischen Effekte der ZnO-Partikeln wurden auf oxidativen Stress, Lipidperoxidation,
Zellmembranzerstérung und oxidative DNA-Schadigung zurtickgefiihrt. Weder freie
Zn**-lonen noch Metallverunreinigungen schienen Hauptverursacher der ROS-
Induzierung zu sein, womit die Ergebnisse denen zu Brunner et al. widersprechen
[151].

Decksakulthorn et al. ermittelten den 1Cso-Wert von ZnO-Partikeln (durchschnittliche
PartikelgréRe von 70 nm), der bei 50 ppm fur A-549-Zellen lag, im Gegensatz zu dem
ermittelten 1Cso-Wert von TiO; (durchschnittliche Partikelgréfie von 70 nm), der bei
2700 ppm lag. [150]. Studien von Hanley zeigten, dass ZnO-Partikel eine
zelltypspezifische Toxizitat verursachten, welche von der Affinitat der Partikel zur
Zellmembran, der Mdoglichkeiten der Phagozytose und der zelluldren Kapazitat zur
ROS Produktion abhing. Monozytische Zellen zeigten die groite Empfindlichkeit und
intrazellulare ROS Produktion nach ZnO Partikel Exposition, gefolgt von NK-Zellen
und Lymphozyten, welche die hochste Resistenz bei Kultivierung mit ZnO Partikeln
aufwiesen. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der Mechanismus der Toxizitat von
ZnO Partikeln auf Zellen die Produktion von ROS ist, und diese von der Grolie der
Partikel abhangt, da kleinere Partikel einen starkeren toxischen Effekt auf die Zellen
hatten [149]. Lin et al., die auch Studien zur groRenabhdngigen Toxizitdt von ZnO
Partikeln im Bereich von 20-100 nm auf SMCC-7721-Zellen durchfiihrten, fanden

hingegen keinen Zusammenhang zwischen PartikelgroRe und toxischen Effekt [147].
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Die Proliferationsaktivitdt von L929-Zellen sank stark bei 24-und 48-stiindiger
Kultivierung der Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von ZnO Partikeln
(20 nm) und ein Anstieg an nekrotischen und apoptotischen Zellen war zu erkennen
[148].

Ag

In unterschiedlichen Studien konnte der toxische Effekt von Silbernanopartikeln auf
unterschiedliche Zelllinien nachgewiesen werden [152], [153], [154], [155], [156],
[157], [158], [159]. Bei Kultivierung mit Silbernanopartikeln konnte eine verminderte
Viabilitdt und die Freisetzung von LDH bei Ratten-Leber-Zellen [154], bei Mause-
Stammzellen [153], bei humanen Fibroblasten [156] und bei Ratten-
Nebennierenzellen [157] beobachtet werden. Kawata et al. untersuchten den toxischen
Effekt von Silbernanopartikeln in einem GréRenbereich von 7-10 nm auf HEP-G2-
Zellen und verglichen diesen mit dem von Silberionen und Polystyrol-Partikeln, die
als Referenz fur nicht-toxische Partikel verwendet wurden. Sie fanden heraus, dass
der toxische Effekt sowohl von den Partikeln selbst, als auch z.T. von herausgeldsten
Silberionen verursacht wurde [158]. Die Ergebnisse der Studien von Asharani et al.,
die den Effekt von Silber-Nanopartikeln auf humane Zellen untersuchten, zeigten eine
DNA-Schédigung der Zellen, die sowohl durch eine Stérung der mitochondrialen
Funktion, als auch durch die Produktion von ROS verursacht wurde [153]. Braydrich-
Stolle et al. untersuchten den toxischen Effekt von 15nm grofRen Silber-
Nanopartikeln und einer Silbersalzlésung (Silbercarbonat) auf C18-4-Zellen und
bestimmten die ECsp-Werte zu 8,75 ppm fur die Nanopartikel und zu 408 ppm fur die
Silberionen.

3.5.2 in vivo-Studien Zur Toxizitit von TiO2-, ZnO- und Silber-

Nanopartikeln

TiO,

Der toxische Effekt von verschiedenen TiO, Partikeln auf Hamster, Mause und Ratten
nach oraler Aufnahme und Einfl6Bung [160], [161], [162], [163], [164], [165, 166],
Injektion [167], [168] und Inhalation [161], [169], [170], [171] wurde in vielen

Studien untersucht.
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Inhalationsstudien mit Ratten zeigten Entziindungsreaktionen abhéangig von den
Partikeleigenschaften. Lee et al. stellten fest, dass Mduse nach Inhalation von TiO,
Partikeln zwischen 0-250 mg/m? iiber eine Dauer von 6 Stunden am Tag, 5 Tage die
Woche (ber 2 Jahre, keine erhthte Mortalitdt sowie Gewichtsdnderungen und
abnormale klinische Verdnderungen aufwiesen, allerdings war ein leichter Anstieg
von Lungenentziindungen, Schnupfen, Husten, und Leberschédden sowie Schadigung
der Niere bei weiblichen Mausen erkennbar [168].

Die uber Inhalation aufgenommenen TiO, Partikeln lagerten sich Uberwiegend in der
Leber, Niere, Milz und Lunge ab [169]. Aufgrund von Studien bei denen Ratten einer
sehr hohen Konzentration (250 mg/m®) dauerhaft ausgesetzt waren, kann die
Lungentumorbildung durch Inhalation von TiO, Partikeln auch bei Menschen so gut
wie ausgeschlossen werden [169], [172]. Warheit et al. zeigten, dass die toxische
Wirkung von TiO, Partikeln auf die Lunge von der Zusammensetzung und
Oberflachenbehandlung der Partikeln abhing [161]. Einige Studien schlielen einen
Zusammenhang zwischen Lungentumorbildung und TiO,- Partikelaufnahme uber
Inhalation aus [170], wohingegen andere einen kanzerogenen Effekt der inhalierten
Partikel nicht ausschlieBen und starke Lungenschaden feststellen konnten [171]. Es
konnte gezeigt werden, dass sich auch oral aufgenommene TiO, Partikel im Korper
verteilen und in Leber, Milz, Niere und Lunge anreicherten, was indiziert, dass die
Partikel Uber den gastrointestinalen Trakt im gesamten Korper verteilt werden kénnen
[160], [164]. Die Verteilung der Uber Inhalation aufgenommenen TiO, Partikeln im
Korper war gleich gegentber der oral aufgenommenen, was andeutet, dass der
Aufnahmeweg der Partikel nicht im Zusammenhang mit deren Verteilung im Korper
zu stehen scheint [162]. Die Ergebnisse von Hohr et al. deuten darauf hin, dass die
Toxizitat von TiO, Partikeln auf die Lunge von deren Oberflache und nicht von ihrer
GroRe abhéngt [163], im Gegensatz zu den Ergebnissen von Warheit et al., die einen
Zusammenhang zwischen GroRe der Partikel und dadurch hervorgerufenen
Lungenschaden postulierten [166]. Nach Injektion von hohen Dosen von TiO; in
Mause (150 mg/kg) wurden erhebliche Schaden an Leber, Niere und Herzmuskel,
sowie Entzundungsreaktionen und ein Ungleichgewicht von Blutzucker und Fett
festgestellt [167].
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Zn0O

Akute Toxizitat von ZnO Partikeln in verschiedenen Groéfen (10, 30, 100 nm) und
Konzentrationen (0,05 und 0,5 g/kg Korpergewicht) nach Injektion in mannliche
Mause konnte ebenfalls festgestellt werden [173]. Nach Injektionen von ZnO
Partikeln in die Lunge zeigten pathologische Untersuchungen eine
Partikelanreicherung in Lunge, Milz, Bauchspeicheldriise, Knochen und Leber. In
kleinen Dosen verursachten 30 und 100 nm groRBe Partikel wenige Schaden,
wohingegen 10 nm grofle ZnO Partikel erhebliche Lungen- und Leberschéden
auslosten. In hohen Konzentrationen wirkten die 30 nm groBen ZnO Partikel sehr
toxisch und fihrten zu erheblichen Lungen- Leber und Bauchspeicheldriisenschéden
[173]. Nach oraler Aufnahme von hohen Dosen (5 g/kg Korpergewicht) an ZnO
Partikeln (120 nm) wurden Partikel sowohl in Organen wie in Niere und
Bauspeicheldriise gefunden, als auch in den Knochen. Ebenfalls wurde eine Erhéhung
der Blutviskositéat festgestellt [174].

3.6 Zellbasierte Assay

In der vorliegenden Arbeit werden Titandioxid- Zinkoxid- und Silbernanopartikel auf
ihre toxische Wirkung auf unterschiedliche Zelllinien untersucht. Im Folgenden

werden einige der zellbasierten Assay ausfuihrlich beschrieben

3.6.1 Verwendung von 3D-Kulturen

Da 2D-Monolayer-Zellkulturen limitieret sind und 3D-Zellkulturen die in-vivo
Bedingungen und Funktionen weitaus besser reflektieren [175], [176], [177], werden
momentan vermehrt Ansatze und Forschungsarbeiten zur Kultivierung von 3D-
Zellkulturen, sowie der anschlieBenden Testung von Wirkstoffen, verfolgt.

In 3D-Zellkulturen sind die Zellen von anderen Zellen umgeben und wachsen in einer
organisierten Matrix, wodurch das Verhalten der einzelnen Zelle von Interaktionen
mit benachbarten Zellen und durch die extrazellulare Matrix (ECM), beeinflusst wird.
Die Verknlpfung dieser Signale entscheidet Uber Differenzierung, Proliferation,
sowie Zelltod. Im Gegensatz zu 3D-Kulturen fehlt bei 2D-Kulturen diese komplexe

Signalstruktur, sodass sich deutliche Unterschiede in der Morphologie der Zellen



Theoretische Grundlagen 25

[178], ihrer Differenzierung [176], [178] und Genexpressionen [176], [179] sowie der
Wirkstoffsensitivitdt ergeben. Tiermodelle kdnnen die Eigenschaften humaner
Tumore, wie Wirkstoffsensitivitat, Autoimmunkrankheiten und Stammzell-
differenzierung nicht widerspiegeln. Demzufolge bieten 3D-Kulturen einen
vielversprechenden neuen Ansatz zur weiteren Reduzierung von Tierversuchen [175].
Durch den Einsatz von 3D-Kulturen ist die Mdoglichkeit einer besseren in-vitro
Untersuchung von Differenzierung, Zellverhalten, intrazelluldaren Interaktionen
gegeben, sowie der Nachbildung komplexer Gewebestrukturen [180], [181].
3D-Zellkulturen koénnen aus vielen verschiedenen Zellen unterschiedlicher Quellen
gebildet und werden, wie Stammzellen, priméren Zellen und Zelllinien. Wichtige
Forschungsbereiche fir die Anwendung von 3D-Zellkulturen stellen das Tissue
Engineering und die Krebsforschung dar. 3D-Kulturen von Fibroblasten,
Endothelzellen, mesenchymalen Stammzellen, sowie Hepatozyten sind bereits
intensiv. erforscht worden. Im Bereich des Tissue Engineering, der
Grundlagenforschung, sowie der Wirkstofftestung werden groRe Auswirkungen und
Fortschritte ber den Einsatz von 3D-Zellkulturen erwartet [182].

Die Anwendungsgebiete von 3D-Kulturen lassen sich in den Bereich der Onkologie
und Toxikologie einteilen. Im Bereich der Onkologie war die Entwicklung von
Wirkstoffen aufgrund eines fehlenden préaklinischen Modellsystems bislang
schwierig. Die Testung der Antitumoraktivitét erfolgte bisher an 2D-Kulturen, wobei
die Eigenschaft von Tumoren, bestehend aus Tumorzellen, Bindegewebszellen,
Entzindungszellen, sowie Endothelzellen nicht berlicksichtigt werden kénnen. Eine
Ubertragung der Wirkstofftestung mit 2D-Kulturen auf die in-vivo Bedingungen ist
daher nicht ausreichend moglich [178].

Eine im Bereich der Tumorbiologie seit 25 Jahren angewandte 3D-Kultur sind
multizellulare Tumorspharoide (MCTS), da sie die natiirliche Umgebung von
Tumoren gut imitieren [183], [179]. Eine Vielzahl spharoidbasierter Kokultursysteme
wurde entwickelt, die die zellulare Heterogenitat von Tumoren widerspiegeln sollen.
Die Bildung eines MCTS aus einzelnen Zellen kann in drei Schritten beschrieben
werden: (A) Uber Integrine werden die multiplen RGD-Motive (Arginin-Glycin-
Aspartat) der langkettigen ECM-Fasern erkannt und das intrazellulare Zytoskelett der
Zellen mit der ECM verknlpft (Aggregationsphase). (B) Durch hochregulierte
Expression von Cadherinen werden die Zell-Zell-Kontakte  stabilisiert

(Verzogerungsphase) (C). Durch homophile Cadherin-Cadherin Bindung zwischen
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zwei Zellen entsteht eine starke Zelladh&sion wodurch sich ein Sphéroid ausbildet
(Sphéroidverdichtungsphase) [177]. Die Bildung eines Spharoids ist in Abbildung 3-4

schematisch dargestellt.

A B C

S

S8

Abbildung 3-4: Schematische Darstellung der Spharoid Bildung [177] mit
Aggregationsphase (A), Verzégerungsphase (B), Spharoidverdichtungsphase

©).

Eine Simulation des Nahrstoff-, Sauerstoff- und Metabolittransports in MCTS (Uber
verschiedene mathematische Modelle deutet darauf hin, dass diese ein dhnliches
Verhalten zu avaskulédren Gewebe, bzw. Tumoren aufweisen. Es wurde eine
Diffusionslimitierung ab einer Sphéroidgrofle von 150 -200 pm beobachtet und die
Ausbildung eines nekrotischen Kerns ab einem Spharoiddurchmesser von 500 um

(siehe Abbildung 3-5) [177].

CO,, Metabolite
«—

—
0O,, Nahrstoffe

Proliferierende Zone

Ruhezone

Nekrotischer Kern

Abbildung 3-5: Schematische Darstellung eines Tumorsphéroids [177].
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Die Anwendung von Spharoiden brachte neue Erkenntnisse in der Regulation der

Invasion und Metastasierung, Angiogenese, sowie in der Kinetik des Zellzyklus.

Sphéaroide kodnnen zur Untersuchung neuer Hypoxie-Marker, sowie fiir die
Entwicklung neuer Therapieansdatze und die Umsetzung multizellular vermittelter
Wirkstoffresistenz und Bestrahlung eingesetzt werden [183].

Im Bereich der Toxikologie ist fir die Untersuchung und Entwicklung von
Medikamenten und Wirkstoffen die frilhe Erkennung von Lebertoxinen nétig, da der
Lebermetabolismus eine zentrale Rolle beim Abbau von Medikamenten und
Giftstoffen im Korper spielt [184]. Bisher wurden klassische 2D-Hepatozyten fiir die
Bestimmung lebertoxischer Nebenwirkungen von Medikamenten eingesetzt. Diese
konnen allerdings die Lebertoxizitat nicht sensitiv genug widerspiegeln, nur knapp
50% der Lebertoxine konnen auf diese Weise erkannt werden [184], [185], [186].
Daher ist auch in diesem Bereich die Entwicklung eines in-vitro Hepatozyten-Modells
in Form einer 3D-Kultur notig [187]. Der Vergleich der Genexpressionen in 2D- und
3D-Kulturen zeigte einen drastischen Abfall der Genexpressionen flr die
leberspezifischen Funktionen in Monolayer-Kulturen wahrend in
Hepatozytenspharoiden die leberspezifischen Funktionen in deutlichem Mal
nachzuweisen sind [186].

Mikrogewebe konnen (ber sieben verschiedene Methoden gebildet werden (siehe
Abbildung 3-6): (1) tber Zellkultureinsétze, (2) tber Mikropatterning, (3) Uber 3D-
Gerlstsubstanzen, (4) uber Hydrogele, (5) tGber Zellaggregierung, (6) Uber Template
oder (7) tber Hanging-Drop.

Zellkultureinsatze

Die Kaultivierung von 3D-Kulturen uber Zellkultureinsétze gewahrleistet eine
optimale Sauerstoffversorgung der Zellen, da die Kaultivierung an der Luft-
Flussigkeits-Grenze erfolgt. Diese Methode der 3D-Mikrogewebe Herstellung findet
aus diesem Grund hauptséchlich Anwendung in der Entwicklung von Hautmodellen
[188], Lungenmodellen [189], sowie bei Untersuchungen von

Atemwegserkrankungen [190].
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Mikropatterning

Beim Mikropatterning werden Zellen auf einem planaren Substrat, bestehend aus
einem Kollagenarray oder Fibronektinpunkten immobilisiert. Das Substrat ermdglicht
die Adhésion der Zellen, und die Topographie des Substrats hat einen entscheidenden
Einfluss auf die Zellfunktionalitat [177].

3D-Gerustsubstanzen

Im Bereich des Tissue Engineerings werden pordse 3D-Gerlstsubstanzen eingesetzt,
um Gewebestrukturen zu kultivieren [189]. Diese Gerlstsubstanzen stellen eine
Unterstutzung flr die Anordnung und Funktion der Zellen dar und fordern die
Ausbildung eigener ECM und 3D-Strukturen [191].

Hydrogele

Wie auch die 3D-Gerlstsubstanzen dienen Hydrogele der Organisation der Zellen in
dreidimensionale Strukturen, da sie strukturell der ECM vieler Gewebe &hneln. Im
Unterschied zu Scaffolds, bei denen die Zellanlagerung auf der Oberflache stattfindet,
schlieRen Hydrogele die Zellen ein [176], [192]

Zellaggregierung

Einige Zelltypen zeigen in Suspensionskulturen spontane Aggregation sobald keine
Oberflachenabsorption mdoglich ist. Durch spezielle Oberflachenchemie bzw.
Topographie kann die Adhasion von Zellen verhindert werden und dieses Verhalten
zur Bildung von Spharoiden genutzt werden. Uber Kulturparameter, wie Zelltyp,
Zellkonzentration, Mediumkomponenten, kdnnen die Uniformitat, Grofle und Form
der gebildeten Sphéaroide beeinflusst werden. Die Uber diese Methode hergestellten
Spharoide weisen generell eine ungleichmaRigere GroRenverteilung als die durch

anderen Methoden gebildeten Mikrogewebe auf [177].

Template

Die multizellulare Aggregation kann tber Mikrostrukturen beeinflusst werden.
Strukturen definierter GrofRe werden (ber Mikroformpressen in nichtadhasive
Materialien, wie z.B. Agarose oder PEG, eingestanzt. Die Zellen gelangen tber
Gravitations- und hydrodynamische Krafte aus der Suspension in die ausgestanzten

Hohlrdume, in denen geringere Scherkrafte wirken. Nach Immobilisierung der Zellen,
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werden weitere Zellen weggewaschen und die verbleibenden Zellen bilden Sphéroide

gut kontrollierbarer GroRe, Zellzusammensetzung und Form aus [177], [191].

Hanging-Drop

Eine weitere Methode Spharoide herzustellen, stellt die Hanging-Drop-Technik dar.
Die Zellen bilden hierbei im Meniskus eines Tropfens ein Spharoid aus. Bei dieser
Methode lassen sich Parameter wie GroRe, Zellzahl und Zusammensetzung
kontrollieren [177], [193].

In Abbildung 3-6 sind die verschiedenen Methoden zur Sphdroidherstellung

schematisch dargestellt.

Einsatz

OO0
<+ Medium

Zellen

Abbildung 3-6: Methoden Zur Herstellung multizelluldrer Sphéroide

(a) Schematische Darstellung der Zellkultureinsatze

(b) elektronenmikroskopische Aufnahme von HT-29 Zellen kultiviert auf
einem PDMS Film (Mikropatterning)

(c) elektronenmikroskopische Aufnahme der Poren (100 um) einer
natlrlichen Scaffoldsubstanz (Chitosan-Alginat-Komplex) [194]

(d) elektronenmikroskopische Aufnahme eines Peptid-Hydrogels

(e) schematische Darstellung der Templat basierenden Zellaggregation [195],
(f) schematische Darstellung der Hanging-Drop-Methode.
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3.6.2 Impedanzmessungen adhirenter Zellen

Eine weitere Methode zur Testung toxischer Effekte von Substanzen auf Zelllinien
sind Impedanzmessungen von Zellen. In den folgenden Abschnitten wird zunéchst
eine Einleitung in die Impedanzspektroskopie gegeben und anschlielend die, in der
Arbeit verwendeten Methode: Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing (ECIS)

beschrieben.

3.6.2.1 Grundlagen der Impedanzspektroskopie

Die Impedanzspektroskopie (IS) ermdglicht es, Informationen Uber die passiven
elektrischen Eigenschaften verschiedener Materialien zu erhalten. Grenz- und
Oberflachen koénnen, Uber das Anlegen einer in ihrer Frequenz variierenden
Wechselspannung untersucht werden. In Abhangigkeit des Erregersignals wird der
frequenzabhangige Widerstand einer Probe gemessen [196]. Das elektrochemische
System wird zur Auswertung der Daten durch ein Ersatzschaltbild, bestehend aus
Reihen- und Parallelschaltungen von Impedanzelementen, wie z.B. Ohmscher
Widerstand und Kondensator, so gut wie moglich beschrieben. Bei Eignung des
gewahlten Ersatzschaltbildes zur Beschreibung des Systems werden durch die
Anpassung der theoretischen Ubertragungsfunktionen an die experimentellen Daten,
Parameter erhalten, bei denen die Abweichung zwischen dem frequenzabhéngigen
Impedanzverhalten des Ersatzschaltbildes und dem des zu untersuchenden Systems
minimiert sind. Den Impedanzelementen werden physikalische Eigenschaften im
System  zugeordnet, wodurch die Parameter des Ersatzschaltbildes zur
Charakterisierung des elektrochemischen  Systems und zur Berechnung
systemspezifischer Grofien herangezogen werden kdnnen [197], [198].
Impedanzspektren koénnen durch zwei unterschiedliche Verfahren aufgenommen
werden, dem continuous wave- und dem fourier transform-Verfahren, welche beide
die Frequenzabhéngigkeit der elektrischen Impedanz des Systems untersuchen.

Das continuous-wave-Verfahren wird im Folgenden erldutert. Bei diesem Verfahren
wird als Erregersignal ein sinusformiger Wechselstrom oder eine Wechselspannung
mit einer kleinen, konstanten Amplitude verwendet. Die erhaltene Impedanz, in
Abhéngigkeit der verwendeten Frequenz des Erregersignals, kann aus dem

resultierenden Spannungsabfall, bzw. dem resultierenden Strom ermittelt werden. Der



Theoretische Grundlagen 31

resultierende Wechselstrom wird bei jeder Frequenz separat detektiert, die Impedanz
berechnet und in einem Impedanzspektrum zusammengetragen. Bei gegebener
Frequenz &ndert ein sinusformiger Wechselstrom seine Polaritdt zwischen einem
positiven und negativen Maximalwert (Amplitude). Analog zum Ohmschen Gesetz
fir Gleichstrome ist die Impedanz definiert als der Quotient der anliegenden
Wechselspannung durch den resultierenden Wechselstrom. Die Kirchhoffschen
Regeln behalten auch fir den Wechselstromkreis ihre Gultigkeit. In einem Schaltkreis
der ausschlieBlich Ohmsche Widerstand enthélt schwingen die momentane Spannung
und der momentane Strom stets in Phase. Im Gegensatz dazu eilt der Momentanwert
des Stromes dem Momentanwert der Spannung in einem Stromkreis, der
ausschlielich einen Kondensator enthalt, voraus. Es kommt zu einer
Phasenverschiebung. Bei einer Kombination von Bauteilen muss ebenfalls mit einer
Phasenverschiebung gerechnet werden, weshalb es sinnvoll ist, fir eine formale
Betrachtung die Spannung (U), den Strom (I) und die Impedanz (Z) als komplexe
Zahlen darzustellen.

Fir die Wechselspannung U(t) gilt bei einer Frequenz w:

U(t) = Uyel®t (Formel 4.1)

mit  U(t) = Momentanwert der Spannung
Uy = Spannungsamplitude
o = Kreisfrequenz (2xf)
t = Zeit

i=yv=1

Fir den resultierenden Strom folgt:

I(E) = Ipei@t=0) (Formel 4.2)
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mit  I(t) = Momentanwert der Stromstérke
lo = Stromamplitude

¢ = Phasenverschiebung zwischen Spannung U(t) und Stromstérke I(t)

Die Impedanz ist definiert als Quotient aus Spannung und Stromstarke:

Uit) Uget U _ ' (Formel 4.3)
Z= s =2 el = 7] - e
1(t)  Igei@t=o) I,

Die Impedanz kann in einer Gausschen Zahlenebene dargestellt werden (Abbildung
3-7). Auf der Abszisse befindet sich der Realwert Z*, auch Wirkwiderstand genannt
und auf der Ordinate befindet sich der Imagindrteil Z, auch Blindwiderstand
genannt. Die komplexe Impedanz |Z| entspricht der L&nge des Zeigers, wahrend die
Phasenverschiebung ¢ dem Winkel zwischen Zeiger und realer Achse entspricht. Der
Zusammenhang zwischen |Z|, ¢, Z" und Z" in einer Gausschen Zahlenebene ist in
Abbildung 3-7 dargestellt.

Re(Z)

Abbildung 3-7: Darstellung der komplexen Impedanz |Z| in einer Gausschen
Zahlenebene.
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In einem Kkartesischen Koordinatensystem lassen sich der Realteil Z° und der

Imaginarteil Z™" folgendermafen ausdriicken:

7= 74 (Formel 4.4)

Damit ergeben sich fur den Betrag |Z| und die Phasenverschiebung ¢ folgende

Zusammenhange:
2| = 7T T (Formel 4.5)
z (Formel 4.6)
@ = arctan (—)
7

3.6.2.2 Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing

Theoretischer Hintergrund und Anwendungen

Impedanzmessungen mit adhérenten Zellen kénnen mit dem ECIS™-Model 1600R
der Firma Applied BioPhysics durchgefiihrt werden. Electric-Cell-Substrate-
Impedance-Sensing (ECIS) ist eine automatisierte Methode mit der das Zellverhalten
in Echtzeit beobachtet und aufgenommen werden kann. Giaever und Keese haben
dieses Verfahren bereits 1984 etabliert [199], [200]. Die Messung beruht auf der
Anderung des Wechselstromwiderstandes einer mit  Zellen besiedelten,
goldbeschichteten Elektrode.

Die zu untersuchenden Zellen werden direkt auf einer Goldelektrode kultiviert, die
sowohl als Kultursubstrat als auch als Elektrode fir die elektrochemischen
Messungen dient. Die dadurch erreichte unmittelbare Nahe zwischen Zellen und
Elektrode, ist der Grund fur die hohe Sensitivitat des Verfahrens. Um die Messungen
durchfiihren zu koénnen, ist ein geschlossener Stromkreis nétig, d.h. zwei Elektroden
missen Uber das Medium leitend miteinander verbunden sein Die Impedanz der
Gegenelektrode ist hierbei deutlich kleiner als die der Arbeitselektrode und deshalb

vernachlassigbar. In Abbildung 3-8 ist das ECIS-Messprinzip schematisch dargestellt.
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Abbildung 3-8: Schematische Darstellung des ECIS-Messprinzips. Arbeits-
und Gegenelektrode sind zur Messung der Impedanz Gber das Medium
verbunden [198].

Die Erhohung der elektrischen Impedanz einer mit Zellen besiedelten Elektrode im
Vergleich zu einer unbesiedelten Elektrode kommt dadurch zustande, dass sich die
Zellen auf der Elektrode wie Isolatorpartikel verhalten und den Strom zwingen, um
den Zellkorper herumzuflieBen. Durch die Messung der frequenzabhangigen
Impedanz kann zwischen Beitrdgen durch Zell-Zell-Kontakt und Zell-Substrat-
Kontakt unterschieden werden, da der Strom bei unterschiedlichen Frequenzen auf

unterschiedlichen Wegen durch den Zelllayer tritt.
Es konnen drei Parameter gemessen werden (in Abbildung 3-9 veranschaulicht):

R, = Der Grenzschichtwiderstand, welcher zwischen 0 und ungefahr 100 Q liegen
kann und ein wichtiger Parameter fur die Studien von Endothel- und

Epithelzellen ist.
o= Der Strom, der zwischen der Zellschicht und der Elektrode flieRt.

Cm= Der Wert, der Durchschnittskapazitiat der Zellplasmamembranen auf einer

konfluent mit Zellen besiedelten Elektrode.
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o

Abbildung 3-9: Schematische Darstellung der mit ECIS moglichen gemessen
Parameter [200].

ECIS kann fir viele verschiedene zellbasierende Tests angewandt werden. Es kénnen
Zellproliferations- und Migrationstudien [201], [202] sowie Anhaftung und Spreizung
von Zellen auf ECM Proteinen gemessen werden [203]. Des Weiteren konnen
Wundheilungs- und Elektroporationen [201], [204] und toxikologische Screenings
durchgefuhrt werden [205]. Eine weitere mit ECIS bestimmbare GroRe ist der
maogliche zellschadigende Effekt von viralen Infektionen, sowie die Messung des
metastasischen Potentials von Tumorzellen [206], [207].

Signal-Transduktionen und G-protein coupled receptor sreeenings (GPCR-
screenings) sind ebenfalls schon von einigen Arbeitsgruppen mit Hilfe von ECIS
durchgefuhrt worden [208], [209].

Auswertung der ECIS-Spektren

Zur Auswertung der mit der ECIS-Technik aufgenommenen Impedanzspektren wird
das Modell von Giaever und Keese angewandt [200].

Wie schon beschrieben setzten sich die Impedanzbeitrage der Zellschicht aus den drei
Parametern a, R, und C,, zusammen. Ry beschreibt den Widerstand zwischen den
Zellen. a drickt die frequenzabhéngige Impedanz innerhalb des Zell-Substrat-

Kontaktes aus und ist definiert als:

p)0'5 (Formel 4.7)

mit  r. = Radius der Zelle
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p = spezifischer Elektrolytwiderstand im Spalt zwischen Zelle und Substrat

h = Abstand zwischen Zellen und Substrat

Cn ist die spezifische Kapazitat der Zellmembran und wird durch deren dielektrischen
Eigenschaften und Morphologie beschrieben. Nach Giaever und Keese kann die

Impedanz zellbedeckter Goldelektroden wie folgt beschrieben werden:

_Zm (Formel 4.8)
11 Zn Zn + Zm
Ztotal Zn Zn + Zm m . M+ b (L+ i)
2 I (yr) Z Zm
mit  y=S- |-+ —
mit m L

mit  Z, = Impedanz der Elektrode ohne Zellen
Zy, = Impedanz der Plasmamembran
lo = modifizierte Besselfunktion erster Art der Ordnung 0

I, = modifizierte Besselfunktion erster Art der Ordnung 1

Die iterative Anpassung der Ubertragungsfunktion an die gemessenen
Impedanzmessungen zur Bestimmung der Parameter Ry, a und Cp, erfolgt nach dem
Verfahren von Wegener et al. [198]. Die gute Ubereinstimmung der experimentell
ermittelten Daten und der nach dem Modell angepassten Ubertragungsfunktion ist in
Abbildung 3-10 dargestellt.
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Abbildung 3-10: Impedanzspektrum einer ECIS-Elektrode mit und ohne

Zellen.  Die durchgezogene Linie reprasentiert —die angepasste
Ubertragungsfunktion [198].
schon beschrieben wird fir die quantitative Auswertung

eines

Impedanzspektrums ein Ersatzschaltbild erstellt, welches anhand von klassischen

Bauteilen die elektrischen Eigenschaften des Systems so genau wie mdglich

beschreibt.

Aus den Parametern Ry, o und C, des ECIS-Models und einigen zusétzlichen

elektrischen Komponenten, welche die elektrischen Eigenschaften der Elektrode und

des Mediums bertcksichtigen, l&sst sich fur das ECIS-Model eine veranschaulichte

Ersatzschaltung erstellen (siehe Abbildung 3-11).

Abbildung 3-11: Schematische Darstellung der Ersatzschaltung einer
Zellschicht auf Goldelektroden basierend auf dem Model von Giaever and
Keese (1991). Mit: Rpuk = Widerstand der Elektrolytlésung,
a = Impedanzelement  zur  Beschreibung des  frequenzabhéngigen
Impedanzbeitrags aus dem Zell-Substrat-Kontakt, C,, = Kapazitat der
Plasmamembran, R, = Membranwiderstand, CPE = konstantes
Phasenelement.



Theoretische Grundlagen 38

Die Ersatzschaltung besteht im wesentlichen aus vier Elementen: (1) den Ohmschen
Widerstanden mit der Impedanz R und einer Phasenverschiebung von 0, (2) den
Kondensatoren C mit der Impedanz 1/ioC und einer Phasenverschiebung von —u/2,
(3) den nicht idealen Impedanzbeitrdgen durch das konstante Phasenelement CPE und
(4) dem Impedanzbeitrag a des Zell-Substrat-Kontaktes.

Das CPE beschreibt die Impedanz an der Grenzflache der Goldelektrode und der
Elektrolytldsung und ist gegeben durch:

_ (Formel 4.9)
Z (CPE) = oy A
Fur die Phasenverschiebung ¢ gilt dementsprechend:
-, (Formel 4.10)
@(CPE) = —n >
mit n=1[0,1]

Die Frequenzabhangigkeit der Impedanz wird entscheidend vom Parameter n
bestimmt und liegt zwischen dem eines Ohmschen Widerstands (n = 0, R = 1/A) und
eines idealen Kondensators (n=1, C=A). Die elektrischen Eigenschaften des
Kulturmediums werden durch Ry beschrieben und die elektrischen Eigenschaften
der Zellmonolayer werden durch den Kondensator mit der Kapazitat Cp, dem

Ohmschen Widerstand R, und durch die frequenzabhangige Konstante o dargestellt.

3.6.3 Zelltod

Uber Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing kann eine Aussage Uiber lebende und
tote Zellen gemacht werden, aber nicht ohne weiteres die Unterschiede des Zelltodes

bestimmt werden. Im Folgenden werden die Mechanismen des Zelltodes erlautert.

Der Zelltod ist ein irreversibler Prozess der Zelle, welcher sich durch das Erléschen
des Stoffwechsels, sowie der morphologischen Integritat der Zelle auszeichnet. Dabei
wird zwischen zwei Formen des Zelltods unterschieden: der Apoptose, dem

programmiertem Zelltod und der Nekrose, dem ,,zuféalligen* Zelltod.
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Die Apoptose ist ein programmierter und geregelt ablaufender Prozess. Sie wurde
erstmals 1972 von Kerr et al. beschrieben [210]. Bei der Apoptose verandert die Zelle
ihre Morphologie. Zunéchst separiert sich die Zelle aus dem Zellverband, was zu
einer Verringerung des Zytoplasmas fihrt und eine Schrumpfung des Zellkerns
bedingt. Durch Kondensation von Chromatin im Zellkern kommt es zur
systematischen Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen. AnschlieBend zerfallt
die Zelle durch Ausstulpungen an der Zytoplasmamembran, in kleine
membranumhiillte Vesikel, apoptotic bodies genannt. Im Gegensatz zur Nekrose
entstehen bei der Apoptose keine zusatzlichen Schadigungen des umliegenden
Gewebes, da die apoptotic bodies durch Phagozytose beseitigt werden.

Die Induzierung von Apoptose kann Uber zahlreiche Wege erfolgen, man
unterscheidet jedoch grundsatzlich zwischen dem extrinsischen und intrinsischen
Weg. Beim extrinsischen Weg wird die Apoptose durch die Bindung eines
spezifischen Liganden an einen der sogenannten Todesrezeptoren ausgeldst [211].
Bindet einer dieser Liganden an einen Rezeptor, kommt es zur Oligomerisierung des
Rezeptors wodurch Bruckenproteine, wie z.B. FADD, an die intrazellulare
Todesdoméne des Rezeptors binden kénnen. Es kommt zur Spaltung von Procaspase-
8 in ihre aktive Caspase-8-Form, an den aus Brickenprotein und Todesdomane
gebildeten Komplexen, auch DISC (death inducing signaling complex) genannt [212].
Durch Entstehung aktiver Caspase-8 wird die Caspase-Kaskade ausgeldst, deren
zentrales Enzym die Effektorcaspase ist, und die anschlieBend Uber die Aktivierung
verschiedener Faktoren in einer DNA-Fragmentierung und morphologischer
Anderung resultiert.

Wird die Apoptose Uber den intrinsischen Weg ausgel6st, 16sen Apoptosestimuli
verschiedener zellinterner Urspriinge den Austritt von Cytochrom ¢ und einigen
anderen Molekdlen aus den Mitochondrien aus. Zusammen mit dem Protein APAF-1
(apoptosis protease-activating factor-1), ATP und Procaspase-9 bildet Cytochrom ¢
das Apoptosom, welches fur die Aktivierung von Caspase-9 und die daraus
resultierende Aktivierung der Caspase 3. Zusatzlich wird die Aktivitat von Apoptose
inhibierenden Proteinen (IAP) durch die Freisetzung des Smac/Diablo-Komplexes
(second mitochondria-derived activator of caspase/direct 1AP-binding protein with
low pl) aus den Mitochondrien verhindert [213], [214].

Eine weitere Mdglichkeit zur Auslosung von Apoptose kann auf Stress im

Endoplasmatischen Retikulum (ER), z.B. eine Stérung des Calciumgehaltes einer
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Zelle, zurlckzufuhren sein [215], [216]. Bei ER-Stress kommt es zu einer Anhaufung
von falsch gefalteten Proteinen, was zu einer Verringerung der Proteinsynthese, sowie
der erhdhten Produktion von Chaperonen fiihrt. Bei nicht ausreichendem Ausgleich
dieser Fehlfaltungen durch die Zelle kommt es am ER durch Homodimerisierung und
anschlieBender proteolytischer Spaltung zur Aktivierung von Procaspase-12 [217].
AnschlieBend wird durch Caspase-12 Caspase-9 aktiviert und somit der gleiche
Apoptoseweg wie bei der Mitochondrien-vermittelten Apoptose eingeschlagen [218].
Das finale Stadium der Apoptose wird durch die proteolytische Aktivitat der
Caspase-3, sowie weiterer Effektorcaspasen gestartet. Durch Caspase-3 wird die
caspaseabhangige DNase, die fur die Fragmentierung der DNA zustandig ist durch die
Spaltung von ICAD, dem Inhibitor von CAD, aktiviert. Die Poly-(ADP-Ribosyl)-
Polymerase (PARP), welche fur die Initilerung von DNA Reparaturvorgangen nétig
ist, wird ebenfalls durch Caspase-3 gespalten. Die Aktivitat der Caspase tragt durch
die Spaltung der Proteine Laminin A und C, welche fir die Stabilitat der
Kernmembran wichtig sind, zur Destabilisierung des Zellkerns bei [219]. Diese
Vorgange, sowie eine Reihe weiterer komplexer Abléufe fuhren zum Abbau der
nuklearen DNA und zur Abschnirung von Vesikeln, die charakteristisch fir die
Apoptose sind.

Im Gegensatz dazu kommt es bei der Nekrose zum Anschwellen des Zellkerns und
der Zelle selbst und einer darauffolgenden Entziindungsreaktion. Die Ursache fur
Nekrose ist pathologisch, sie wird z.B. durch starke letale Toxizitdt oder ein
Zelltrauma, wie Nahr- oder Sauerstoffmangel verursacht. Es folgt eine Zerstérung der
Zellorganellen, sowie der Zellmembran, wohingegen an der Zelloberflache keine
Veréanderungen stattfinden. Es kommt zu einer Zerstérung der DNA und dem Verlust
der Regulation der lonenhomeostase. In Abbildung 3-12 ist der Vergleich zwischen

Apoptose und Nekrose schematisch dargestellt.
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Abbildung 3-12: Vergleich von Apoptose und Nekrose.
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4 Experimenteller Teil

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Titandioxid-, Zinkoxid- und Silbernanopartikel auf
ihre Toxizitat auf unterschiedliche Zelllinien sowie Primérzellen untersucht. Um den
hervorgerufenen Effekt der Partikel auf die Zellen den Partikeln selbst und nicht
eventuell herausgeldsten lonen zuzuschreiben werden Zn** und Ag* -lonen in der
gleichen Konzentrationen getestet. Dazu wurden zunéchst die Grollen der Partikel
uber DLS-Messungen und REM-Aufnahmen bestimmt (Abschnitt 4.3). Zur
Bestimmung der Viabilitdt der Zellen nach Kultivierung mit Partikeln wurde der
MTT-Test angewandt. Aus den erhaltenen Ergebnissen wurden Dosis-
Wirkungskurven erstellt und NOAEC (No Observed Adverse Effect Concentration),
TLC (Total Lethal Concentration) und ICsy (Inhibitory Concentration 50 %)
berechnet (Abschnitt 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3). Des Weiteren wurden Electric-Cell-
Substrate-Impedance-Sensing Messungen der mit Partikeln kultivierten Zellen
durchgefuhrt (Abschnitt 4.4.4). Um den Einfluss der Exposition von Partikeln als
Suspension oder Aerosol zu bestimmen wurden Zellkulturuntersuchungen mit dem
Cultex® Radial Flow System durchgefihrt (Abschnitt 4.4.5). Der Vergleich der
Toxizitat der Partikel auf 2D, bzw. 3D-strukturierte Zellkulturen wurde ebenfalls
untersucht (Abschnitt 4.4.6). Es wurde der durch Partikel ausgel6ste oxidative Stress
der Zellen bestimmt (Abschnitt 4.5). Zur Bestimmung der Art des Zelltodes der mit
Partikeln Kkultivierten Zellen wurde die Freisetzung von LDH (Abschnitt 4.6.1), die
Caspase3/7-Aktivitat bestimmt (Abschnitt 4.6.2) sowie durchflusszytometrische
Methoden angewandt (Abschnitt 4.6.3). Die DNA-Schadigung von Zellen inkubiert
mit Partikeln wurde Gber den Komet-Assay bestimmt (Abschnitt 6.14).

4.1 Auswahl der Zelllinien

Aufgrund der mdglichen Aufnahmewege von Nanomaterialien in den Organismus
uber die Lunge, den Magen-Darm-Trakt und die Haut, und der mdglichen
Anreicherungen von in den Koérper aufgenommenen Nanopartikeln in der Niere und
in der Leber wurden fir die Toxizitatsuntersuchungen folgende Zelllinien und
Primérzellen ausgewéhlt: A-549, NIH-3T3, CACO-2, HEP-G2, PC-12, HELA, MSC
aus Nabelschnur (uc-MSC) und Fett (ad-MSC). Die Herkunft der Zelllinien, sowie die
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Medienzusammensetzung und Kultivierung ist in Abschnitt 6.2 beschrieben. Die
verwendeten MSC wurden nach den Protokollen in Abschnitt 6.2.2.1 aus Nabelschnur

und in Abschnitt 6.2.2.2 aus Fettgewebe isoliert.

Tabelle 4-1: Verwendete Zellen und deren Ursprung.

Zelle Ursprung

NIH-3T3 Haut

A-549 Lunge

HEP-G2 Leber

PC-12 Niere

CACO-2 Darm

HELA Eierstock

Stammzellen Fettgewebe (im Folgenden mit ad-MSC bezeichnet)
Nabelschnur (im Folgenden uc-MSC bezeichnet)

4.2 Untersuchte Partikel

Silbernanopartikel

Die Silbernanopartikel wurden am Institute of Nuclear Physics in Tashkent,
Usbekistan, synthetisiert. Die Generation von Silberionen aus reinen Silberelektroden
erfolgt bei 12 V [220] und Uber eine Elektroreduktion in 3 Phasen erhdlt man eine
wassrige kolloidale Silberlosung [221]. Die Bestimmung der Partikel- und
lonenkonzentration der Losung erfolgte Giber Neutronenaktvierungsanalyse (NAA)
[222].

ZnO-Nanopartikel

Die undotierten ZnO-Partikel sowie die mit 2 % Co, 2 % Mn, 3 %Ag, 5 %Ag, 3 %Sh
und 7 % Al dotierten ZnO-Partikel wurden von der Firma IBUtec im Rahmen des
BMBF- Projektes HelioClean (Projektnummer: 03X0069F) synthetisiert. Die Partikel
sollen Anwendungen in der Bau-und Farbindustrie als Zusatz zu Farben und Zement

sowie als Beschichtung fur Dachziegel Einsatz finden. Die Dotierungen sollen die
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Bandlucke der ZnO-Partikel verschieben und diese photokatalytisch aktiver machen,

bzw. Photokatalyse im sichtbaren Bereich erméglichen.

TiO,-Nanopartikel

Die Titandioxidpartikel wurden von Hanan Mohammed im Rahmen ihrer Dissertation
im Arbeitskreis von Prof. Bahnemann am Institut fir Technische Chemie der Leibniz
Universitat Hannover synthetisiert und charakterisiert. Es handelt sich um Partikel,
die als reine Anatas-Struktur vorliegen und eine GroRe von 2 nm besitzen [223],
[224].

Die unterschiedlichen Lésungen 0,75 % AIO(OH), 0,75 % AIO(OH) / 3 % SiO, und
0,75% AIO(OH) /3% SiO,/1,6% TiO, sind ebenfalls im Rahmen des BMBF
Projektes HelioClean (Projektnummer: 03XO0069F) synthetisierte Ldsungen und
wurden schon in ersten Vorversuche fiir die Beschichtung von Dachziegeln
angewandt. Sie basieren auf wassrigen Losungen und die jeweils angegebene

Prozentzahl steht fur die Zugabe der Substanz in Form von Nanopartikeln.

4.3 Bestimmung der Partikelgrof3e

Die PartikelgroRen der untersuchten Nanopartikel wurden mittels REM-Aufnahmen
(Beschreibung in Abschnitt 6.4) und die hydrodynamischen Durchmesser mit
Dynamic Light Scattering Messungen (DLS) (Beschreibung in Abschnitt 6.3)
bestimmt. Die DLS-Messungen wurden in Wasser und in der gleichen
Partikelkonzentration im entsprechenden Medium der jeweiligen Zelllinie
durchgefuhrt.

Silber

In Abbildung 4-1 sind die Ergebnisse der DLS-Messungen von Silbernanopartikeln in
einer Konzentration von 10 ppm in Wasser (A) und in einer Konzentration von
10 ppm in DMEM + 10% FKS + 1% P/S (B) gezeigt. Auf die graphische
Darstellung der DLS-Messungen von Silbernanopartikeln in den anderen verwendeten
Zellkulturmedien wurde verzichtet. In Tabelle 4-2 sind die hydrodynamischen

Durchmesser [nm] der Silbernanopartikel in einer Konzentration von 10 ppm in den
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entsprechenden Zellkulturmedien und Zusatzen aufgelistet. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die hydrodynamischen Durchmesser der Partikel im Medium (6 + 2
nm) wesentlich geringer sind als die in reinem Wasser (110 £ 10 nm), wobei der
Medienzusatz keinen Einfluss auf die GroRe hat. Die im Medium enthaltenen Proteine
stabilisieren die Partikel, indem sie eine Hulle um die Partikel ausbilden und somit
eine Aggregation und Agglomeration verhindern.

30 35

A

25
20
F20
15 =
1
Ny
-
10
10
s s
0 I II'... 0 ...
8 33 o 2 8

142 615 2669 33 142 615 2669
hydrodynamischer Durchmesser [nm] hydrodynamischer Durchmesser [nm]

Anzahl [%]

Abbildung 4-1: DLS-Messungen von Silbernanopartikeln in einer
Konzentration von 10 ppm in Wasser (A) und in einer Konzentration
von 10 ppm in DMEM + 10 % FKS + 1 % P/S (B).

Tabelle 4-2: Hydrodynamische Durchmesser [nm] der Silbernanopartikel in
einer Konzentration von 10 ppm in den angegeben L&sungen.

Wasser 10 % FKS 10 % NKS 10% HOS MEM
5 % FKS 20 % FKS

hydrodynamischer 110+10 62 62 62 51

Durchmesser [nm]

Zinkoxid

Die Ergebnisse der DLS-Messungen von ZnO-Partikeln in einer Konzentration von
50 ppm in Wasser (A) und in einer Konzentration von 50 ppm in DMEM + 10 % FKS
+1 % P/S (B) sind in Abbildung 4-2 dargestellt. Auch hier wurde auf die graphische
Darstellung aller DLS-Messungen der ZnO-Partikel und dotierten ZnO-Partikel in den
verwendeten Medien und Zusatzen verzichtet. Die Ergebnisse in Tabelle 4-3
aufgelistet. Die Partikel werden auch hier von den im Medium enthaltenen Proteinen

stabilisiert, wobei die verschiedenen Seren keinen Einfluss auf den hydrodynamischen
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Durchmesser haben. Reine, undotierte ZnO-Partikel weisen in Wasser den kleinsten
hydrodynamischen Durchmesser auf (14 £ 3 nm), wohingegen die mit 2% Mn
dotierten ZnO-Partikel in Wasser mit einem Durchmesser von 34 £ 6 nm den grofiten
Die die

hydrodynamischen Durchmesser in reinem Wasser zu haben, wobei ein Einfluss der

Durchmesser  besitzen. Dotierung scheint einen Einfluss auf

Dotierung auf die Durchmesser im Medium nicht erkennbar ist.
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Abbildung 4-2:

142

A

2669

60,00

50,00

40,00

30,00

Anzahl (%)

20,00

10,00

0,00
2

8 33 142

615 2669

hydrodynamischer Durchmesser (nm)

DLS-Messungen von ZnO-Nanopartikeln in
Konzentration von 50 ppm in Wasser (A) und in einer Konzentration von
50 ppm in DMEM + 10 % FKS + 1 % P/S (B).
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Tabelle 4-3: Hydrodynamische Durchmesser und Uber REM bestimmte
PartikelgrofRen der undotierten ZnO-, sowie der dotierten ZnO-Nanopartikel
(angegeben in nm) in einer Konzentration von 50 ppm in den angegebenen

Ldsungen.
REM | Wasser |10 % FKS | 10 % NKS | 10 % HOS | MEM
5% FKS 20 % FKS

ZnO 16+3 | 14+3 92 9+2 7+3 7+2
Zn0(2%Co) |12+2 |21+3 9+2 71 71 7x1
ZnO (2% Mn) | 12+2 [ 34+6 7+2 9+2 61 61
ZnO (5% Ag) |14+£3 | 252 8+2 8+2 71 7x1
ZnO (3% Ag) | 143 |27+3 9+2 9+2 71 7x1
ZnO (3%Sh) |11+2 |31+4 8+2 8+2 71 7x1
ZnO (7% Al) |10+£2 [22+3 71 7+1 6+2 6+2
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In Abbildung 4-3 sind REM-Aufnahmen von ZnO-Partikeln (A), ZnO-Partikeln
dotiert mit 2 % Co (B), mit 2 % Mn (C), mit 3 % Ag (D), 5% Ag (E), 3 % Sb (F) und
mit 7% Al (G) gezeigt. Es ist zu erkennen, dass die PartikelgroRen im gleichen
Bereich liegen und die Partikel wenig agglomeriert und aggregiert vorliegen. Die aus
den REM-Aufnahmen bestimmten PartikelgrofRen sind ebenfalls in Tabelle 4-3
aufgelistet. Hier zeigt sich, dass die reinen undotierten ZnO-Partikel gréfer sind als
die dotierten ZnO-Partikel, im Gegensatz zu dem tber DLS-Messungen bestimmten
hydrodynamischen Durchmesser. Die dotierten, sowie undotierten ZnO-Partikel

liegen im GroRenbereich zwischen 8 und 19 nm.

Abbildung 4-3: REM-Aufnahmen von ZnO Partikeln (A), ZnO Partikeln
dotiert mit 2% Co (B), dotiert mit 2% Mn (C), dotiert mit 3% Ag (D),
dotiert mit 5 % Ag (E), dotiert mit 3 % Sb (F) and dotiert mit 7 % Al (G).
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4.4 Viabilitait

Der toxische Effekt der unterschiedlichen Nanopartikel auf die verschiedenen Zellen
wurde Uber die Bestimmung der Viabilitat der Zellen nach Nanopartikelzugabe im
Vergleich zur Viabilitat von Zellen kultiviert in Normalmedium bestimmt.

Die Viabilitaten wurden tber den MTT-Test ermittelt. Die Durchfiihrung ist in
Abschnitt 6.5 beschrieben. Jedes Einzelexperiment wurde hier 3-mal, jeweils in einer
5-fach-Bestimmung durchgefiihnrt. Aus den aus dem MTT-Test erhaltenen
Ergebnissen werden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt und No Observed Adverse Effect
Concentration (NOAEC), Inhibitory Concentration (50) (ICsp), und Total Lethal
Concentration (TLC) nach den in Abschnitt 6.6 beschriebenen Formeln berechnet.
Die NOAEC wurde definiert als Konzentration, bei der noch 95 % der Zellen viabel
sind, die TLC als Konzentration bei der noch 5 % der Zellen viabel sind und die ICs
als die Konzentration bei der 50 % der Zellen viabel sind.

Die Berechnung der Dosis-Wirkungskurven erfolgte jeweils mit Gleichungen. Die
uber die Formel 6.2 berechneten Kurven zeigten jedoch keine sehr guten
Ubereinstimmungen mit den experimentell ermittelten Viabilitaten (Darstellung nicht
gezeigt). Formel 6.1 stimmte fir alle untersuchten Nanopartikel und lonen auf alle
Zelllinien besser mit den experimentellen Daten Uberein und wurde deshalb fir die
Berechnungen verwendet. Die 1Cso ergab sich aus der Berechnung der Dosis-
Wirkungs-Kurven, und die NOAEC wurden mit Formel 6.3 und die TLC
entsprechend mit Formel 6.5 berechnet. In den folgenden Diagrammen wurde auf die
Darstellung der mit Formel 6.2 berechneten Kurven verzichtet und nur die mit Formel

6.1 extrapolierten Werte gezeigt.

4.4.1 Silber

In Abbildung 4-4 sind die Viabilitaten von A-549-Zellen kultiviert mit verschiedenen
Konzentrationen an Silbernanopartikeln im Medium dargestellt. Die Viabilitaten sind
auf 1 (Viabilitat der Zellen in Normalmedium) normiert. Bei Zugabe von 10, 20 und
25 ppm an Silbernanopartikel im Medium weichen die Viabilitdten der Zellen
signifikant von der der Zellen kultiviert in Medium ohne Partikelzusatz ab.
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Bei Kultivierung von A-549-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Silberionen im Medium weichen nur die Viabilitdten der Zellen, die mit 25 und
50 ppm versetzt wurden signifikant von der Referenz (Zellen kultiviert in
Normalmedium) ab (Abbildung 4-5).
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Abbildung 4-4: Auf 1 normierte Viabilitaten (Viabilitat von Zellen kultiviert
in Kulturmedium = 1) von A-549-Zellen kultiviert mit Silbernanopartikeln in
unterschiedlichen Konzentrationen. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus flnf
Einzelmessungen + Standardfehler. Statistisch signifikante Unterschiede
gegeniber der Viabilitat der Zellen kultiviert in Kulturmedium sind mit * fiir
p < 0,05 gekennzeichnet.
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Abbildung 4-5: Auf 1 normierte Viabilitaten (Viabilitat von Zellen kultiviert
in Kulturmedium = 1) von A-549-Zellen kultiviert mit Silber-lonen in
unterschiedlichen Konzentrationen. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus flnf
Einzelmessungen + Standardfehler. Statistisch signifikante Unterschiede
gegenuber der Viabilitat der Zellen kultiviert in Kulturmedium sind mit * fiir
p < 0,05 gekennzeichnet.
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Die aus Abbildung 4-4 und Abbildung 4-5 ermittelte Dosis-Wirkungs-Kurven von
A-549-Zellen kultiviert mit Silbernanopartikeln und Silberionen sind in Abbildung
4-6 (A) gezeigt. Auf die graphische Darstellung der Viabilitdten von NIH-3T3-Zellen,
HEP-G2-Zellen und PC-12-Zellen kultiviert mit Silberpartikeln und Silberionen als
im Saulendiagramm wurde verzichtet und nur die daraus ermittelten Dosis-Wirkungs-
Kurven in Abbildung 4-6 dargestellt. Es ist deutlich, dass die mit Formel 6.1
berechneten Dosis-Wirkungs-Kurven eine sehr gute Ubereinstimmung zu den

experimentell bestimmten Viabilitaten zeigen.
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Abbildung 4-6: Dosis-Wirkungs-Kurven, sowie experimentell bestimmte
Viabilitdten von A-549-Zellen (A), NIH-3T3-Zellen (B), HEP-G2-Zellen (C),
PC-12-Zellen (D) kultiviert mit Silbernanopartikeln und Silberionen.

Die aus den Dosis-Wirkungs-Kurven berechneten NOAEC, ICsy und TLC von
A-549-, NIH-3T3-, HEP-G2- und PC-12-Zellen kultiviert mit Silbernanopartikeln und
Silberionen sind in Tabelle 4-4 zusammengefasst. Aus den Kurven in Abbildung 4-6
und anhand der berechneten Werte in Tabelle 4-4 st erkennbar, dass

Silbernanopartikel auf alle Zelllinien in geringeren Konzentrationen toxisch wirken
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als Silberionen. PC-12-Zellen und NIH-3T3-Zellen zeigen den groRten Effekt bei
Kultivierung mit Silbernanopartikeln, die TLC liegen bei 5 ppm, wohingegen die
TLC fur HEP-G2-Zellen bei 9 ppm und fur A-549-Zellen bei 14 ppm liegen. Am
empfindlichsten auf den Zusatz von Silberionen im Medium reagieren die PC-12-
Zellen, hier liegt die TLC bei 26 ppm. Am wenigsten empfindlich reagieren die
HEP-G2 Zellen (TLC = 144 ppm).

Tabelle 4-4: NOAEC, ICs, und TLC fur A-549-, NIH-3T3-, HEP-G2- und
PC-12-Zellen kultiviert mit Silber-Nanopartikeln und Silberionen.

Silbernanopartikel Silberionen
NOAEC ICso TLC NOAEC ICso TLC
A-549 6 ppm 10 ppm 14 ppm 19 ppm 72 ppm 144 ppm

NIH-3T3 3 ppm 4 ppm 5 ppm 59 ppm 72 ppm 86 ppm
HEP-G2 4 ppm 6 ppm 9 ppm 94 ppm 97 ppm 99 ppm
PC-12 3 ppm 4 ppm 5 ppm 24 ppm 25 ppm 26 ppm

Kultiviert man primére Zellen mit Silbernanopartikeln und Silberionen als Zusatz im
Medium zeigt sich ein &hnliches Ergebnis. Die Dosis-Wirkungs-Kurven von uc-MSC
(A) und ad-MSC (B) sind in Abbildung 4-7 gezeigt. Die Kurvenverlaufe der mit
Partikeln und lonen Kkultivierten Nabelschnurzellen zeigen eine sehr ahnlichen
Verlauf, wie die der Zelllinien (Abbildung 4-6), wéahrend der Kurvenverlauf der ad-
MSC zeigt, dass die lonen in geringeren Konzentrationen eine toxische Wirkung auf
die Zellen haben als die Partikel. Dieses Ergebnis wird durch die berechneten
NOAEC, ICso und TLC, gezeigt in Tabelle 4-5, bestétigt. Die TLC fiir die uc-MSC
kultiviert mit Partikeln liegt bei 26 ppm und fur die ad-MSC bei 9 ppm. Die TLC fir
die mesenchymalen Stammzellen kultiviert mit Silberionen liegen jedoch nicht in der
gleichen GrélRenordnung, 61 ppm fur uc-MSC und 6 ppm fir die ad-MSC.
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Abbildung 4-7: Dosis-Wirkungs-Kurven von uc-MSC(A) und ad-MSC (B)
kultiviert mit Silbernanopartikeln und Silberionen.

Tabelle 4-5: NOAEC, ICs und TLC von mesenchymalen Stammzellen
kultiviert mit Silbernanopartikeln und Silberionen.

Silbernanopartikel Silberionen
NOAEC  ICs TLC NOAEC  ICs TLC
uc-MSC 6ppm 10 ppm 26 ppm 10 ppm 18 ppm 61 ppm

ad-MSC 7 ppm 8 ppm 9 ppm 4 ppm 5 ppm 6 ppm

Fazit:

Die Silbernanopartikel hatten auf alle untersuchten Zelllinien in geringeren
Konzentrationen eine toxische Wirkung als die Silberionen. Es lasst sich eine
folgende Abstufung in der Empfindlichkeit der Zellen gegenuber der Partikel
aufstellen: NIH-3T3, PC-12 (TLC = 5ppm) > HEP-G2 (TLC = 9 ppm) > A-549
(TLC =14 ppm).

Die Abstufungen in der Empfindlichkeit gegeniiber Ag*-lonen auf die Zelllinien
ergibt sich zu: PC-12 (TLC = 20 ppm) > NIH-3T3 (TLC = 86 ppm) > HEP-G2 (TLC
=99 ppm) > A-549 (TLC = 144 ppm). Das bedeutet, dass die Partikel auf die PC-12-
Zellen 5-mal, auf die A-549- und HEP-G2-Zellen 10-mal und auf die NIH-3T3-Zellen

17 —mal toxischer wirken als Ag*-lonen.
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Die toxische Wirkung der Partikel auf die uc-MSC ist 2-3-mal hoher, als die der
lonen, wobei die Zellen nicht wie erwartet empfindlicher als die Zelllinien auf Zugabe
von Partikeln und lonen reagieren, sondern bei Zugabe von Partikeln hohere TLC
zeigen. Auf die ad-MSC haben die Partikel und lonen etwa in der gleichen
Konzentration einen toxischen Effekt. Die TLC liegt bei Zugabe von Partikeln bei
9 ppm und bei Zugabe von lonen sogar etwas niedriger bei 6 ppm. Die ad-MSC
reagierten von allen untersuchten Zelltypen wesentlich empfindlicher auf die
Kultivierung mit Silberionen. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Zellen
kultiviert mit den Partikeln nicht aufgrund von herausgeldsten lonen aus den Partikeln

sterben, sondern die Partikel selbst den toxischen Effekt ausldsen.

4.4.2 Zinkoxid

Ebenso wie fir die Silberpartikel und Silberionen wurden auch fur die ZnO-Partikel
und Zn?*-lonen die Viabilitaten der Zellen nach Kultivierung mit Partikel und lonen
bestimmt.

In Abbildung 4-8 sind die Viabilitditen von A-549-Zellen kultiviert mit
unterschiedlichen Konzentrationen an ZnO-Nanopartikeln dargestellt. Bei Zugabe ab
Konzentrationen von 15 ppm und hoher sind die Viabilitaten signifikant niedriger als
die von Zellen kultiviert in Normalmedium (normiert auf 1). Bei Zugabe von
Partikeln in Konzentrationen ab 30 ppm im Medium sind keine viablen Zellen mehr
erkennbar. Ebenfalls signifikant geringere Viabilitaten weisen die Zellen kultiviert mit
Konzentrationen von 0,01 und 0,1 ppm an ZnO-Partikeln im Medium auf, wobei
dieses auf einen Fehler beim Ausplattieren der Zellen oder auf Messungenauigkeiten
zuruckzufiihren sein muss.

Die Viabilitdten von A-549-Zellen kultiviert mit unterschiedlichen Zn?*-lonen im
Kulturmedium sind in Abbildung 4-9 gezeigt. Ab einer Zugabe von Zn*'-
lonenkonzentrationen von 50 ppm im Medium sind keine viable Zellen mehr zu
erkennen und bei Zugabe von 30 ppm Zn®* ist die Viabilitat signifikant geringer als
die der Referenz. Die signifikant geringeren Viabilitaten der Zellen bei Kultivierung
mit 0,1 und 0,5 ppm im Vergleich zur Referenz missen auch hier auf Schwankungen
der Zellzanl beim Besiedeln der Platten oder auf Messungenauigkeiten

zurtickzufiihren sein.
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Abbildung 4-8: Auf 1 normierte Viabilitaten (Viabilitat von Zellen kultiviert
in Kulturmedium = 1) von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-Nanopartikeln in
unterschiedlichen Konzentrationen. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus fiinf
Einzelmessungen + Standardfehler. Statistisch signifikante Unterschiede
gegenuber der Viabilitat der Zellen kultiviert in Kulturmedium sind mit * fiir
p < 0,05 gekennzeichnet.
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Abbildung 4-9: Auf 1 normierte Viabilitiaten (Viabilitat von Zellen kultiviert
in Kulturmedium = 1) von A-549-Zellen kultiviert mit Zn®*-lonen in
unterschiedlichen Konzentrationen. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus finf
Einzelmessungen + Standardfehler. Statistisch signifikante Unterschiede
gegenuber der Viabilitat der Zellen kultiviert in Kulturmedium sind mit * fiir
p < 0,05 gekennzeichnet.

Aus den Ergebnissen des MTT-Tests der A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-Partikeln
(Abbildung 4-8) und mit Zn**-lonen (Abbildung 4-9) lassen sich Dosis-Wirkungs-
Kurven berechnen, welche in Abbildung 4-10 (A) gezeigt sind. Auf die Darstellung
der Ergebnisse des MTT-Test von NIH-3T3-, HEP-G2-, PC-12-, HELA- und
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CACO-2-Zellen kultiviert mit ZnO-Partikeln und Zn®*-lonen mit unterschiedlichen
Konzentrationen im Saulendiagramm wurde verzichtet und lediglich die daraus
ermittelten Dosis-Wirkungs-Kurven in Abbildung 4-10 (B-F) aufgetragen. Anhand
der Kurven lasst sich erkennen, dass die ZnO-Partikel auf alle verwendeten Zelllinien
in geringeren Konzentrationen toxisch wirken als die Zn**-lonen und dieser Effekt am
deutlichsten bei den NIH-3T3-Zellen zu beobachten ist.
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Abbildung 4-10: Dosis-Wirkungs-Kurven von A-549-Zellen (A), NIH-3T3-
Zellen (B), HEP-G2-Zellen (C), PC-12-Zellen (D), HELA-Zellen (E),
CACO-2-Zellen (F) kultiviert mit ZnO-Nanopartikeln und Zn**-lonen.



Experimenteller Teil 56

In Abbildung 4-11 sind die Dosis-Wirkungs-Kurven von uc-MSC (A) und ad-MSC
(B) kultiviert mit ZnO-Partikeln und Zn**-lonen gezeigt. Der Kurvenverlauf zeigt,
dass die Partikel auch auf die Nabelschnurzellen und die ad-MSC einen starkeren
toxischen Effekt haben als die Zn?*-lonen.
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Abbildung 4-11: Dosis-Wirkungs-Kurven von uc-MSC (A), ad-MSC (B)
kultiviert mit ZnO-Nanopartikeln und Zn*'-lonen.

Anhand der berechneten Konzentrationen, gezeigt in Tabelle 4-6, wird deutlich, dass
die ZnO-Partikel etwa 10-mal toxischer auf die Nabelschnurzellen wirken als die
Zn**-lonen. Bei Kultivierung von ad-MSC mit ZnO-Partikeln zeigt sich, dass die ICso
(7 ppm) etwas geringer ist als die der Zellen kultiviert mit Zn**-lonen (11 ppm), die
TLC (8 ppm) im Vergleich zu (20 ppm) ebenfalls geringer ist, die NOAEC fur Zellen
kultiviert mit ZnO-Partikeln (6 ppm) aber hoher ist als die von Zellen versetzt mit
Zn**-lonen (2 ppm). Der toxische Schwellenbereich fiir ZnO-Partikel liegt demnach

enger als der von Zn**-lonen.

Tabelle 4-6: NOAEC, ICs und TLC von mesenchymalen Stammzellen
kultiviert mit ZnO-Nanopartikeln und Zn**-lonen.

ZnO-Nanopartikel Zn**-lonen

NOAEC ICs0 TLC NOAEC ICs0 TLC

uc-MSC 0,6 ppm 1 ppm 1,3ppm 8 ppm 9 ppm 10 ppm
ad-MSC 6 ppm 7 ppm 8 ppm 2 ppm 11 ppm 20 ppm
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In Abbildung 4-12 sind die Dosis-Wirkungs-Kurven von A-549 (A)-, NIH-3T3 (B)-,
HEP-G2 (C)-, PC-12 (D)-, HELA (E)- und CACO-2 (F) -Zellen kultiviert mit ZnO-
Partikeln, Zn**-lonen und mit 2 % Co, 2 % Mn, 5 % Ag, 3 % Ag, 3 % Sh und 7 % Al

dotierten ZnO-Partikeln gezeigt.
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Abbildung 4-12: Dosis-Wirkungs-Kurven von A-549-Zellen (A), NIH-3T3-Zellen
(B), HEP-G2-Zellen (C), PC-12-Zellen (D), HELA-Zellen (E), CACO-2-Zellen (F)
kultiviert mit verschieden dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn?*-lonen.
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A-549-Zellen

Vergleicht man die TLC von A-549-Zellen kultiviert mit reinen ZnO-Partikeln und
mit dotierten ZnO-Partikeln, sowie lonen, gezeigt in Tabelle 4-7, ist erkennbar, dass
undotierte ZnO-Partikel den grolRten Einfluss auf die Viabilitat der Zellen haben und
die mit 2 % Mn dotierten ZnO-Partikel den geringsten Effekt auf A-549-Zellen haben.
Bei einigen Partikeln, wie denen mit 2% Co dotierten ZnO, ist der toxische
Schwellenbereich kleiner (NOAEC = 25 ppm, TLC = 32 ppm) als bei anderen, wie
z.B. mit 7 % Al dotierten ZnO-Partikeln (NOAEC = 33 ppm, TLC = 74 ppm).

NIH-3T3-Zellen

In Tabelle 4-8 sind die aus den Dosis-Wirkungs-Kurven berechneten NOAEC, 1Csg
und TLC fiir NIH-3T3-Zellen bei Kultivierung mit ZnO-Partikeln, Zn?*-lonen, sowie
der dotierten ZnO-Partikel angegeben. Den starksten Effekt auf NIH-3T3-Zellen
haben die reinen, undotierten ZnO-Partikel (TLC =7 ppm) und den am geringsten die
Zn**-lonen (TLC = 60 ppm). Die TLC der dotierten ZnO-Partikel liegen alle bei
12 ppm, nur der Wert fir die mit 2 % Mn dotierten Partikel liegt bei 16 ppm. Es ist

kein Einfluss der Dotierung auf den toxischen Effekt zu erkennen.

HEP-G2-Zellen

Der Einfluss der Dotierung von ZnO auf den toxischen Effekt ist bei den HEP-G2-
Zellen ebenfalls nicht erkennbar. Aus den in Tabelle 4-9 gezeigten Werten, l&sst sich
entnehmen, dass die lonen auch hier den geringsten Effekt auf die Zellen haben,
gefolgt von den mit 2% Mn dotierten ZnO-Partikeln. Allerdings haben die
undotierten Partikel, sowie die mit Co, Ag, Sb und Al dotierten ZnO-Partikel alle
einen sehr &hnlichen Effekt auf die HEP-G2-Zellen.

PC-12-Zellen

Die in Tabelle 4-10 aufgelisteten NOAEC, 1Cso und TLC fur PC-12 Zellen zeigen,
dass auch auf die PC-12-Zellen die reinen ZnO-Partikel den grofiten Effekt auf die
Viabilitat haben, und die mit 7 % Al dotierten Partikel den geringsten Effekt.
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HELA-Zellen

Undotierte ZnO-Partikel sind auf HELA-Zellen in niedrigeren Konzentrationen
toxisch (TLC =13 ppm) als die dotierten Partikel, wobei die mit 7 % Al dotierten
Partikel (TLC =50 ppm) im Gegensatz zu den mit Co, Mn, Ag und Sb dotierten
Partikel (TLC = 26-28 ppm) den geringsten Effekt haben (Tabelle 4-11).

CACO-2-Zellen

Die in Tabelle 4-12 zusammengefassten NOAEC, ICsp und TLC von CACO-2-Zellen
zeigen, dass die undotierten ZnO-Partikel, sowie mit 2 % Mn dotierte Partikel die
Viabilitdit der Zellen bereits in einer geringeren Konzentration beeinflusst
(TLC =16 ppm) als die dotierten ZnO-Partikel, bei denen die TLC von 17 ppm fur
die mit 5 % Ag dotierten und 58 ppm fur die mit 7 % Al dotierten Partikel liegen.

Tabelle 4-7: NOAEC, ICs, und TLC von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-,
dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn?*-lonen.

NOAEC I1Cs TLC
Zn0O 4 ppm 17 ppm 29 ppm
Zn* 26 ppm 34 ppm 43 ppm
ZnO (2 % Co) 25 ppm 29 ppm 32 ppm
Zn0 (2 % Mn) 5 ppm 38 ppm 82 ppm
ZnO (5 % Ag) 23 ppm 28 ppm 33 ppm
ZnO (3 % Ag) 10 ppm 27 ppm 44 ppm
ZnO (3 % Sh) 20 ppm 35 ppm 48 ppm
Zn0 (7 % Al) 33 ppm 53 ppm 74 ppm
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Tabelle 4-8: NOAEC, ICsy und TLC von NIH-3T3-Zellen kultiviert mit
ZnO-, dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn**-lonen.

NOAEC ICs TLC

Zn0O 3 ppm 5 ppm 7 ppm

zZn** 9 ppm 25 ppm 60 ppm
Zn0O (2 % Co) 11 ppm 12 ppm 13 ppm
Zn0O (2 % Mn) 14 ppm 15 ppm 16 ppm
Zn0 (5% AQ) 10 ppm 11 ppm 12 ppm
Zn0 (3% AQ) 10 ppm 11 ppm 12 ppm
ZnO (3 % Sh) 10 ppm 11 ppm 12 ppm
ZnO (7 % Al) 10 ppm 11 ppm 12 ppm

Tabelle 4-9: NOAEC, ICs, und TLC von HEP-G2-Zellen kultiviert mit ZnO-,
dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn?*-lonen.

NOAEC I1Cs TLC
Zn0O 13 ppm 14 ppm 16 ppm
Zn* 26 ppm 34 ppm 43 ppm
ZnO (2 % Co) 14 ppm 15 ppm 16 ppm
Zn0 (2 % Mn) 24 ppm 28 ppm 31 ppm
Zn0 (5% AQ) 15 ppm 18 ppm 21 ppm
ZnO (3 % Ag) 13 ppm 15 ppm 17 ppm
ZnO (3 % Sb) 14 ppm 16 ppm 17 ppm
ZnO (7 % Al) 15 ppm 16 ppm 17 ppm

Tabelle 4-10: NOAEC, ICsq und TLC von PC-12-Zellen kultiviert mit ZnO-,
dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn**-lonen.

NOAEC I1Cs TLC
Zn0O 8 ppm 16 ppm 24 ppm
zZn** 26 ppm 34 ppm 43 ppm
Zn0 (2 % Co) 9 ppm 27 ppm 45 ppm
Zn0O (2% Mn) 28 ppm 31 ppm 34 ppm
ZnO (5% Ag) 25 ppm 27 ppm 29 ppm
ZnO (3% Ag) 8 ppm 27 ppm 47 ppm
ZnO (3% Sh) 8 ppm 26 ppm 44 ppm
ZnO (7% Al) 41 ppm 56 ppm 70 ppm
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Tabelle 4-11: NOAEC, I1C5, und TLC von HELA-Zellen kultiviert mit ZnO-,
dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn**-lonen.

NOAEC ICs TLC
Zn0O 8 ppm 11 ppm 13 ppm
zZn** 23 ppm 26 ppm 28 ppm
Zn0O (2 % Co) 27 ppm 28 ppm 29 ppm
Zn0O (2 % Mn) 26 ppm 28 ppm 29 ppm
Zn0 (5% AQ) 26 ppm 28 ppm 29 ppm
Zn0 (3% AQ) 26 ppm 28 ppm 29 ppm
ZnO (3 % Sh) 26 ppm 28 ppm 29 ppm
ZnO (7 % Al) 42 ppm 46 ppm 50 ppm

Tabelle 4-12: NOAEC, ICs; und TLC von CACO-2-Zellen kultiviert mit
Zn0O-, dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn**-lonen.

NOAEC I1Cs TLC
Zn0O 7 ppm 11 ppm 16 ppm
Zn2+ 11 ppm 20 ppm 28 ppm
ZnO (2 % Co) 7 ppm 17 ppm 26 ppm
Zn0 (2 % Mn) 7 ppm 11 ppm 16 ppm
Zn0 (5% AQ) 13 ppm 15 ppm 17 ppm
ZnO (3 % Ag) 14 ppm 16 ppm 18 ppm
ZnO (3 % Sb) 9 ppm 17 ppm 26 ppm
ZnO (7 % Al) 23 ppm 41 ppm 58 ppm

Fazit:

Die ZnO-Partikel sind auf alle untersuchten Zelllinien, sowie auf die uc-MSC und ad-
MSC in geringeren Konzentrationen toxisch als die lonen.

Fir die Toxizitat der Partikel auf die Zellen ergibt sich folgende Abstufung: uc-MSC
(TLC = 1,3 ppm) > NIH-3T3 (TLC = 7 ppm) > ad-MSC (TLC = 8 ppm) > HELA
(TLC = 13 ppm) > CACO-2, HEP-G2 (TLC = 16 ppm) > PC-12 (TLC = 24 ppm >
A-549 (TLC = 29 ppm). Und fir die Toxizitdt der lonen ergibt sich: uc-MSC
(TLC =10 ppm) > ad-MSC (TLC = 20 ppm) > HELA, CACO-2 (TLC =28 ppm) >
A-549, HEP-G2, PC-12 (TLC =43 ppm) > NIH-3T3 (TLC = 60 ppm).

Die Dotierungen scheinen die toxische Wirkung der Partikel herabzusetzen. Auf alle

untersuchten Zelllinien haben reine, undotierte ZnO-Partikel in geringeren
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Konzentrationen einen toxischen Effekt als die unterschiedlichen dotierten Partikel,

wobei dieser Effekt bei einigen Zelltypen sehr gering ist.

4.4.3 Titandioxid

Far die Titandioxid-Partikel und Suspensionen wurden die gleichen Untersuchungen,
die auch schon fiir die Silberpartikel und Ag*-lonen sowie fiir die ZnO-Partikel und

Zn**-lonen durchgefiihrt wurden, gemacht.

In Abbildung 4-13 sind die Viabilitdten von A-549-, NIH-3T3-, HEP-G2-, PC-12-,
HELA- und CACO-2-Zellen  kultiviert ~mit  unterschiedlichen  TiO,-
Partikelkonzentrationen aufgetragen. Es ist erkennbar, dass nur sehr hohe
Konzentrationen von 500 ppm an Partikeln im Medium die Viabilitdt der A-549-
Zellen signifikant verringert (A). Die Zugabe von TiO, ins Kulturmedium von
NIH-3T3-Zellen hat schon in geringeren Konzentrationen ab 300 ppm einen
signifikanten Einfluss auf die Viabilitat der Zellen (B).

Die HEP-G2-Zellen weisen schon bei Kultivierung mit 20 ppm TiO,-Partikeln
geringere Viabilitaten als die Referenz auf, allerdings ist bei Kultivierung mit 50 und
80 ppm kein Unterschied zur Kontrolle zu erkennen, was die Vermutung nahe legt,
dass es sich hier um Schwankungen in der Zellzahl oder um Messungenauigkeiten
handelt (C). Ab einer Konzentration von 100 ppm und hoher haben alle Zellen eine
geringere Viabilitdt als die Referenz, Zellen Kkultiviert in Normalmedium ohne

Partikelzusatz.

Die PC-12-Zellen zeigen ein ahnliches Verhalten wie die A-549-Zellen. Erst die
Zugabe von 500 ppm an TiO,-Partikeln im Kulturmedium hat einen Einfluss auf die
Viabilitat der Zellen, (D). In Abbildung 4-13 (E) sind die Ergebnisse des MTT-Tests
von HELA-Zellen kultiviert mit TiO,-Partikeln gezeigt. Die Zugabe von TiO; ins
Medium der Zellen hat in dem untersuchten Konzentrationsbereich keinen Einfluss
auf die Viabilitat der Zellen, wohingegen die CACO-2-Zellen bereits bei Zugabe von
Konzentrationen ab 200 ppm geringere Viabilitaten als die der Referenz aufweisen

(F).
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Abbildung 4-13: Auf 1 normierte Viabilitaten (Viabilitat von Zellen kultiviert
in Kulturmedium = 1) von A-549-Zellen (A), NIH-3T3-Zellen (B), HEP-G2-
Zellen (C), PC-12-Zellen (D), HELA-Zellen (E), CACO-2-Zellen (F)
kultiviert mit TiO,-Partikeln (2 nm) in unterschiedlichen Konzentrationen.
Aufgetragen sind die Mittelwerte aus funf Einzelmessungen + Standardfehler.
Statistisch signifikante Unterschiede gegeniiber der Viabilitat der Zellen
kultiviert in Kulturmedium sind mit * fiir p < 0,05 gekennzeichnet.

Die aus den Messungen ermittelte Dosis-Wirkungs-Kurve, sowie die experimentell
bestimmten Viabilitdten von NIH-3T3-Zellen kultiviert mit TiO,-Partikeln sind in
Abbildung 4-14 (A) gezeigt. Die Uber den MTT-Test bestimmten Viabilitaten der
Zellen stimmen gut mit der theoretisch berechneten Kurve tiberein.

Auf die Auftragung der experimentell bestimmten Viabilitaten wurde fir die A-549,-
HEP-G2-, PC-12-, HELA- und CACO-2-Zellen der Ubersichtlichkeit wegen
verzichtet und nur die theoretisch berechneten Kurven in Abbildung 4-14 (B)

aufgetragen.
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Die Kurven zeigen, dass die NIH-3T3-Zellen am empfindlichsten auf die Zugabe von
TiO, im Kulturmedium reagieren, wahrend die HEP-G2-Zellen am unempfindlichsten

reagieren. Die in

Tabelle 4-13 zusammengetragenen NOAEC, ICsp und TLC von TiO; Partikeln fur die
untersuchten Zelllinien bestétigen dieses. Es zeigt sich, dass die Partikel auf die NIH-
3T3-Zellen den ausgeprégtesten toxischen Effekt haben (TLC = 818 ppm) gefolgt von
HELA-Zellen (TLC = 954 ppm), A-549-Zellen (TLC = 1211 ppm), PC-12-Zellen
(TLC = 1268 ppm), CACO-2-Zellen (TLC = 1822 ppm) und den HEP-G2-Zellen
(TLC = 2382 ppm).

124 A . B
! L ‘.'1 .
4 0,8
& 0,8 | g —NIH-3T3
3 506 —A-549
< 056 2 —HEP-G2
0 ] 04 PC-12
' —HELA
0,2 0.2 CACO-2
0 T r T T u J 0 T T
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000 10 100 1000
Konzentration [ppm] Konzentration [ppm]
Abbildung 4-14: Dosis-Wirkungs-Kurve, sowie experimentell bestimmte
Viabilitaten von NIH-3T3-Zellen kultiviert mit TiO,-Nanopartikeln, (A) und
Dosis-Wirkungs-Kurven von NIH-3T3-, A-549-, HEP-G2-, PC-12-, HELA-
und CACO-2-Zellen kultiviert mit TiO,-Nanopartikeln (B).
Tabelle 4-13: NOAEC, ICsy und TLC von A-549-, NIH-3T3-, HEP-G2-,
PC-12-, HELA-, und CACO-2-Zellen kultiviert mit TiO,-Nanopartikeln
(2 nm).
NOAEC ICso TLC
A-549 284 ppm 748 ppm 1211 ppm
NIH-3T3 232 ppm 525 ppm 818 ppm
HEP-G2 59 ppm 1220 ppm 2382 ppm
PC-12 228 ppm 748 ppm 1268 ppm
HELA 541 ppm 748 ppm 954 ppm
CACO-2 154 ppm 988 ppm 1822 ppm

10000
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In Abbildung 4-15 sind die Dosis-Wirkungs-Kurven, sowie die experimentell
ermittelten Viabilitdten bei Kultivierung mit verschiedenen Konzentrationen an
0,75% AIO(CH), 0,75% AIO(OH)/3% SiO, und 0,75% AIO(OH)/3 %
Si0;, /1,6 % TiO, von A-549-Zellen (A), NIH-3T3-Zellen (B), HEP-G2-Zellen (C)
und CACO-2-Zellen (D) dargestellt. Die unterschiedlichen Suspensionen werden in
der folgenden Diskussion mit Loésung 1 [0,75 % AIO(OH)], Lésung 2 [0,75 %
AIO(OH) /3% SiO;] und Loésung 3 [0,75% AIO(OH)/3% SiO,/1,6% TiO,]
bezeichnet.

Anhand der in Tabelle 4-14 gezeigten Werte wird deutlich, dass die Suspensionen alle
einen ahnlichen Effekt auf die A-549-Zellen haben, wobei Ldsung 2 in geringeren
Konzentrationen einen toxischen Effekt (TLC = 4869 ppm) als Losung 1 (TLC =
5679 ppm) und Losung 3 (TLC = 5742 ppm) hat. Den ausgeprégtesten Effekt auf die
NIH-3T3-Zellen hat Losung 1 mit einer TLC von 4832 ppm (Vgl. Tabelle 4-15), die
auch mit einer TLC von 2519 ppm den starksten Effekt auf HEP-G2-Zellen hat
(Tabelle 4-16). Die TLC der Losungen auf CACO-2-Zellen, gezeigt in Tabelle 4-17,
sind alle sehr &hnlich und liegen zwischen 2380 ppm (L6sung 1) und 2553 ppm
(Losung 3). Allerdings ist die 1Csq von Losung 2 mit 1276 ppm wesentlich geringer
als die von Loésung 1 und 3, was einen schmaleren toxischen Schwellenbereich von
Losung 2 und 3 auf die CACO-2-Zellen bedeutet.
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Abbildung 4-15: Dosis-Wirkungskurven, sowie experimentell bestimmte
Viabilitdten von A-549-Zellen (A), NIH-3T3-Zellen (B), HEP-G2-Zellen (C)

und CACO-2-Zellen (D) kultiviert mit 0,75 %

AIO(OH),

AIO(OH) / 3 % SiO, und 0,75 % AIO(OH) / 3 % SiO, / 1,6 % TiO,.

0,75 %

Tabelle 4-14: NOAEC, ICs;, TLC von A-549-Zellen kultiviert mit

10000

0,75% AIO(OH), 0,75%  AIO(OH)/3% SiO, wund 0,75%
AIO(OH) /3% SiO, /1,6 % TiO,.
NOAEC 1Cs TLC
0,75 % AIO(OH) [1] 1305 ppm 2218 ppm 5742 ppm
0,75 % AIO(OH) / 3 % SiO, [2] 432 ppm 2218 ppm 4869 ppm
0,75 % AIO(OH) / 3% SiO, / 1,6 % TiO, [3] | 1242 ppm 2218 ppm 5679 ppm

Tabelle 4-15: NOAEC, ICsy, TLC von NIH-3T3-Zellen kultiviert mit 0,75 %

AIO(OH), 0,75 % AIO(OH) /3% SiO, und 0,75 %
AIO(OH) /3 % SiO, /1,6 % TiOs,.
NOAEC ICso TLC
0,75 % AIO(OH) [1] 395 ppm 2218 ppm 4832 ppm
0,75 % AIO(OH) / 3 % SiO; [2] 1301 ppm 2669 ppm 7240 ppm
0,75 % AIO(OH) / 3% SiO, /1,6 % TiO, [3] | 1611 ppm 2576 ppm 6764 ppm
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Tabelle 4-16: NOAEC, ICs,, TLC von HEP-G2-Zellen kultiviert mit 0,75 %
AIO(OH), 0,75 % AIO(OH) / 3% SiO, und 0,75 % AIO(OH)/ 3% SiO, /

1,6 % TiO.,.
NOAEC I1Cs TLC
0,75 % AIO(OH) [1] 1916 ppm 2218 ppm 2519 ppm
0,75 % AIO(OH) / 3% SiO; [2] 457 ppm 2658 ppm 5774 ppm
0,75 % AIO(OH) / 3 % SiO,/ 1,6 % SiO, [3] | 953 ppm 3531 ppm 8016 ppm

Tabelle 4-17: NOAEC, ICso, TLC von CACO-2-Zellen kultiviert mit 0,75 %

AIO(OH), 0,75% AIO(OH)/3% SiO, und 0,75% AIO(OH)/3 %
SiO, /1,6 % TiO,.
NOAEC 1Cs TLC
0,75 % AIO(OH) [1] 1882 ppm 2218 ppm 2553 ppm
0,75 % AIO(OH) / 3 % SiO; [2] 256 ppm 1276 ppm 2296 ppm
0,75 % AIO(OH) / 3% SiO,/ 1,6 % TiO, [3] | 2055 ppm 2218 ppm 2380 ppm

Fazit:

Die TLC der 2nm groRBen TiO,-Partikel auf die untersuchten Zelllinien liegen
zwischen 818 ppm flr die NIH-3T3-Zellen und 2382 ppm fir die HEP-G2-Zellen. Es
ergibt sich folgende Abstufung in der Toxizitat der Partikel auf die Zelllinien:
NIH-3T3 (TLC = 818 ppm) > HELA (TLC = 954 ppm) > A-549 (TLC = 1211 ppm) >
PC-12 (TLC = 1268 ppm) > CACO-2 (TLC = 1822ppm) > HEP-G2
(TLC = 2382 ppm).

Die 0,75 % ige AIO(OH)-Suspension, sowie die O,75 % AIO(OH) / 3% SiO, und die
0,75 % AIO(OH) /3% SiO, /1,6 % TiO, haben erst in sehr hohen Konzentrationen
einen toxischen Effekt auf die untersuchten Zelllinien. Fir Lésung [1] ergibt sich die
Abstufung der Toxizitdt wie folgt: HEP-G2 (TLC = 2519 ppm) > CACO-2
(TLC = 2553 ppm) > NIH-3T3 (TLC = 4832 ppm) > A-549 (TLC = 5742 ppm). Fir
Lésung [2] ist die Toxizitat auf die CACO-2 Zellen mit einer TLC von 2296 ppm am
hochsten, gefolgt von den A 549-Zellen (TLC = 4869 ppm), HEP-G2-Zellen
(TLC =5774 ppm) und den NIH 3T3-Zellen (TLC = 7240 ppm). L6sung [3] wirkt in
geringeren Konzentrationen toxisch auf die CACO-2-Zellen (TLC = 2380 ppm) und
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hat erst in hohen Konzentrationen einen Einfluss auf die Viabilitit von HEP-G2-
Zellen (TLC = 8016 ppm).

4.4.4 Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing

Eine weitere Methode zur Bestimmung der toxischen Wirkung der Partikel auf die
Zellen ist Elelctric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing. Die Theorie der Methode ist
ausfihrlich in 3.6.2.2 beschrieben und beruht auf der Impedanzénderung einer
Zellschicht bei morphologischer Anderung der Zellen. Um die Anderung der
Impedanz einer Zellschicht messen zu kdnnen werden die Zellen auf speziellen mit
goldbeschichteten Elektroden kultiviert und die Impedanz (ber den gesamten
Zeitraum der Messung aufgezeichnet.

Dazu wurden die Elektroden zundchst Uber Nacht mit Zellkulturmedium inkubiert
anschlieBend das Medium entfernt und die Elektroden in frischem Medium mit Zellen
besiedelt. Nach Erreichen eines stabilen Impedanzsignals wurden im Medium
suspendierten Nanopartikel zu den Zellen gegeben.

In Abbildung 4-16 ist die ECIS-Messung von mit A-549-Zellen besiedelten
Elektroden kultiviert mit Silbernanopartikeln und in Normalmedium, sowie zweier
zellfreier Elektroden, eine mit Medium, eine mit Silbernanopartikeln im Medium, bei
einer Frequenz von 4000 Hz gezeigt.

Als Konzentration wurde die in Abschnitt 3.2.2 bestimmte ICso von 10 ppm gewéhlt
(Abbildung 4-6 (A) und Tabelle 4-4). Das ECIS-Spektrum zeigt zunachst bei
Inkubation der Elektroden mit Medium einen Anstieg der Impedanz, da sich Proteine
aus dem Medium auf die Oberflache der Elektrode lagern. Bei Besiedelung mit
A-549-Zellen steigt die Impedanz schwach an, bleibt aber dann konstant. Gibt man
die Silbernanopartikel in einer Konzentration von 10 ppm im Medium zu den Zellen
fallt das Impedanzsignal sofort und stetig ab. Das Signal, der nur mit Zellen im
Medium besiedelten Elektroden steigt stetig an. Die Signale der zellfreien Elektroden,
mit Medium und Silbernanopartikeln in einer Konzentration von 10 ppm im Medium
blieben weiterhin konstant. Das bedeutet, dass der Abfall der Impedanz der mit Zellen
besiedelten und mit Silbernanopartikel versetzten Elektrode nicht auf einen Einfluss

der Silbernanopartikel auf die Impedanz zurtickzufiihren ist, sondern mit einem



Experimenteller Teil 69

Ablosen der Zellen von der Elektrode und somit auf eine toxische Wirkung der
Silbernanopartikel auf die Zellen begrindet ist. Diese Vermutung konnte auch
lichtmikroskopisch bestétigt werden. In Abbildung 4-17 sind lichtmikroskopische
Aufnahmen von mit A-549-Zellen besiedelten ECIS-Elektroden gezeigt. Es ist zu
erkennen, dass die Elektrode besiedelt mit A-549-Zellen kultiviert in Normalmedium
eine konfluente Zellschicht aufweist, was mit einem hohen Impedanzsignal
gleichzusetzen ist. Die Elektrode besiedelt mit A-549-Zellen kultiviert fir 48 h mit
10 ppm Silbernanopartikeln im Medium weist deutlich weniger adharente Zellen auf,

was mit einem niedrigen Impedanzsignal gleichzusetzen ist.
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Abbildung 4-16: ECIS-Spektrum von A-549-Zellen kultiviert mit
Silbernanopartikeln in einer Konzentration von 10 ppm (ber einen Zeitraum
von 85h, sowie Zellen kultiviert in Normalmedium und zellfreien
Elektroden, als Referenz bei einer Frequenz von 4000 Hz.
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Abbildung 4-17: Lichtmikroskopische Aufnahmen von A-549-Zellen auf
einer Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing  Elektrode (8W1E) in
normalen Kulturmedium (A) und 48 h nach Zugabe von Silbernanopartikeln
in einer Konzentration von 10 ppm (B).

In Abbildung 4-18 ist die ECIS-Messung von mit HELA- und CACO-2-Zellen
besiedelten Elektroden kultiviert mit 50 ppm ZnO-Partikeln, sowie mit 50 ppm
2 % Co dotierten und mit 50 ppm 2 % Mn dotierten ZnO-Partikeln und mit Medium
bei einer Frequenz von 4000 Hz gezeigt.

Auch hier wurden die Elektroden zundchst Uber Nacht mit Medium inkubiert und
anschlieBend vier Elektroden mit CACO-2- und vier Elektroden mit HELA-Zellen
besiedelt. Die Aufzeichnung der Messung wurde erst bei Besiedelung der Elektroden
mit den Zellen gestartet. Bei stabilem Impedanzsignal wurden die
Nanopartikelsuspensionen zu den Zellen gegeben. Jeweils eine mit HELA, bzw.
CACO-2-Zellen besiedelte Elektrode verblieb als Referenz und wurde in
Normalmedium weiterkultiviert. Es ist erkennbar, dass die Impedanzsignale der
Elektroden, welche mit Nanopartikelsuspensionen versetzt wurden sinken, allerdings
erst nach ein paar Stunden und nicht wie bei Zugabe der Silbernanopartikel sofort.
Die Impedanzsignale der beiden mit HELA- und CACO-2-Zellen besiedelten
Elektroden in Normalmedium sind sehr &hnlich, und auch die Anderung der Impedanz
nach Zugabe der verschiedenen Nanopartikelsuspensionen verhélt sich gleich. Die
Impedanzsignale der Elektroden der beiden Zelllinien Kkultiviert mit den gleichen
Partikeln liegen jeweils sehr eng nebeneinander.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen von HELA-Zellen kultiviert auf einer ECIS-
Elektrode bestatigen, dass es sich bei der Anderung des Impedanzsignals um ein
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Abldsen der Zellen von der Elektrode handelt. Die in Normalmedium kultivierten
HELA-Zellen (Abbildung 4-19 (A)) bilden eine konfluente Schicht auf der
Elektrodenoberflache aus, das zugehdrige Impedanzsignal ist hoch, wahrend HELA-
Zellen kultiviert mit Konzentrationen von 50 ppm ZnO-Partikeln im Medium (B) und
mit 50 ppm 2 % Mn dotierten ZnO-Partikeln im Medium (C) sich von der Elektrode
ablosen, das zugehdrige Impedanzsignal ist niedriger. Die lichtmikroskopischen
Aufnahmen von auf der Elektrode kultivierten HELA-Zellen nach Zugabe von
50 ppm 2 % Co dotierten ZnO-Partikeln, sowie auf die Aufnahmen der CACO-2-

Zellen kultiviert auf den Elektroden wurde verzichtet. Sie zeigen aber sehr dhnliche

Tendenzen.
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Abbildung 4-18: ECIS-Spektrum von HELA-, und CACO-2-Zellen kultiviert
mit ZnO- und mit Mn (2 %) und Co (2 %) dotierten ZnO-Nanopartikeln in
einer Konzentration von 50 ppm (ber einen Zeitraum von 63 h, sowie Zellen
kultiviert in Normalmedium bei einer Frequenz von 4000 Hz.
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A

Abbildung 4-19: Lichtmikroskopische Aufnahmen einer ECIS Elektrode
(BW1E) besiedelt mit HELA-Zellen in Kulturmedium (A) 48 h nach
Kultivierung mit 50 ppm ZnO-Partikeln im Medium (B) und 48 h nach
Kultivierung mit 2 % Mn dotierten ZnO-Partikeln im Medium (C).

Abbildung 4-20 zeigt die ECIS-Messung von HEP-G2- und NIH-3T3-Zellen
kultiviert in Normalmedium und nach Zugabe von ZnO- und mit 2 % Co und 2 % Mn
dotierten ZnO-Partikeln (50 ppm) auf Elektroden bei einer Frequenz von 4000 Hz.

Es zeigt sich, dass auch bei dieser Messung die Impedanz der Elektroden, welche mit
den Nanopartikelsuspensionen versetzt wurden, im Gegensatz zu denen kultiviert in

Normalmedium sinkt.
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Abbildung 4-20: ECIS-Spektrum von HEP-G2-, und NIH-3T3-Zellen
kultiviert mit ZnO- und mit Mn (2%) und Co (2 %) dotierten ZnO-
Nanopartikeln in einer Konzentration von 50 ppm Uber einen Zeitraum von
95 h, sowie Zellen kultiviert in Normalmedium bei einer Frequenz von
4000 Hz.
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Uber ECIS kann nicht nur Gber die Messung der Impedanz bei niedrigen Frequenzen
von 62,5-8000 Hz uber die Konfluenz der Zellschicht eine Aussage gemacht
werden, sondern auch tber die Belegung der Elektrode mit Zellen Uber die Messung
der Kapazitdt bei hohen Frequenzen von 24.000 —60.000 Hz. Die schematische
Darstellung der unterschiedlichen Messmethoden ist in Abbildung 4-21 gezeigt. Bei
der Messung der Impedanz bei niedrigen Frequenzen flieRt der Strom zwischen den
Zellen durch und kann Aufschluss tber Zell-Zell-Kontakte und somit tber die
Konfluenz einer Zellschicht geben (A). Ist das erhaltene Impedanzsignal niedrig, ist
die Konfluenz der Zellschicht gering. Bei Messung der Kapazitdt bei hohen
Frequenzen von 24.000 —60.000 Hz fliet der Strom durch die Zellschichten
hindurch, wodurch auf die Belegung der Elektrode mit Zellen geschlossen werden
kann (B). Bei hoch gemessenen Kapazitaten ist die Belegung der Elektrode hoch und

bei niedrig gemessenen Kapazitaten ist die Belegung der Elektrode dementsprechend

niedrig.
A Stromfluss B Stromfluss
Zelle Noletror
Elektrode Elektrode Zelle

Abbildung 4-21: Schema der Messung der Impedanz bei niedrigen
Frequenzen (62,5- 8.000 Hz) (A) und bei Messung der Kapazitat bei hohen
Frequenzen (24.000 -60.000 Hz) (B).

In Abbildung 4-22 ist die ECIS-Messung von A-549-Zellen kultiviert in
Normalmedium, sowie nach Zugabe von jeweils 50 ppm an reinen ZnO-Partikeln und
mit 5% Ag und 7 % Al dotierten ZnO-Partikeln und Zn?*-lonen bei einer Frequenz
von 4000 Hz gezeigt. Als Referenz wurde die Impedanz von zellfreien Elektroden mit
Medium und Partikeln gemessen. Es ist zu erkennen, dass die Signale der Elektroden,
die mit Zellen im Medium und 50 ppm ZnO-Partikeln dotiert mit 7 % Al besiedelt
und kultiviert wurden iber den Zeitraum der Messung stabil bleiben und nicht sinken,

wobei das Signal der Elektrode mit 7 % Al dotierten Partikeln etwas niedriger ist. Die
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Zellen 16sen sich nicht von der Elektrode, was die Gber den MTT-Test ermittelte
Viabilitat der Zellen nach Zugabe von ZnO (7 % Al)-Partikeln bestatigt. Die TLC
wurde zu 73 ppm bestimmt (Tabelle 4-7), was bedeutet, dass nur ein geringer Anteil
der Zellen bereits bei 50 ppm nicht mehr viabel ist und somit die Elektrode weiterhin
mit Zellen besiedelt ist. Die berechneten TLC der undotierten ZnO- sowie der mit 5 %
Ag dotierten ZnO-Nanopartikel und die der Zn**-lonen liegen alle unter 50 ppm (Vgl.
Tabelle 4-7, (TLC Zn0O =29 ppm, TLC ZnO /5% Ag = 33 ppm,
ZnO /3% Ag =44 ppm, TLC Zn* =43 ppm) weshalb sich die Zellen von der
Elektrode I6sen und das Impedanzsignal sinkt. Die zellfreien Elektroden versetzt mit
Medium und den Partikelsuspensionen und lonen zeigen, dass die Impedanz der
Partikel und lonen geringfligig hoher ist als die von reinem Medium, was allerdings
fir die Anderungen der Impedanz der mit Zellen besiedelten Elektroden zu
vernachldssigen ist. Die Impedanzsignale der Elektroden besiedelt mit Zellen und
kultiviert mit Zn?*-lonen sinken etwas schneller als die, der mit Zellen in

Partikelsuspensionen kultivierten Elektroden.

Abbildung 4-23 zeigt ebenfalls das ECIS-Spektrum von A-549-Zellen kultiviert in
Normalmedium, sowie nach Zugabe von jeweils 50 ppm an reinen ZnO-Partikeln und
mit 5 % Ag und 7 % Al dotierten Partikeln und Zn**-lonen. Allerdings wurde hier die
Kapazitat bei einer Frequenz von 64.000 Hz gegen die Zeit aufgetragen. Uber die
Messung der Kapazitat der Elektroden bei hohen Frequenzen kdnnen Rickschlisse
auf die Belegung der Elektroden gemacht werden. Bei gering gemessenen
Kapazitaten ist die Belegung der Elektrode hoher als bei niedrigen gemessenen
Kapazitaten. Es zeigt sich praktisch das gleiche Bild wie schon in Abbildung 4-22,
nur das hier bei niedrigen Signalen die Elektroden vollstandig mit einer konfluenten
Zellschicht bedeckt sind.
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Abbildung 4-22: ECIS-Spektrum von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO- und
mit Al (7 %) und Ag (5 %) dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn**-lonen in
einer Konzentration von 50 ppm Uber einen Zeitraum von 125 h, sowie Zellen
kultiviert in Normalmedium bei einer Frequenz von 4.000 Hz.
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Abbildung 4-23: ECIS-Spektrum von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO- und
mit Al (7 %) und Ag (5 %) dotierten ZnO-Nanopartikeln und Zn**-lonen in
einer Konzentration von 50 ppm tber einen Zeitraum von 125 h, sowie Zellen
kultiviert in Normalmedium bei einer Frequenz von 64.000 Hz.
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Um die Sensitivitdt der ECIS-Methode zu Uberprifen, wurden Messungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen der gleichen Partikel und lonen durchgefihrt. In
Abbildung 4-24 ist die ECIS-Messung mit A-549-Zellen besiedelten Elektroden bei
Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen an Silbernanopartikeln und Silberionen,
sowie Zellen kultiviert in Normalmedium gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass
die Impedanzsignale mit zunehmender Konzentration an Partikeln und lonen sinken.
Die gemessenen Signale stimmen gut mit den TLC der uber den MTT-Test
bestimmten Viabilitaten uUberein (Vgl. Tabelle 4-4). Die TLC von Ag-Nanopartikeln
auf A-549-Zellen ist 14 ppm, und bei Zugabe von 15 ppm zu den Zellen ist das
Impedanzsignal der Elektrode sehr niedrig. Die bei dieser Messung zugegebenen
Konzentrationen an Ag’-lonen zu den Zellen verandern zwar das Impedanzsignal,
aber nicht so stark wie die Zugabe der Partikel. Die gewahlten Konzentrationen der
zugegebenen Ag*-lonen liegen alle iiber den, in Abschnitt 4.4.1 bestimmten, 1Csq der
lonen auf A-549-Zellen (ICso = 72 ppm, TLC = 144 ppm), sodass hier noch Uber
50 % der Zellen viabel sind und das Signal nicht so stark sinkt wie bei der

zugegebenen TLC bei den Partikeln.
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Abbildung 4-24: ECIS-Spektrum von A-549-Zellen kultiviert verschiedenen
Konzentrationen an  Silbernanopartikeln und  Silberionen und in
Normalmedium Uber einen Zeitraum von 160 h bei 4.000 Hz.
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Um zu Uberprifen, ob direkt in die Zelle gelangte Partikel einen toxischeren Effekt
haben oder um eventuell festzustellen, ob die Partikel auch von alleine in die Zellen
gelangen, wurden Elektroporationen der mit Nanopartikeln kultivierten Zellen
durchgefiihrt. Uber die Elektroporation wird die Membran der Zellen iber definierte
Pulse flr einen kurzen Moment durchldssig gemacht, sodass im Medium enthaltene
Partikel in die Zelle geschleust werden kdnnen.

In Abbildung 4-25 sind ECIS-Messungen von mit ZnO-Partikeln und mit Zn?*-lonen
kultivierten Zellen Uber einen Zeitraum von 180 h bei einer Frequenz von 8000 Hz
ohne Elektroporation (A), mit Elektroporation (B) und beide Messungen
zusammengefasst (C) gezeigt. Bei Zugabe der Partikel in allen verwendeten
Konzentrationen (10, 50, 100 ppm), sowie bei Zugabe der lonen in Konzentrationen
von 50 und 100 ppm sinken die Impedanzsignale der elektroporierten, sowie der nicht
elektroporierten Zellen im gleichen Ausmal3. Die Impedanzsignale der Elektroden
kultiviert mit 10 ppm Zn®*-lonen, elektroporiert und nicht elektroporiert, sinken
zundchst auf die gleichen Werte wie die der Elektroden mit Partikeln und 50 und
100 ppm kultivierten lonen. Allerdings steigen diese nach einiger Zeit auf die Werte
der Signale der mit im Normalmedium kultivierten Zellen an. Tragt man die beiden
Messungen zusammen in einer Abbildung auf (C) wird deutlich, dass das Signal der
elektroporierten mit 10 ppm Zn®*-lonen versetzten Zellen jedoch etwas schneller
wieder ansteigt, als das der nicht elektroporierten mit der gleichen Konzentration an
Zn**-lonen kultivierten Zellen. Dieses und auch die Abnahme der Impedanzsignale
von elektroporierten und nicht elektroporierten Zellen kultiviert mit jeweils den
gleichen Konzentrationen an Partikeln und lonen lassen vermuten, dass ein gezieltes
Einbringen der Partikel in die Zellen, den toxischen Effekt nicht erhdhen. Eine
weitere Vermutung, die sich anstellen lasst ist, dass die Zellen auch ohne einen
angelegten Puls flr die Nanopartikel durchlassig sind.

Anhand der Messungen konnte jedoch keine Aussage Uber das Eindringen der
Partikel in die Zellen gemacht werden. Um dieses zu uberpriifen mussten Kryo-
Schnitte der Zellen und anschlielende  TEM-Aufnahmen der  mit
Nanopartikelsuspensionen versetzten und elektroporierten Zellen gemacht werden,

welche im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt wurden.
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Abbildung 4-25: ECIS-Messungen von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-
Partikeln und Zn®*-lonen uber einen Zeitraum von 180 h bei einer Frequenz
von 8.000 Hz, ohne Elektroporation (A), mit Elektroporation (B) und beide
Messungen zusammengefasst (C).

4.4.5 Vergleich Expositionsrouten (Aerosol/Suspension)

AuBer als im Medium suspendiert vorliegend kénnen Nanopartikel den Zellen auch
als Aerosol zugefuhrt werden. Hierzu werden die Zellen auf speziellen
Zellkultureinsatzen kultiviert und nur von unten mit Medium versorgt. Die auf den
Transwells kultivierten Zellen kénnen dann mit einem generierten Nanopartikel-
Aerosol benebelt werden. Die Partikel kommen auf diese Weise nicht mit dem

Zellkulturmedium in Kontakt

Um den Einfluss der Expositionsroten zu vergleichen wurden mit dem Cultex® Radial
Flow System Messungen durchgefiihrt (Abschnitt 6.8). Hier werden die Partikel den
Zellen als Aerosol an der Flussig-Gas-Phasengrenze zugefuihrt. Dazu werden die als
Pulver vorliegenden Partikel gepresst und ber eine Dust Feeder nach Wright (1950)

ein Partikel-Aerosol generiert [225]. Hierzu werden die Partikel gepresst, mit einem
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Drehmesser abgeschabt und tber einen Luftstrom auf die Zellen geleitet. Bei den
bisherigen Untersuchungen der toxischen Wirkung der Partikel auf die Zellen wurden
den Zellen diese als Suspension im Medium zugefihrt. Durch die Zugabe der Partikel
als Suspension werden diese in ihrer Form verandert, es bilden sich Hydrathllen, die
die Partikel stabilisieren (Vgl. Abschnitt 4.3). Bei Zuflihrung der Partikel ber das
Cultex® Radial Flow System kommen die Partikel nicht mit Medium in Kontakt und
lagern sich direkt auf der Zellschicht ab. Der genaue Aufbau des Systems ist in
Abschnitt 6.8 beschrieben.

Die Messungen wurden mit ZnO-Partikeln und A-549-Zellen durchgefiihrt. Um zu
kontrollieren, ob das Pressen und Abschaben der ZnO-Partikel einen Einfluss auf die
GroRe der Partikel hat, wurden REM-Aufnahmen der Partikel gemacht. In Abbildung
4-26 sind die REM-Aufnahmen der ZnO-Partikel vor dem Pressen und Abschaben
(A) nach dem Pressen (B) und nach dem Pressen und Abschaben (C) dargestellt. Es
zeigt sich, dass das Pressen sowie das Abschaben keinen Einfluss auf die GroRe der
ZnO-Partikel haben.

Abbildung 4-26: REM-Aufnahmen von ZnO-Partikeln (A) nach dem Pressen
(B) und nach dem Pressen und Abschaben (C).

Um auszuschlieRBen, dass bei der Zufuihrung des ZnO-Partikel-Aerosols zu den Zellen,
die reine Raum- und Umgebungsluft schon einen Einfluss auf die Zellen hat, wurden

den Zellen als Vergleich reine Raumluft in den gleichen Zeitrdumen wie das ZnO-
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Aerosol zugefihrt. Die Zellen, die sich in dem Modul befinden tber welches das
Aerosol zugefiihrt wurde, wurden zunéchst auch fur 60 Minuten mit Raumluft
behandelt. Als Kontrolle dienten A-549-Zellen die fur den gesamten Zeitraum der
Messung im Inkubator gelagert wurden.

In Abbildung 4-27 sind die Ergebnisse des MTT-Tests von A-549-Zellen nach
Behandlung mit ZnO-Partikeln und Raumluft, sowie der Kontrolle (A-549-Zellen
ohne Behandlung) gezeigt, die Abkirzungen WS und RL stehen hierbei flr
Wirkstrom (ZnO-Aerosol) und fir Raumluft.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Viabilitat der Zellen sinkt, je langer diese mit
dem Aerosol benebelt wurden. Die reine Raumluft scheint keinen erheblichen
Einfluss auf die Viabilitat der Zellen zu haben, lediglich die Zellen die fir 5 und 15
Minuten mit Raumluft behandelt wurden weisen niedrigere Viabilitaten auf, was aber

im Rahmen der Standardfehler liegt und keine signifikante Abweichung darstellt.
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Abbildung 4-27: Ergebnisse der Messungen von A-549-Zellen mit dem
Cultex® Radial Flow System mit 2 Modulen. Die Zellen in den Transwells
des Modul 1 wurden mit dem ZnO-Nanopartikel-Aerosol benebelt, die Zellen
in Modul 2 wurden mit Raumluft behandelt. Die Viabilitdten sind auf 1
normiert (Zellen im Inkubator in Normalmedium = 1). Aufgetragen sind die
Mittelwerte aus flinf Einzelmessungen + Standardfehler.

Da der Einfluss der Raumluft auf die A-549-Zellen zu vernachlassigen ist, wurde
dieser in den weiteren Darstellungen nicht mehr beriicksichtigt. Uber die

Drehgeschwindigkeit des Messers sowie der zugefihrten Luftstrome in die
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Aerosolkammer kdénnen die in den definierten Benebelungszeitrdumen abgelagerten
Massen an Partikeln berechnet werden.

In Abbildung 4-28 sind die Viabilitdten der A-549-Zellen nach Benebelung mit ZnO-
Partikeln in Abh&ngigkeit der Expositionsdauer und der daraus resultierenden Masse
an Partikeln dargestellt. Die Kontrolle, 0 ug, stellen die A-549-Zellen kultiviert bei

Normalbedingungen ohne ZnO-Zusatz dar.
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Abbildung 4-28: Viabilitdten von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-
Nanopartikeln als Aerosol mit dem Cultex® Radial Flow System in
Abhangigkeit der Benebelungszeit und der daraus resultierenden Masse an
Partikeln. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus fiinf Einzelmessungen =
Standardfehler.

Aus den gemessenen Viabilitdten bei Zugabe bestimmter Konzentrationen an ZnO-
Partikeln lasst sich eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellen. Diese kann dann mit der
Dosis-Wirkungs-Kurve von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-Partikeln als Suspension
im Medium verglichen werden (Abbildung 4-10 (A)), welche in Abschnitt 4.4.2
bestimmt wurde, sodass man einen direkten Vergleich der Toxizitat der Partikel in
Abhangigkeit der Expositionsroute der Partikel hat.

In Abbildung 4-29 sind die Dosis-Wirkungs-Kurven von A-549-Zellen kultiviert mit
ZnO-Partikeln als Suspension und als Aerosol, sowie die experimentell bestimmten
Viabilitaten aufgetragen. Fur die Berechnung der Dosis-Wirkungskurve von ZnO-
Partikeln zugefiihrt als Aerosol wurden zunéchst auch hier beide zur Berechnung der

Dosis-Wirkungs-Kurven tblichen Formeln (Formel 6.1 und Formel 6.2) angewandt.
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Fur die Berechnung der Kurven bei Zugabe der Partikel als Suspension zeigte Formel
6.1 bessere Ubereinstimmungen mit den experimentell ermittelten Viabilitaten (Vgl.
Abschnitt 4.4). Fur die theoretische Berechnung der Dosis-Wirkungs-Kurve von ZnO-
Partikel zugefiihrt als Aerosol, zeigte Formel 6.2 eine bessere Ubereinstimmung mit
den experimentellen Daten. Die Anwendung der Formel 6.2 zur Berechnung der
Dosis-Wirkungs-Kurven und der NOAEC, ICso und TLC hat keine groRe Bedeutung
fir die Berechnung der 1Cso und TLC, allerdings fir die Berechnung der NOAEC,
welche sich mit der Formel 6.2 nicht berechnen lieR.

Es ist deutlich erkennbar, dass die Expositionsroute einen erheblichen Einfluss auf die
Toxizitat der ZnO-Partikel hat. Die als Aerosol zugefiihrten Partikel haben einen
starkeren toxischen Effekt auf die A-549-Zellen, als die im Medium zugefuhrten
Partikel. Aus den Werten in Tabelle 4-18 wird deutlich, dass die TLC fir ZnO-
Partikel, die den Zellen als Aerosol zugefiihrt werden etwa 12-mal hoher ist, als die
der Uber das Medium zugefihrten Partikel. Die berechneten NOAEC, die ICso und der
daraus resultierende Kurvenverlauf der Dosis-Wirkungs-Beziehung machen deutlich,
dass bei Exposition der Zellen mit den Nanopartikeln im Medium, der toxische

Schwellenbereich viel enger gefasst ist als bei Exposition der Partikel als Aerosol.
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Abbildung 4-29: Dosis-Wirkungs-Kurven, sowie experimentell bestimmte
Viabilitdten von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO Nanopartikeln als Aerosol
und als Suspension. Fir die Berechnung der Dosis-Wirkungs-Kurve der
Partikel als Aerosol wurden 2 Formeln angewandt: ZnO Aerosol
(theor) =y = 1-(1/(1+e(-bx)) [Formel 6.1] und Zn0O Aerosol
(theor_1) =y = ae-(bx) [Formel 6.2]
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Tabelle 4-18: NOAEC, ICs, und TLC fiir A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-
Nanopartikeln als Aerosol und als Suspension.

NOAEC I1Cs TLC
Aerosol [Formel 6.1] | n.b. 0,9 ppm 2,5 ppm
Aerosol [Formel 6.2] | 0,05 ppm 0,7 ppm 3 ppm
Suspension 4 ppm 17 ppm 29 ppm

Um eine mogliche Aussage uber die Art des Zelltods zu machen, wurde die
Membranintegritat der Zellen Uber die Freisetzung von LDH ins Kulturmedium
bestimmt, die als erstes Anzeichen fiir Nekrose steht.

In Abbildung 4-30 ist die Freisetzung von LDH ins Kulturmedium der mit dem
Aerosol und der mit Raumluft behandelten Zellen, sowie der Zellen der Kontrollprobe
gezeigt.

Auch hier stehen WS und RL fir Wirkstrom, bzw. fir Raumluft. Es ist deutlich zu
sehen, dass die Zellen, die der Raumluft ausgesetzt waren keine LDH-Freisetzung ins
Medium im Vergleich zu den Zellen der Kontrollprobe kultiviert im Inkubator zeigen.
Die Zellen, die dem Nanopartikel-Aerosol ausgesetzt waren zeigen eine erhebliche
LDH-Freisetzung, wobei hier die Zellen, die den ZnO-Partikel fir 30 Minuten

ausgesetzt waren die hochste Freisetzung zeigen.
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Abbildung 4-30: LDH-Freisetzung von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-
Nanopartikeln als Aerosol (Modul 1), mit Luft (Modul 2) von Zellen
kultiviert in Normalmedium (Kontrolle Inkubator) tber einen Zeitraum von
30h. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus funf Einzelmessungen =+
Standardfehler.
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Vergleicht man die LDH-Freisetzung der Zellen kultiviert mit ZnO-Nanopartikel-
Aerosol und ZnO-Suspensionen, dargestellt in Abbildung 4-31, ist zu erkennen, dass
die Zellen kultiviert mit dem Aerosol im Vergleich zu den Zellen der Kontrollprobe
mehr LDH freisetzen, als Zellen kultiviert mit den Suspensionen im Vergleich zu den

B

Zellen der Kontrollprobe.
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Abbildung 4-31: LDH-Freisetzung von A-549-Zellen kultiviert mit
unterschiedlichen Konzentrationen an ZnO-Nanopartikeln zugefiihrt als
Suspension im Medium (A) und als Aerosol (B). Aufgetragen sind die
Mittelwerte aus flinf Einzelmessungen + Standardfehler.

Fazit:

Die Expositionsroute von ZnO Nanopartikeln spielt eine wichtige Rolle und hat einen
grolRen Einfluss auf die Toxizitat der Partikel. Die, als Aerosol an der Flussig-Fest-
Phasengrenze zugefiihrten ZnO-Partikel zeigten einen erheblich stérkeren toxischen
Effekt auf die A-549-Zellen als die als Suspension im Medium vorliegenden Partikel
(etwa 11-mal hoher).

Der toxische Schwellenbereich, der in Suspension vorliegenden Partikel, ist
wesentlich enger gefasst als bei den, als Aerosol vorliegenden Partikel. Die
Berechnung erfolgte fiir die Aerosol-Partikel mit einer anderen Formel als flr die
Suspension, was jedoch nur einen Einfluss auf die Berechnung NOAEC hatte und
sich kaum auf die ICso und TLC auswirkte, die mit der sonst verwendeten Formel

nicht zu berechnen war.
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4.4.6 Vergleich 3D-Mikrogewebe mit 2D-Zellkulturen

Bisher wurde in der vorliegenden Arbeit die toxische Wirkung von Nanopartikeln
lediglich mit Hilfe von 2D-Zellkulturen bestimmt. Dies gibt jedoch nicht unbedingt
ein realistisches Bild fir die in-vivo Bedingungen in denen die Zellen in 3D-
Gewebestrukturen wachsen.

In Abschnitt 3.6.1 ist der Vorteil von 3D-Kulturen zur Testung von Wirkstoffen im
Vergleich zu 2D-Kulturen beschrieben. Um einen Vergleich der Toxizitat der Partikel
auf 2D und 3D-Kulturen zu haben, wurden Sphéaroide der verwendeten Zelllinien
hergestellt, diese dann mit den Nanopartikeln versetzt und die Viabilitat der Zellen
bestimmt. Zur Herstellung der Spharoide wurden zwei unterschiedliche Methoden
angewandt, die Hanging-Drop-Methode (iber Terasaki®-Platten (Abbildung 6-3 A))
und die Kultivierung auf mit Silikon beschichteten Platten. Die Viabilitat der
Spharoide wurde ebenfalls Gber den MTT-Test bestimmt.

Um eine geeignete Zellzahl fir die Herstellung der Sphéroide tber die Hanging-Drop-
Methode zu ermitteln, welche in der folgenden Diskussion mit dem Index 1 versehen
wurden  (Sphéroide;), wurden zundchst Sphéroide aus unterschiedlichen
Ausgangszellzahlen hergestellt, diese fir drei Tage kultiviert und die Viabilitat Gber
den MTT bestimmt. Fir die Herstellung der Spharoide auf den silikonbeschichteten
Platten, im Folgenden mit dem Index 2 (Spharoide;) benannt, wurden die Zellen fir
drei Tage auf den Platten kultiviert.

In Abbildung 4-32 ist die Viabilitit der A-549-Sphdroide;, hergestellt aus
unterschiedlichen Zellzahlen, gezeigt. Die aus 4000 Zellen kultivierten Spharoide
weisen die hochste Viabilitdt auf und wurden aus diesem Grund fir die weiteren

Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 4-32: Viabilitaten von 3D-strukturierten, Uber die Hanging-Drop-
Methode hergestellten A-549-Zellen in  Abhéngigkeit verschiedener
Ausgangszellzahlen.  Aufgetragen sind die  Mittelwerte aus funf
Einzelmessungen + Standardfehler.

In Abbildung 4-33 sind lichtmikroskopische Aufnahmen der HEP-G2-Zellen
kultiviert auf einer normalen Zellkulturoberflache (A), als Hanging-Drop in der
Terasaki-Platte (B) und (C), und auf der silikonbeschichteten Oberflache gezeigt (D).
Die 2D-Monolayerkultur von HEP-G2-Zellen zeigt eine leichte Agglomeration der
Zellen, jedoch keine offensichtlichen 3D-Strukturen. Die uber Hanging-Drop
kultivierten Zellen zeigen die Ausbildung eines Sphéroids; mit einem Durchmesser
von etwa 1000 um. Bei Kultivierung der Zellen auf den silikonbeschichteten Platten
bildeten sich mehrere kleinere Spharoide, mit durchschnittlichen GréRen zwischen
350 und 550 um aus. Abbildung 4-34 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen von
CACO-2-Zellen kultiviert auf einer normalen Zellkulturoberflache (A), auf einer
silikonbschichteten Oberfléche (B), in Hanging-Drop (D) und
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von eingefarbten Uber die Hanging-Drop-
Methode kultivierten Zellen (C). CACO-2-Zellen agglomerieren schon auf einer
normalen Zellkulturoberflache, weisen allerdings keine 3D-Strukturen auf, sondern
wachsen als Monolayer. Die Uber die Silikonbeschichtung hergestellten Sphéroide;
besitzen eine durchschnittliche GroRe von 250 -350 um. Im Gegensatz zu den HEP-
G2-Zellen, bei denen sich Uber die Kultivierung in Hanging-Drop ein grofer
Spharoid; ausbildete, entstehen bei der Kultivierung der CACO-2 Zellen in Tropfen,
mehrere kleinere 3D-strukturierte Zellaggregate (C) und (D). Die in Abbildung 4-35
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gezeigten lichtmikroskopischen Aufnahmen von A-549-Zellen, kultiviert auf einer
normalen Zellkulturoberflache (A) und in Hanging-Drop nach 24 h (B) und nach 48 h
(C) zeigen, dass sich nach 48 h ein groferer Spharoid; ausbildet. Nach 24 h sind
schon leichte Zellaggregate zu erkennen, die sich nach 48 h zu einer 3D-Struktur mit
einem Durchmesser von etwa 1000 um zusammenlagern. Die in Hanging-Drop
kultivierten NIH-3T3-Zellen bilden ebenfalls nach 48 h einen groReren Sphéroid; mit
einem Durchmesser von 1000 pum aus (Abbildung 4-36).

Abbildung 4-33: Lichtmikroskopische Aufnahmen von HEP-G2-Zellen
kultiviert auf einer normalen Zellkulturoberflache (A), als Hanging-Drop (B),
(C), und auf einer silikonbeschichteten Oberflache (D).
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Abbildung 4-34: Lichtmikroskopische Aufnahmen von CACO-2-Zellen
kultiviert auf einer normalen Zellkulturoberflache (A), auf einer mit Silikon
beschichteten Oberflache (B), als Hanging-Drop (D) und fluoreszenz
eingefarbte CACO-2-Zellen kultiviert als Hanging-Drop (C).

Abbildung 4-35: Lichtmikroskopische Aufnahmen von A-549-Zellen

kultiviert auf einer normalen Zellkulturoberflache (A) und als Hanging-Drop
nach 24 h (B) und nach 48 h (C).
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Abbildung 4-36: Lichtmikroskopische Aufhahmen von NIH-3T3 Zellen
kultiviert auf einer normalen Zellkulturoberflache (A) und als Hanging-Drop

(B) (©).

Nachdem die Kultivierung von Sphéaroiden optimiert wurde, wurden diese zur
Bestimmung der Toxizitat von Nanopartikeln eingesetzt.

In Abbildung 4-37 sind die Viabilitdten von 3D-Kulturen; der A-549- (A), NIH-3T3-
(B), HEP-G2- (C) und CACO-2-Zellen (D) Kkultiviert mit unterschiedlichen
Konzentrationen an ZnO-Partikeln und Zn**-lonen dargestellt.

Aus den Ergebnissen fur die A-549-Zellen und HEP-G2-Zellen kénnen keine Dosis-
Wirkungs-Kurven erstellt werden, da die Konzentrationen im untersuchten Bereich
keinen Einfluss auf die Viabilitat der Zellen haben. Die Viabilitaten der A-549-Zellen
und HEP-G2-Zellen kultiviert mit Partikeln und lonen weichen zwar signifikant von
der Viabilitat der Zellen kultiviert in Normalmedium ab, zeigen aber untereinander
keine signifikanten Unterschiede. Ein eindeutiger toxischer Effekt der Partikel und
lonen im untersuchten Konzentrationsbereich von 5 -100 ppm auf die, Uber die
Hanging-Drop-Methode hergestellten 3D-Kuluren; von A-549 und HEP-G2-Zellen

konnte somit nicht festgestellt werden.
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Abbildung 4-37: Viabilitdten von 3D-strukturierten, Gber die Hanging-Drop-
Methode hergestellten und mit ZnO-Partikeln und Zn®*-lonen kultivierten A-
549 (A), NIH-3T3 (B), HEP-G2 (C), CACO-2 (D)-Zellen. Aufgetragen sind
die Mittelwerte aus fiinf Einzelmessungen + Standardfehler.

Fir die HEP-G2- und CACO-2 Zellen lassen sich Dosis-Wirkungskurven der 3D-
Kulturen; kultiviert mit ZnO-Partikeln und Zn**-lonen berechnen. In Abbildung 4-38
sind die Dosis-Wirkungskurven von HEP-G2-Zellen als 2D- und 3D-Kultur kultiviert
mit Partikel und lonen, sowie die experimentell bestimmten Viabilitaten gezeigt.

Die Partikel und lonen haben einen wesentlich starkeren toxischen Effekt auf die 2D-
Kulturen als auf die als Sphéroide; der HEP-G2-Zellen. Die Werte in Tabelle 4-19
zeigen, dass die Partikel 10-mal toxischer auf die 2D-Kulturen, als auf die 3D-
Kulturen; sind und die lonen eine 5-mal starker toxische Wirkung auf die 2D-Kultur
haben. Die Tendenz, dass die Partikel starker toxisch als die lonen sind bleibt auch bei
den 3D-Kulturen; erhalten, allerdings sind die Unterschiede in der Toxizitét
wesentlich weniger stark ausgeprégt als bei den 2D-Kulturen.

Die in Abbildung 4-39 dargestellten Dosis-Wirkungs-Kurven als 2D- und 3D;
strukturierten und mit ZnO-Partikeln und Zn**-lonen behandelten CACO-2-Zellen
zeigen das gleiche Ergebnis wie die HEP-G2-Zellen. Auch auf die CACO-2 Zellen

wirken die Partikel und die lonen auf die 2D-Kultur erheblich starker toxisch als auf
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die 3D-Kultur;. Die Tendenz, der htheren Toxizitat der Partikel im Gegensatz zu den
lonen bleibt bei den 3D-Kulturen; erhalten, aber wie schon bei den HEP-G2-Zellen
weniger stark ausgepréagt.

Aus den in Tabelle 4-20 berechneten Werten ist erkennbar, dass die ZnO-Partikel eine
8-mal toxischere Wirkung und die Zn**-lonen eine 4-mal starker toxische Wirkung
auf die 2D-Kultur von CACO-2-Zellen im Vergleich zur die 3D-Kultury, haben.

Tabelle 4-19: NOAEC, ICs, und TLC von HEP-G2-Zellen als 2D und 3D-
Kultur, kultiviert mit ZnO-Partikeln und Zn®*-lonen

ZnO Zn?*
NOAEC ICs0 TLC NOAEC ICs0 TLC
2D 13 ppm 14 ppm 16 ppm 26 ppm 34 ppm 43 ppm
3D, 17 ppm 93 ppm 169 ppm 19 ppm 99 ppm 179 ppm
14 0__':- ;

Viabilitat
= =

S
ES

o
[N

0 ~
0,1 1 10 100 1000

Konzentration [ppm]
—Zn0O (3D) —Zn2+ (3D) —ZnO (2D) Zn2+ (2D)

Abbildung 4-38: Dosis-Wirkungs-Kurven sowie experimentell bestimmte
Viabilitaten von HEP-G2-Zellen als 3D; und 2D-Kultur kultiviert mit ZnO-
Partikeln und Zn?**-lonen.
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Abbildung 4-39: Dosis-Wirkungskurven sowie experimentell bestimmte
Viabilitaten von CACO-2-Zellen als 3D; und 2D-Kultur kultiviert mit ZnO-
Partikeln und Zn®*-lonen.

Tabelle 4-20: NOAEC, ICs, und TLC von CACO-2-Zellen als 2D und 3D-
Kultur, kultiviert mit ZnO-Partikeln und Zn?*-lonen.

ZnO Zn**
NOAEC ICs0 TLC NOAEC ICs0 TLC
2D 8 ppm 11 ppm 13 ppm 11 ppm 20 ppm 28 ppm
3D, 87 ppm 97 ppm 107 ppm 95 ppm 110 ppm 124 ppm

Die Uber die silikonbeschichteten Platten hergestellten Spharoide, wurden ebenfalls
mit verschiedenen Konzentrationen an ZnO-Partikeln und Zn®*-lonen kultiviert und
anschlieBend die Viabilitdt bestimmt. Die ermittelten Viabilitdten der A-549-
Spéroide, (A), der NIH-3T3-Spharoide, (B), der HEP-G2-Sphéroide, (C) und der
CACO-2-Spharoide, (D) nach Zugabe von ZnO-Partikeln und Zn®*-lonen sind in
Abbildung 4-40 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Partikel und lonen im

untersuchten Konzentrationsbereich auf alle Spharoide; einen toxischen Effekt haben.

Die Uber Formel 6.1 ermittelten Dosis-Wirkungs-Kurven der A-549 (A)- NIH-3T3
(B), HEP-G2 (C)- und CACO-2-Spharoide, kultiviert mit Partikeln und lonen,
dargestellt in Abbildung 4-41, machen deutlich, dass die Zn**-lonen auf alle
Sphéroide; eine toxischere Wirkung als die Partikel haben. Die in Tabelle 4-21
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gezeigten Werte bestatigen diese Aussage. Die TLC fiir die Zn**-lonen sind firr alle
Sphéroide, hoher als die der Partikel, allerdings sind die Unterschiede nicht sehr
ausgepragt. Die ICso der Zn**-lonen auf die HEP-G2-Sphéroide, ist hoher als die der
Partikel, was bedeutet, dass der toxische Schwellenbereich der Partikel enger liegt als
fir die lonen. Die am empfindlichsten auf Partikel und lonenzugabe reagierenden
Spharoide; stellen die NIH-3T3-Spharoide;, dar, hier liegt die TLC der Partikel bei
8 ppm und die der lonen bei 16 ppm. Am unempfindlichsten auf die Kultivierung mit
ZnO-Nanopartikeln und Zn?*-lonen reagieren die A-549-Spharoide, (TLC der
Partikel = 37 ppm, TLC der lonen =48 ppm).
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Abbildung 4-40: Viabilititen von 2D- und auf einer silikonbeschichteten
Oberflache hergestellten 3D-Kulturen, von A-549 (A), NIH-3T3 (B), HEP-
G2 (C), CACO-2 (D) kultiviert mit ZnO-Partikeln und Zn*-lonen.
Aufgetragen sind die Mittelwerte aus flinf Einzelmessungen + Standardfehler.
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Abbildung 4-41: Dosis-Wirkungs-Kurven, sowie experimentell bestimmte
Viabilitaten von, Uber silikonbeschichete Platten hergestellten 3D-Kulturen,
von A-549 (A)-, NIH-3T3 (B)-, HEP-G2 (C)- und CACO-2 (D)-Zellen
kultiviert mit ZnO-Partikeln und Zn*-lonen.

Tabelle 4-21: NOAEC, ICs, und TLC von, (ber silikonbeschichtete Platten
hergestellten 3D-Kulturen, von A-549-, NIH-3T3-, HEP-G2- und CACO-2-

Zellen.
ZnO Zn**
NOAEC ICs0 NOAEC ICs0 TLC
A-549 10 ppm 24 ppm 37 ppm 33 ppm 40 ppm 48 ppm
NIH-3T3 3 ppm 6 ppm 8 ppm n.b. 6 ppm 16 ppm
HEP-G2 22 ppm 23 ppm 24 ppm n.b. 14 ppm 27 ppm
CACO-2 22 ppm 23 ppm 24 ppm n.b. 25 ppm 64 ppm

Fazit:

Bei Kultivierung der Zelllinien als Hanging-Drop-Kultur weisen diese nach bereits
24 h 3D-strukturierte Zellaggregate auf, die sich nach 48 h zu einem grof3en Spharoid
mit Durchmessern von etwa 1000 um zusammenschlieRen. Kultiviert man die

Zelllinien auf silikonbeschichteten Platten bilden sich nach 3 Tagen mehrere kleine
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Sphéroide; mit Durchmessern zwischen 250 -550 um aus. Die Partikel haben auf die
3D-Kulturen; der Zellen eine toxischere Wirkung als die lonen. Die Toxizitat der
ZnO-Partikel und der Zn**-lonen ist bei den HEP-G2-Zellen 10, bzw. 5 mal niedriger
und bei den CACO-2-Zellen 8, bzw.4 mal niedriger als bei den tber die Hanging-
Drop-Methode kultivierten Sphéaroide; der Zelllinien.

Die Spharoide der Zelllinien, die ber die silikonbeschichteten Platten hergestellt
wurden, zeigen ein dhnliches Verhalten wie die 2D-Strukturen der Zellen. Es ist zwar
anhand der berechneten TLC erkennbar, dass die ZnO-Partikel auf die 2D-Strukturen
toxischer als auf die Sphéroide, wirken, diese Unterschiede sind aber kaum relevant.
Die Empfindlichkeiten der unterschiedlichen Zellen auf die Partikelzugabe bleiben
erhalten. Sowohl auf die 2D-Kultur auch als auf die 3D-Kultur, reagieren die
NIH-3T3-Zellen am empfindlichsten (TLC,p = 7 ppm, TLCspzy = 8 ppm), gefolgt
von den HEP-G2 und den CACO-2-Zellen (TLC,p = 16 ppm, TLC3p) = 24 ppm) und
den A-549-Zellen (TLC,p = 29 ppm, TLC3pz = 37 ppm).

Die Sphéroide, mit einem Durchmesser zwischen 250 und 550 pum verhalten sich eher
wie die 2D-Strukturen, wéhrend die Sphéroide; mit Durchmessern von 1000 um ein
anderes Verhalten als die 2D-Zellkulturen zeigen. Eine mdgliche Erklarung hierfir
konnte sein, dass die Nanopartikel, die im Inneren des Spharoids liegende Zellen nicht

erreichen und deshalb einen weniger toxischen Effekt ausuben.

4.5 Bestimmung von ROS

Um den, auf die durch die Partikel ausgeltsten oxidativen Stress, auf die Zellen zu
bestimmen, wurde der Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species Kit,
beschrieben in Abschnitt 6.10, verwendet. Dazu wurden die NIH-3T3-Zellen 3 Tage
in 96-Platten kultiviert und anschlieBend mit 10 ppm Silbernanopartikel und Ag*-
lonen, 50 ppm ZnO-Nanopartikel, Zn**-lonen und 500 ppm Titandioxidnanopartikel
(2 nm) wversetzt. Als Positivkontrolle wurden zusétzlich Zellen mit tert-
butylhydroperoxid, welches nachweislich oxidativen Stress in Zellen auslost
kultiviert. 20 Minuten nach Zugabe der Partikel, lonen sowie von tert-
butylhydroperoxid wurden die Zellen unter dem Mikroskop betrachtet. In Abbildung
4-42 sind mikroskopische Aufnahmen nach Zugabe von Carboxy-H,DCFDA von
NIH-3T3-Zellen in  Normalmedium (A) mit tert-butylhydroperoxid als
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Positivkontrolle (B), 10 ppm Ag*-lonen (C), 10 ppm Silbernanopartikeln (D), 50 ppm
Zn**-lonen (E), 50 ppm ZnO-Nanopartikeln und 500 ppm TiO-Partikeln (2 nm)
gezeigt.

Es ist zu erkennen, dass die in Normalmedium kultivierten Zellen (A) keinem
oxidativen Stress ausgesetzt sind. Auch die Zellen, kultiviert mit 10 ppm Ag*-lonen,
zeigen kaum ROS (C), wohingegen die mit 10 ppm kultivierten Zellen gréRerem
oxidativen Stress ausgesetzt sind (D). Auch bei den Zellen, kultiviert mit 50 ppm
ZnO-Partikeln und Zn®*-lonen sowie 500 ppm TiO, sind diese oxidativem Stress
ausgesetzt. Die Konzentrationen der zu den NIH-3T3-Zellen gegebenen Zn**-lonen
(TLC = 60 ppm) und TiO,-Partikeln (TLC = 818 ppm) lagen unter den in Abschnitt
4.4.2 und 4.4.3 ermittelten TLC. Das bedeutet, dass die Zellen zwar oxidativem Stress

ausgesetzt sind, dieser aber keinen toxischen Effekt hat und die Zellen den Stress

ausgleichen koénnen.

-
.
St

Abbildung 4-42: Lichtmikroskopische Aufnahmen des, mit dem Image-iT™
LIVE Green Reactive Oxygen Species Kit gefarbten NIH-3T3-Zellen
kultiviert in normalen Medium (A) mit tert-butylhydroperoxid, als
Positivkontrolle (B) mit 10 ppm Ag’-lonen im Medium (C) mit 10 ppm
Silbernanopartikeln im Medium (D) mit 50 ppm Zn**-lonen im Medium (E)
mit 50 ppm ZnO-Nanopartikeln im Medium (F) und mit 500 ppm TiO,-
Partikeln (2 nm) im Medium.
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4.6 Bestimmung des Zelltodes

Um die Art des Todes von Zellen nach Kultivierung mit Nanopartikel und lonen
bestimmen zu kodnnen wurden unterschiedliche Methoden angewandt. Der
Unterschied zwischen Apoptose und Nekrose ist in Abschnitt 3.6.3 beschrieben.

Um den Zelltod bestimmen zu kénnen, muss man die Zellen mit Konzentrationen an
Partikeln und lonen kultivieren, bei denen man vorher tiber den MTT-Test ermittelt
hat, dass diese auf die Zellen eine toxische Wirkung haben. Fir die
Zelltoduntersuchungen wurden aus diesem Grund Konzentration von 50 ppm ZnO-
Partikeln und Zn?*-lonen eingesetzt und 10 ppm Silberpartikel und Ag*-lonen.

4.6.1 LDH-Test

Um die Membranintegritdt der Zellen nach Zugabe von Partikeln und lonen zu
bestimmen, welche ein Anzeichen von Nekrose ist, wurde LDH im Uberstand der
Zellkultur gemessen. Die des Tests zugrunde liegende Reaktion, sowie die

Versuchsdurchfiihrung ist in Abschnitt 4.6.1 beschrieben.

Zunachst wurde Uber eine Kinetik der geeignete Zeitpunkt der Messung bestimmt.
Dafur wurden NIH-3T3-Zellen 55 Stunden mit ZnO-Nanopartikeln in einer
Konzentration von 50 ppm und 10 ppm und als Referenz mit ZnO-Mikropartikeln
(2 um) in einer Konzentration von 50 ppm kultiviert. Die Messung an freigesetztem
LDH im Kulturiberstand der Zellen erfolgte nach 6, 24, 30, 49 und 55 Stunden,
dargestellt in Abbildung 4-43. Die mit Partikeln kultivierten NIH-3T3-Zellen zeigen
eine deutlich hohere Freisetzung von LDH als die Zellen kultiviert in Normalmedium.
Nach 30 h ist die LDH-Konzentration im Medium, der mit Partikel versetzten Zellen,
am hochsten, weshalb im Folgenden fiir die Bestimmung der LDH im Medium von
Zellen kultiviert mit ZnO-Partikeln eine Inkubationszeit mit Partikeln und lonen von

30 h gewahlt wurde.
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Abbildung 4-43: Freisetzung von LDH im Kulturmedium von NIH-3T3-
Zellen kultiviert mit ZnO-Nanopartikeln in einer Konzentration von 50 ppm
und 10 ppm und mit ZnO Mikropartikeln in einer Konzentration von 50 ppm
als Referenz (ber einen Zeitraum von 6-55h. Aufgetragen sind die
Mittelwerte aus flnf Einzelmessungen + Standardfehler.

Fur die Bestimmung der LDH im Kulturiiberstand von NIH-3T3-Zellen, kultiviert mit
Silbernanopartikeln, Silbermikropartikeln (1 um) und Ag*-lonen, wurde die gleiche
Kinetik aufgestellt. In Abbildung 4-45 ist die Freisetzung an LDH ins Kulturmedium
von NIH-3T3 Zellen kultiviert mit einer Konzentration 5 und 10 ppm
Silbernanopartikeln und 10 ppm Silbermikropartikeln nach 6, 24, 30, 49 und 55 h
gezeigt. Alle NIH-3T3-Zellen kultiviert mit den Partikeln und lonen gaben LDH ins
Kulturmedium ab, wobei auch hier nach 30 h ein Maximum erreicht wurde. Fir die
folgenden Messungen der Bestimmung von LDH im Kulturiiberstand, von mit
Silberpartikeln und Silberionen kultivierten Zellen wurde, ebenfalls eine

Inkubationszeit mit Partikeln und lonen von 30 h gewahlt.
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Abbildung 4-44: Freisetzung von LDH im Kulturmedium von NIH-3T3-
Zellen kultiviert mit Silbernanopartikeln in einer Konzentration von 10 ppm
und 5 ppm und mit Silber-Mikropartikeln in einer Konzentration von 10 ppm
als Referenz (ber einen Zeitraum von 6-55h. Aufgetragen sind die
Mittelwerte aus flinf Einzelmessungen + Standardfehler.

In Abbildung 4-45 ist die LDH-Freisetzung von A-549-Zellen (A), NIH-3T3-Zellen
(B), HEP-G2-Zellen (C), PC-12-Zellen (D), HELA-Zellen (E) und CACO-2-Zellen
(F) kultiviert Gber 30h mit verschieden dotierten ZnO-Nanopartikeln, sowie
undotierten ZnO Partikeln und Zn*lonen in einer Konzentration von 50 ppm im
Medium, relativ zur Kontrolle, Zellen kultiviert in Normalmedium, gezeigt.

Es ist zu erkennen, dass bei Kultivierung von A-549-Zellen mit den dotierten und
undotierten ZnO-Partikeln sowie der Zn**-lonen in Konzentrationen von 50 ppm, die
Freisetzung bei Kultivierung mit 7% Al, 3% Sb, 3 % Ag dotierten Partikel am
hdchsten ist. Die geringste Freisetzung war bei Zellen inkubiert mit 2 % Mn dotierten
ZnO-Partikeln zu messen. Die LDH-Freisetzung von Zellen versetzt mit 50 ppm Zn?*-
lonen war hoher als die der Zellen versetzt mit 50 ppm ZnO-Partikel.

Auch bei Kultivierung von NIH-3T3-Zellen mit 7% Al, 3% Sb sowie mit Ag
dotierten Partikeln war die héchste LDH zu messen, wahrend Zellen kultiviert mit
2% Mn dotierten ZnO keine LDH freisetzten. Zn**-lonen in Konzentrationen von
50 ppm setzten mehr LDH frei als 50 ppm ZnO als Zusatz zu NIH-3T3-Zellen. Nur
die Kultivierung mit silberdotierten Partikeln und Zn®*-lonen setzte LDH ins
Kulturmedium von HEP-G2-Zellen frei, wohingegen bei Kultivierung von PC-12
Zellen mit den Partikeln und lonen, bei allen Partikeln sowie den Zn**-lonen eine
LDH-Abgabe ins Medium zu messen war. Die groflere Menge an LDH gaben auch
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hier Zellen nach Zugabe Zn®*-lonen im Gegensatz zu den Zellen nach Zugabe von
ZnO-Partikeln ab. Nur die mit 2% Co dotierten HELA-Zellen setzen LDH ins
Kulturmedium frei. CACO-2-Zellen mit 7 % Al dotierten Partikeln wiesen die
hochste LDH-Freisetzung ins Medium auf, die mit 2 % Mn dotierten am wenigsten,
wobei bei allen mit Partikeln kultivierten HELA-Zellen LDH im Zellkulturiiberstand

ZU messen war.
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Abbildung 4-45: Freisetzung von LDH im Kulturmedium, relativ zur
Kontrolle (Zellen kultiviert in Normalmedium) von A-549-Zellen (A), NIH-
3T3-Zellen (B), HEP-G2-Zellen (C), PC-12-Zellen (D), HELA-Zellen (E)
und CACO-2-Zellen (F) kultiviert Gber 30 h mit verschieden dotierten ZnO-
Nanopartikeln, sowie undotierten ZnO Partikeln und Zn®*lonen in einer
Konzentration von 50 ppm im Medium. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus
flnf Einzelmessungen * Standardfehler.
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Die A-549-Zellen kultiviert mit 50 ppm 7 % Al dotierten ZnO-Partikeln verursachen
die hochste LDH-Freisetzung ins Kulturmedium, besitzen aber im Gegensatz zu den
anderen Partikeln eine niedrige TLC von 74 ppm (berechnet in 4.4.2 und gezeigt in
Tabelle 4-7). Auch die hohere Freisetzung von LDH der mit Zn**-lonen kultivierten
Zellen im Gegensatz zu Zellen kultiviert mit ZnO-Partikeln, steht nicht im
Zusammenhang mit den berechneten TLC (ZnO = 29 ppm, Zn** = 43 ppm).
Deutlicher wird dieses noch bei der LDH-Freisetzung der mit Partikeln kultivierten
CACO-2-Zellen. Hier setzten nur mit 2 % Co-dotierte ZnO-Partikel LDH frei,
wohingegen die TLC der anderen Partikel teilweise niedriger oder im gleichen
Bereich liegen. Die Messung an freigesetzter LDH im Zellkulturiiberstand von Zellen
kann also nicht gleich der Viabilitat der Zellen gesetzt werden. Es kdnnen lediglich
Aussagen Uber die Membranintegritdt gemacht werden, was einen ersten Beweis fur
nekrotische Zellen darstellt. Die Todesarten der Zellen kultiviert mit den
unterschiedlichen Partikeln scheinen sich demnach zu unterscheiden, da alle Partikel
in dem untersuchten Konzentrationen von 50 ppm die Viabilitat der Zellen deutlich
beeinflussten, aber nicht alle Zellen eine Freisetzung an LDH zeigten.

Um die Membranintegritat der Zellen kultiviert mit Silbernanopartikel und lonen zu
bestimmen und somit eventuelle Riickschllsse auf Unterschiede in der Art des Todes
machen zu kdnnen, wurden A-549-Zellen mit Silberpartikeln und lonen kultiviert und
nach 30 h die LDH-Freisetzung bestimmt.

In Abbildung 4-46 ist die LDH-Freisetzung von A-549-Zellen Kkultiviert in
Normalmedium, mit 10 und 5 ppm Silbernanopartikeln im Medium und mit 10 ppm
Ag’-lonen nach 30h gezeigt. Es ist zu erkennen, das Zellen Kultiviert in
Normalmedium LDH freisetzten, da von einigen Zellen die Membranintegritat auch
in einer normalen Zellkultur nicht mehr vorhanden ist. Die mit einer Konzentration
von 10 ppm Silbernanopartikel kultivierten Zellen zeigen keine Unterschiede in der
LDH-Freisetzung, obwohl hier nur noch rund 50 % der Zellen viabel sind
(1Cs0 = 10 ppm). Auch die mit 5 ppm kultivierten Silbernanopartikel weisen keine
erhohte Konzentration an LDH im Kulturiiberstand auf. Die mit 10 ppm Ag*-lonen
kultivierten Zellen zeigen eine deutlich erhohte Freisetzung von LDH ins
Kulturmedium. Die NOAEC von Silberionen auf A-549-Zellen, also die
Konzentration bei der nach Definition noch rund 95 % der Zellen viabel sind, betrégt

19 ppm. Das bedeutet, dass weniger als 5 % tote Zellen einen hohere Schadigung der
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Membran hervorrufen als rund 50 % tote Zellen bei Kultivierung mit den
Silberpartikeln.

Das Ergebnis lasst vermuten, dass die Zellen bei Kultivierung mit lonen nekrotisch
und bei Kultivierung mit Partikeln apoptotisch sind.
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Abbildung 4-46: LDH-Freisetzung von A-549-Zellen kultiviert mit Medium
mit 10 und 5ppm Silbernanopartikeln und mit 10 ppm Ag’-lonen.
Aufgetragen sind die Mittelwerte aus flnf Einzelmessungen + Standardfehler.

In Abbildung 4-47 ist die LDH-Freisetzung von A-549-Zellen kultiviert in
Normalmedium, mit 10 und 50 ppm ZnO-Nanopartikeln im Medium und mit 50 ppm
Zn**-lonen nach 30 h gezeigt. Es ist zu erkennen, dass die Zellen kultiviert mit
Partikeln und lonen eine hohere Freisetzung an LDH ins Kulturmedium aufweisen als
Zellen kultiviert in Normalmedium. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die Zellen

kultiviert mit ZnO-Partikeln und Zn**-lonen Nekrose unterliegen.
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Abbildung 4-47: LDH-Freisetzung von A-549-Zellen kultiviert mit Medium
mit 10 und 50 ppm Silbernanopartikeln und mit 50 ppm Zn?*-lonen.
Aufgetragen sind die Mittelwerte aus flinf Einzelmessungen + Standardfehler.

Fazit:

Uber eine Kinetik der LDH-Freisetzung von Zellen kultiviert mit Silbernano- und
Mikropartikeln, sowie ZnO-Nano-und Mikropartikel, Uber einen Zeitraum von 6-55 h
wurde aufgrund der hochsten LDH-Freisetzung nach 30 h fir die folgenden Versuche
eine Inkubation der Zellen mit Partikel und lonen von 30 h gewéhlit. Alle Zelllinien
zeigten bei Kultivierung mit dotierten ZnO-Partikeln eine sehr unterschiedliche
Freisetzung an LDH ins Medium. Bei HELA-Zellen war nur nach Zugabe von 2 %
Co dotierten ZnO-Partikeln und bei HEP-G2-Zellen nur bei Kultivierung mit den
silberdotierten Partikeln und lonen, LDH im Kulturliberstand nachzuweisen.

Bei Kultivierung von NIH-3T3-Zellen mit Silberpartikeln und Ag*-lonen, setzten die
mit den lonen kultivierten Zellen LDH frei, bei den mit Partikeln kultivierten Zellen
zeigten diese keine LDH-Freisetzung ins Medium.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die ZnO-Partikel, Zn®*-lonen und die Ag*-
lonen Nekrose ausldsen, wohingegen die Silbernanopartikel vermutlich Apoptose
auslésen. Um diese Vermutung zu bestatigen, miissen jedoch weitere Untersuchungen

zu dem Zelltodmechanismus durchgefiihrt werden.
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4.6.2 Caspase 3/7-Aktivitit

Eine weitere Methode zur Bestimmung des Zelltods ist die Messung der Caspase3/7-

Aktivitat von Zellen.

Um Apoptose bestimmen zu kénnen wurde die Caspase3/7-Aktivitat der mit Partikeln
und lonen kultivierten Zellen gemessen. Die zugrunde liegende Reaktion, sowie
Versuchsdurchfuhrung ist in Abschnitt 4.6.2 beschrieben.

In Abbildung 4-48 ist die Messung der Caspase3/7-Aktivitdt von A-549-Zellen
kultiviert mit 5 und 10 ppm Silbernanopartikeln im Medium, 10 ppm Ag*-lonen und
in Normalmedium (ber einen Zeitraum von 20 h gezeigt. Es wird deutlich, dass die
Caspase 3/7-Aktivitat von Zellen kultiviert mit Silbernanopartikeln deutlich hoéher ist,
als die der Zellen kultiviert in Normalmedium. Die Zellen nach Zugabe von 10 ppm
Partikelkonzentration im Medium zeigten eine hohere Aktivitat als die mit
Konzentrationen von 5 ppm kultivierten A-549-Zellen. Die mit 10 ppm an Ag*-lonen
versetzten Zellen zeigten die gleiche Aktivitdt an Caspase3/7 wie die in
Normalmedium kultivierten Zellen. Anhand dieser Messung wird das Ergebnis der
Messung der LDH-Freisetzung ins Medium von mit Partikeln und lonen kultivierten
Zellen aus Abschnitt 4.6.1 bestétigt, dass es sich um unterschiedliche Arten des
Zelltodes bei Kultivierung mit Partikeln im Gegensatz zu lonen handelt. Die Zellen
die mit Silbernanopartikelzusatz im Medium kultiviert wurden wiesen apoptotische
Zellen auf, wohingegen bei die mit Ag*-lonen kultivierten Zellen keine apoptotischen
Zellen Uber die Bestimmung der Caspase3/7-Aktivitat zu erkennen waren. Allerdings
muss erwahnt werden, dass die eingesetzte Konzentration an Ag*-lonen von 10 ppm
im Medium weit unter der TLC von 144 ppm lag. Da diese aber in Konzentrationen
von 10 ppm LDH ins Medium freisetzten, ist davon auszugehen, dass Silberionen
Nekrose und Silberpartikel Apoptose in Zellen ausldsen.

In Abbildung 4-49 ist die Messung der Caspase3/7-Aktivitat von A-549-Zellen bei
Kultivierung in Normalmedium, mit 10 und 50 ppm ZnO-Partikel und 50 ppm Zn**-
lonen im Medium gezeigt. Es sind keine signifikanten Unterschiede in der Caspase
3/7-Aktivitat von Zellen kultivierten Normalmedium und mit Zusatz an Partikeln und
lonen zu erkennen. Die TLC von ZnO-Partikeln und Zn®*-lonen auf A-549-Zellen
liegen bei 29 ppm, bzw.43 ppm, sodass ein Grol3teil der fur die Messung verwendeten

Zellen nicht mehr viabel waren. Die Ergebnisse der Messung der LDH-Freisetzung im
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Medium der mit den Partikeln und lonen versetzten Zellen, in der gleichen
Konzentration, zeigten eine deutliche LDH-Freisetzung. Es kann demnach davon
ausgegangen werden, dass ZnO-Partikeln und Zn**-lonen keine Apoptose sondern
Nekrose auslosen.

250

200

—~+Medium

-=-Ag-Nano 10 ppm

—+Ag-Nano 5 ppm
Ag+ 10 ppm

150

RFU

100

50

0 500 1000 1500
Zeit [min]

Abbildung 4-48: Caspase 3/7 Aktivitdt von A-549-Zellen kultiviert mit
Silbernanopartikeln in einer Konzentration von 10 und 5ppm und mit
Silberionen in einer Konzentration von 50 ppm im Vergleich zu Zellen
kultiviert in Normalmedium (ber einen Kultivierungszeitraum von 20 h.
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Abbildung 4-49: Caspase 3/7 Aktivitat von A-549-Zellen kultiviert mit ZnO-
Nanopartikeln in einer Konzentration von 50 und 10 ppm und mit Zn**-lonen
in einer Konzentration von 50 ppm im Vergleich zu Zellen kultiviert in
Normalmedium Uber einen Kultivierungszeitraum von 20 h.
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Fazit:

Die mit Silbernanopartikel kultivierten A-549-Zellen zeigten eine deutlich héhere
Caspase3/7-Aktivitat als die der Referenzzellen kultiviert in Normalmedium. Die mit
Ag'-lonen kultivierten Zellen zeigten, ebenso wie die mit ZnO-Partikeln und Zn**-
lonen kultivierten Zellen keine erhdhte Aktivitat von Caspase3/7 im Vergleich zur
Referenz. Dieses Ergebnis bestétigt das ber die Messung der LDH-Freisetzung
erhaltene Ergebnis, dass Silbernanopartikel Apoptose auslésen, wohingegen die
Kultivierung von Zellen mit Ag*-lonen und ZnO-Partikeln und Zn**-lonen zur

Nekrose der Zellen fihrt.

4.6.3 Durchflusszytometrische Methoden

Um die in Abschnitt 4.6.1 und 4.6.2 erhaltenen Ergebnisse zu bestatigen wurde eine
weitere Methode zur Bestimmung des Zelltodes durchgefiinrt. Uber die
durchflusszytometrische Messung von mit FITC/AnnexinV und Propidiumiodid
gefarbten Zellen kann eine Aussage Uber die prozentuale Anzahl, der in einer
Zellkultur vorliegenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen gemacht werden. Die
zugrunde liegende Reaktion und die Versuchsdurchfiihrung sind in Abschnitt 6.13

beschrieben.

Die Versuche wurden mit Zellen durchgefuhrt, die mit Konzentrationen an 10 ppm
Silbernanopartikeln und 20 ppm ZnO-Partikel kultiviert wurden. Dazu wurden die
Zellen 24 h mit den Losungen inkubiert, anschlieBend mit den Farbstoffen versetzt
und am Zytometer gemessen. Als Referenz dienten hierbei jeweils in Normalmedium
kultivierte Zellen. In Abbildung 4-50 sind die durchflusszytometrischen Messungen
der im Normalmedium (A) sowie fur 24 h mit 15 ppm Silbernanopartikeln im
Medium (B), kultivierten A-549-Zellen gezeigt.

Die Zellen, die sich im linken unteren Quadranten (Q;) befinden sind AnnexinV und
Propidiumiodid negativ, also lebende Zellen, die im rechten unteren Quadranten (Q-)
sind AnnexinV positiv und Propidiumiodid negativ, also apoptotische Zellen und die
im rechten oberen Quadranten (Qgz) sind AnnexinV positiv und Propidiumiodid
positiv, also nekrotische (friih apoptotische) Zellen.
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Es ist zu erkennen, dass bei Kultivierung der Zellen in Normalmedium 85 % der
Zellen leben, 7,8 % der Zellen nekrotisch und 3,1 % der Zellen apoptotisch sind. In
einer unter Standardbedingung kultivierten Zellkultur sind also auch schon
apoptotische und nekrotische Zellen vorhanden. In der Zellkultur, die fur 24 h einer
Konzentration von 15 ppm Silbernanopartikeln ausgesetzt war, befinden sich noch
4,3 % lebende Zellen, was eine gute Ubereinstimmung zu der berechneten TLC
(Zellen bei der nur noch 5% der Zellen viabel sind) von 14 ppm darstellt (Vgl.
Tabelle 4-4). Es konnten 51,9 % apoptotische und 42,9 % nekrotische Zellen nach
Kultivierung mit Silbernanopartikeln detektiert werden. Dieses Ergebnis bestatigt die
Aussagen der Messung der LDH-Freisetzung und Messung an Caspase 3/7-Aktivitat,
der mit Partikeln kultivierten Zellen, dass die Partikel Apoptose ausldsen.

In Abbildung 4-51 sind durchflusszytometrische Messungen von, mit FITC-
AnnexinV und Pl gefarbten Zellen, in Normalmedium (A) und nach 24-stiindiger
Inkubation mit einer Konzentration von 20 ppm an ZnO-Nanopartikeln im Medium
(B) gezeigt. Nach Kultivierung mit 20 ppm ZnO-Partikeln im Medium sind noch
36,2 % der Zellen als viabel detektierbar, was auch hier einen gute Ubereinstimmung
mit der berechneten TLC von 29 ppm in und der 1Csy von 17 ppm darstellt (Vgl.
Tabelle 4-7). Die prozentuale Anzahl der apoptotischen Zellen in einer mit 20 ppm
ZnO-Partikeln kultivierten A-549-Zellkultur betragt 2,7 % und der Anteil der
nekrotischen Zellen 56,8 %.
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Abbildung 4-50: Durchflusszytometrische Messungen von A-549-Zellen
kultiviert in Medium (A) und mit 15 ppm Silbernanopartikel im Medium nach
24 h (B).
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Abbildung 4-51: Durchflusszytometrische Messungen von A-549-Zellen
kultiviert in Medium (A) und mit 20 ppm ZnO-Nanopartikel im Medium nach
24 h (B).

Fazit:

Die Zellkultur, die fir 24h mit einer Konzentration von 15ppm an
Silbernanopartikeln kultiviert wurden wies 51,9 % apoptotische Zellen auf,
wohingegen der Anteil der apoptotischen Zellen ,der mit einer Konzentration von
20 ppm ZnO-Partikeln kultivierten Zellkultur nur bei 2,7 % lag. Es wird somit
bestatigt, dass die Zellen kultiviert mit Silbernanopartikeln Apoptose unterliegen,
wéhrend mit ZnO-Partikeln kultivierten Zellen aufgrund von Nekrose sterben.

4.7 DNA-Schiadigung

Die Schadigung der DNA von Zellen kann uber verschieden Methoden bestimmt

werden. Die Methode, die in dieser Arbeit angewandt wurde ist der Komet-Assay.
4.7.1 Komet-Assay

Uber den Komet-Assay konnen DNA-Schaden auf Einzelzellebene bestimmt werden.
Dafiir werden die Zellen mit den zu untersuchten Partikel kultiviert, und anschlieRend
auf, mit Agarosegel beschichtete Objekttrager aufgebracht. Nach der sich
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anschlieBenden Lyse der Zellen folgen die Elektrophorese, die Neutralisation und
anschlieBend das Férben der Zellen. Im angelegten elektrischen Feld der
Gelelektrophorese kann nur fragmentierte DNA wandern, intakte DNA ist dafur zu
hochmolekular. Das Wandern der DNA &duBert sich visuell als eine Ausbildung eines
Kometenschweifes. Zur Auswertung des Komet-Assay konnen drei Verfahren
angewandt werden: 1.) die Messung des Kometen auf einem Mikrofilm, 2.) die
visuelle Auswertung am Mikroskop, 3.) die computergestutzte Bildanalyse.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Auswertung der Ergebnisse die visuelle
Methode am Mikroskop verwendet. Hierfir wurden jeweils repréasentative
Bildausschnitte der Mikroskopaufnahmen gewéhlt, Teilauschnitte vergroRert und die
Ausbildung der Kometen bewertet. Die Kometen wurden in 5 Klassen unterteilt,
wobei Klasse 0 keinem DNA-Schaden entspricht und Klasse 5 die hochste DNA-
Schédigung darstellt (Abbildung 4-52).

Abbildung 4-52: Einteilung der Kometen in die unterschiedliche Klassen:
ungeschédigte Zellen, Klasse 0 (A), Klasse 1 (B), Klasse 2 (C), Klasse 3 (D),
Klasse 4 (E) und am stérksten geschadigte Zellen, Klasse 5 (F) [226].

In den Abbildung 4-53 - Abbildung 4-57 sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

von Zellen kultiviert in Normalmedium und mit ZnO-Partikeln, Zn2+-lonen,
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Silbernanopartikel und Ag*-lonen gezeigt. Die Ausschnitte des linken Bildes wurden,
jeweils vergroRRert, rechts daneben dargestellt. Die in Normalmedium kultivierten
Zellen dienen als Referenz fur Zellen, die keine DNA-Schadigung aufweisen und
wurden der Klasse 0 zugeordnet (Abbildung 4-53). Die Kometen, die von der DNA
der Zellen kultiviert mit 50 ppm ZnO-Partikeln, gebildet wurden, lassen sich in
Kometen der Klasse 1 einteilen (Vgl. Abbildung 4-54), wobei der in Abschnitt D
gezeigte Komet eher der Klasse 2 zugeordnet werden kann. Die Einteilung der DNA-
Schadigung von A-549-Zellen kultiviert mit Zn?*-lonen in einer Konzentration von
50 ppm erfolgte anhand von Abbildung 4-55, in die Klasse 2, wobei der
Bildausschnitt D einen Kometen zeigt, der eher in Klasse 3 als 2 einzuordnen ist. In
Abbildung 4-56 sind Ergebnisse des Komet-Assay von A-549 Zellen inkubiert mit
10 ppm an Silbernanopartikeln gezeigt. Eine einheitliche Einteilung der Kometen in
eine Klasse erweist sich als schwierig, da die Kometen unterschiedlich stark
ausgepragt sind. Die Kometen in Ausschnitt A, B, C und G koénnen der Klasse 2 und
die Kometen in Ausschnitt D, E, F, H und J der Klasse 1 zugeordnet werden.

In Abbildung 4-57 sind Kometen von A-549-Zellen nach Kultivierung mit 10 ppm
Ag*-lonen und Durchfiihrung der Gelelektrophorese dargestellt. Hier lassen sich alle
gebildeten Kometen in Klasse 2 einordnen bis auf den in Ausschnitt F gezeigten, der

sich in Klasse 4 einordnen lasst.

Abbildung 4-53: Komet-Assay A-549-Zellen in Normalmedium.
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Abbildung 4-54: Komet-Assay von A-549-Zellen kultiviert mit 50 ppm ZnO

Nanopartikeln.

Abbildung 4-55: Komet-Assay von A-549-Zellen kultiviert mit Zn**lonen in
einer Konzentration von 50 ppm.
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Abbildung 4-56: Komet-Assay von A-549-Zellen kultiviert mit

Silbernanopartikeln in einer Konzentration von 10 ppm.

Abbildung 4-57: Komet-Assay von A-549-Zellen kultiviert mit Ag*-lonen in
einer Konzentration von 10 ppm.
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Fazit:

Die groRte DNA-Schadigung zeigten die A-549-Zelle kultiviert mit Ag'-lonen,
obwohl die fir den Komet-Assay eingesetzte Konzentration von 10 ppm weit unter
der TLC von 144 ppm liegt (Vgl. Tabelle 4-4). Die Zn**-lonen hatten in einer
Konzentration von 50 ppm (TLC =43 ppm) ebenfalls eine DNA-schadigende
Wirkung. Die Silbernanopartikel schédigten die DNA in einer Konzentration von
10 ppm (TLC =14 ppm) geringfigig mehr als die ZnO-Partikel in einer
Konzentration von 50 ppm (TLC =29 ppm). Die lonen hatten jeweils eine DNA-
schadigendere Wirkung als die Partikel, was vermuten lasst, dass die Partikel nicht in

so groRem Ausmal} wie die lonen in die Zelle dringen kénnen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Derzeit finden immer mehr Nanomaterialien Einsatz in vielen verschiedenen
Industriezweigen. In dem GrolRenbereich unterhalb von 100 nm héngen die
mechanischen, elektrischen,  magnetischen, optischen sowie chemischen
Eigenschaften nicht mehr allein von der Zusammensetzung des Ausgangsmaterials ab,
sondern auch von der Grof3e und Gestalt der vorliegenden Partikeln. Da Nanopartikel
bezogen auf ihr Volumen eine extrem groRe Oberflache besitzen, werden im
Vergleich zum makroskopischen Material neuartige Effekte, Funktionen und
Eigenschaften beobachtet. So kdnnen bei sehr kleinen Partikeln Masseneffekte und
Quanteneffekte eine tragende Rolle spielen. Potentielle Anwendungen fir
Nanopartikel bestehen in fast allen Industriezweigen. Im medizintechnischen Bereich
haben Nanopartikel in den letzten Jahren wesentlich an Bedeutung gewonnen. So
werden unter Verwendung von Nanopartikeln, als Beschichtung oder Zusatz,
beispielsweise biokompatible Materialien und Oberflachen hergestellt, die als
Implantate nutzbar sind. Des Weiteren konnen Wirkstoffe mittels eines
nanopartikuldren Tragers, im Korper ortsgenau transportiert werden (target delivery)
und die Verflgbarkeit bioaktiver Substanzen erhdht werden (functional foods). Ein
vielversprechender Ansatz ist die selektive Tumorzerstérung mit Nanomaterialien

Uber Hitze (Hyperthermie).

Die Anwendungsgebiete, der in der vorliegenden Arbeit auf ihre Toxizitét
untersuchten Materialien sind sehr vielfaltig. Titandioxid ist das am h&ufigsten
eingesetzte nanotechnologische Produkt. So werden Titandioxidnanopartikel
Kosmetikartikeln, wie Sonnencreme und Zahnpasta zugesetzt. Die photokatalytische
Aktivitat von TiOp-Partikeln ermdglicht auBerdem die Anwendung im Bereich von
selbstreinigenden Oberflachen sowie den Einsatz dieser Partikel zur Wasser- sowie
Luftreinigung. Die Anwendung von Silbernanopartikeln beruht h&ufig auf ihrem
antibakteriellen Effekt, so werden diese Partikel im medizinischen Bereich, als
Beschichtung medizinischer Materialien sowie als antibakterieller und antifungaler
Zusatz, eingesetzt. Zinkoxid wird wie auch Titandioxid als Absorber fiir ultraviolettes
Licht in Sonnencremes eingesetzt. Des Weiteren finden Zinkoxidnanopartikel

Anwendung in der Textilindustrie, als antimikrobieller und geruchshemmender
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Zusatz. Aufgrund der guten elektrischen Leitfahigkeit werden dotierte ZnO-Partikel

zudem als Frontkontakt in Solarzellen eingesetzt.

Da Nanomaterialien eine immer haufigere Anwendung finden, ist die grindliche
Untersuchung ihrer toxischen Wirkung wichtig. So zeichnet sich die Entstehung der
Nanotoxikologie als neuem Forschungsgebiet ab. Die Untersuchung der toxischen
Effekte von Nanomaterialien erweist sich aufgrund der Eigenschaftsanderung von, in
Nanoform vorliegenden Partikel im Vergleich zu dem entsprechenden Bulkmaterial
als schwierig. Wegen ihrer geringen Grof3e besteht die Mdglichkeit, dass sich in den
Korper aufgenommene Nanopartikel frei bewegen, durch Zellmembranen und die
Blut-Hirn-Schranke dringen, und sich in verschiedenen Geweben und Organen

anreichern kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der toxische Effekt von Titandioxid- Silber- und
verschieden dotierten Zinkoxidnanopartikeln untersucht. Die Zytotoxizitdt der
Partikel wurde aufgrund der moglichen Aufnahmewege in den Korper Uber die
Lunge, die Haut und den Magen-Darmtrakt und der mdglichen Anreicherung von in
den Korper aufgenommenen Partikeln in Niere und Leber auf folgende Zelllinien
untersucht: NIH-3T3-Zellen (Haut), A-549-Zellen (Lunge), CACO-2-Zellen (Darm),
HEP-G2-Zellen (Leber) und PC-12-Zellen (Niere). Des Weiteren wurden die Partikel
mit HELA-Zellen, welche hdufig fir Biokompatibilitatsstudien eingesetzt werden,
untersucht. Da aus Tumorgewebe stammende Zelllinien meistens resistenter
gegeniber toxischer Substanzen sind wurden zur Testung ebenfalls mesenchymale
Stammzellen (MSC) eingesetzt, die aus Nabelschnur (uc-MSC) und Fettgewebe (ad-
MSC) isoliert wurden.

Um die toxische Wirkung der zu untersuchenden Partikel zu bestimmen wurden den
Zellen die Partikel als Suspension im Medium zugefiihrt. Um zu Gberpriufen, ob das
biologische Medium einen Einfluss auf die PartikelgroBe hat wurden zunéchst
Dynamic Light Scattering (DLS) Messungen der in Wasser und im Medium
suspendierten Partikel durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die hydrodynamischen
Durchmesser der im Medium vorliegenden Partikel insgesamt alle geringer waren, als
die, der im Wasser suspendierten Nanopartikel. Die Partikel wurden von den im
Medium enthaltenen Proteinen stabilisiert was eine Aggregation der Partikel

verhindert.
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Um den Einfluss der Partikel auf die Zellen zu untersuchen, wurden diese mit
verschiedenen Konzentrationen von, im Medium suspendierten Partikeln kultiviert
und die Viabilitat Gber den MTT-Test bestimmt. Aus den gemessenen Daten wurden
Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt und No Observabel Adverse Effect Concentrations
(NOAEC, entspricht der Konzentration bei der 95 % der Zellen viabel sind),
Inhibitory Concentration 50 % (ICso, entspricht der Konzentration bei der 50 % der
Zellen viabel sind) und Total Lethal Concentrations (TLC, entspricht der
Konzentration bei der 5 % der Zellen viabel sind) bestimmt. Um zu bestimmen, ob
der toxische Effekt der Partikel von den Partikeln selbst oder durch sich aus dem
Partikel herauslésende lonen verursacht wurde, wurden ebenfalls die entsprechenden
lonen hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Zellen untersucht.

Die durch die Kultivierung mit Silbernanopartikeln im Medium hervorgerufene
toxische Wirkung ist auf alle untersuchten Zellen héher, als die von Silberionen in der
gleichen Konzentration. Die Partikel hatten auf die PC-12-Zellen eine 5-mal, auf die
A-549- HEP-G2-Zellen eine 10-mal auf die NIH-3T3-Zellen sogar eine 17-mal
starker toxische Wirkung als die Silberionen. Die uc-MSC reagierten auf die
Kultivierung mit Silberpartikeln ebenfalls empfindlicher als auf die Kultivierung mit
Ag’-lonen, allerdings war die toxische Wirkung insgesamt nicht wie erwartet héher
als bei den Zelllinien. Die ad-MSC zeigten bei Kultivierung mit Partikeln und lonen
ein dhnliches Verhalten, die TLC von Silber in Form von Nanopartikeln lag in
derselben GroRenordnung wie der lonen. Aufgrund der Ergebnisse lasst sich
vermuten, dass die toxische Wirkung von Silbernanopartikeln nicht durch
herausgeldste lonen ausgeldst wird, sondern von den Partikeln selbst.

Auch die Zinkoxidnanopartikel haben eine stirkere zytotoxische Wirkung als Zn*'-
lonen in der gleichen Konzentration. Am empfindlichsten auf die Kultivierung
sowohl mit Zinkoxidpartikeln als auch mit Zinkionen reagierten die uc-MSC mit einer
TLC von 1,3 ppm fur die Partikel und einer TLC von 10 ppm fiir die lonen. Die ad-
MSC zeigten kein sensitiveres Verhalten auf die Zugabe von ZnO-Partikeln und Zn*-
lonen als die untersuchten Zelllinien. Die Dotierungen der Zinkoxidpartikel schienen
die toxische Wirkung der Partikel herabzusetzen, wobei dieser Effekt unterschiedlich
stark ausgepréagt und bei einigen Zelltypen sehr gering war. Es lasst sich auch hier
vermuten, dass die toxische Wirkung der ZnO-Partikel nicht durch sich herausldsende

Zn**-lonen sondern durch die Nanopartikel selbst verursacht wird. Allerdings beruhen
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die Annahmen darauf, dass sich pro Silber- und ZnO-Partikel nur jeweils ein Ag’,
bzw. Zn**-lon herauslost.

Die toxische Wirkung der 2 nm grof3en Titandioxidpartikel, sowie der Titandioxid-,
Siliziumdioxid- und Aluminiumhydroxid enthaltenen waéssrigen Suspensionen war
auf alle Zelllinien sehr gering, die TLC lagen zwischen 818 und 8018 ppm. Es konnte
somit gezeigt werden, dass die Silbernanopartikel und die Zinkoxidpartikel eine
ahnlich starke toxische Wirkung auf die verwendeten Zellen und MSC haben und die
Titandioxidpartikel als nicht toxisch eingestuft werden konnen. Fiur die weiteren
Experimente zur Unterscheidung des Zelltodes wurden die Titandioxidpartikel daher
nicht weiter untersucht.

Eine weitere Methode, die zur Untersuchung der Zytotoxizitat der Partikel angewandt
wurde ist Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing (ECIS). Hier wurden die Zellen
auf speziellen goldbeschichteten Elektroden kultiviert, eine Wechselspannung
angelegt und die Anderung der Impedanz tiber den gesamten Zeitraum der Messung
aufgezeichnet. Die durchgefuhrten Messungen bestdtigen die tUber den MTT-Test
erhaltenen Ergebnisse. Mit ECIS wurden zudem Elektroporationen von mit Partikeln
kultivierten Zellen durchgefuhrt, wobei vergleichende Messungen mit nicht
elektroporierten Zellen mit Nanopartikelzusatz im Medium durchgefuhrt wurden.
Diese Methode wurde angewandt um zu ermitteln, ob in die Zelle gelangten Partikel
einen toxischeren Effekt haben, oder ob die Partikel auch ohne Elektroporation in die
Zelle gelangen. Die Ergebnisse des Versuchs zeigten keine Unterschiede in der
Anderung des Impedanzsignals, was darauf hinweist, dass die Nanopartikel auch ohne
Elektroporation in die Zellen gelangen. Allerdings wurde hier nicht anhand von REM-
Aufnahmen (berprift, ob die Partikel Uber den angelegten Puls in die Zellen
gelangten.

In den bisher beschriebenen Versuchsanordnungen wurden die Partikel, den Zellen im
Medium suspendiert zugefiihrt. Um den Einfluss der Expositionsroute von
Nanopartikeln zu untersuchen wurden zusétzliche Experimente durchgefihrt, bei
denen den Zellen die Partikel als Aerosol zugefiihrt wurden. Dazu wurden Messungen
mit dem Cultex® Radial Flow System durchgefiihrt. Hier werden die Zellen auf
speziellen Zellkultureinsatzen kultiviert und nur von unten mit Medium versorgt. Aus
den in Pulverform vorliegenden gepressten Partikeln wurde tber eine Dust Feeder

nach Wright(1950) ein Partikel-Aerosol generiert und Uber Druckluft auf die Zellen
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geleitet. Die Partikel lagern sich somit direkt auf den Zellen ab und kommen nicht mit
Medium in Kontakt.

Die durchgefiihrten Versuche zeigten, dass die Partikel, die den Zellen als Aerosol
zugefihrt wurden, eine 11-mal hoher toxische Wirkung, als die gleichen im Medium
suspendierten Partikel hatten. Eine mogliche Erklarung hierflr ist, dass im Medium
enthaltene Partikel nicht alle bei den Zellen ankommen, da in der Flussigkeit
Diffusion herrscht, wohingegen bei direkter Ablagerung des Partikel-Aerosols jeder
Partikel zu den Zellen gelangt. AulRerdem wurde Uber die DLS-Messungen der im
Medium suspendiert vorliegenden Partikel gezeigt, dass sich die GroRe der Partikel
durch die mdgliche Anlagerung von Proteinen an der Partikeloberflache andert, was
eventuell den toxischen Effekt der Partikel herabsetzt.

Da sich von Untersuchungen, die unter Verwendung von 2D-Gewebekulturen erstellt
wurden, nur bedingt Rickschlisse auf die in-vivo Bedingungen ziehen lassen, wurden
zudem 3D-Gewebekulturen als Testsysteme eingesetzt.

Dazu wurden Sphéroide der verwendeten Zelllinien kultiviert und ebenfalls als
Testsysteme fur die zu untersuchenden Partikel eingesetzt. Es wurden zwei
unterschiedliche Methoden zur Herstellung von 3D-Gewebestrukturen angewandt: 1.
die Herstellung Uber die Hanging-Drop-Technik und 2. die Kultivierung von Zellen
auf mit einem Fluorophor beschichteten Platten. Die in Hanging-Drop kultivierten
Zellen bildeten Spharoide mit Durchmesser bis zu 1000 um auf, wohingegen die auf
dem Fluorophor hergestellten Spharoide Durchmesser zwischen 250-550 um
aufwiesen. Die Testung der Partikel an den hergestellten Sphéroiden ergab, dass sich
kleinere Sphéroide ahnlich wie die 2D-Strukturen verhalten, wahrend groRere
Spharoide wesentlich unempfindlicher auf die Kultivierung mit Partikeln und lonen
reagierten. Die Untersuchungen von dem auf die Zellen ausgeltsten oxidativen Stress
(ROS) ergaben, dass, Silbernanopartikel im Gegensatz zu Silberionen oxidativen
Stress in Zellen auslésen. Zinkoxidnanopartikel und Zinkionen lésten im gleichen
MalR oxidativen Stress aus. Auch die als nicht toxisch eingestuften
Titandioxidnanopartikel (2 nm) generierten ROS.

Die Untersuchungen des Zelltodes zeigten alle eine sehr gute Ubereinstimmung. Uber
die Messung an freigesetzter LDH ins Medium wurde der Gber die Zinkpartikel und
Zn**-lonen, sowie Silberionen ausgeldste Zelltod als Nekrose eingestuft und der

durch Silberionen ausgeléste Tod dem Mechanismus der Apoptose zugeschrieben.
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Die Messung der Caspase3/7-Aktivitat lieferte das gleiche Ergebnis. Hier zeigten die
Zellen bei Kultivierung mit Silbernanopartikeln eine stark erhdhte Aktivitat von
Caspase 3/7 wohingegen die Zellen kultiviert mit ZnO-Partikel, Zn**- und Ag*-lonen
keine messbare Aktivitdt von Caspase3/7 zeigten. Zur weiteren Absicherung der
Ergebnisse wurden durchflusszytometrische Messungen von mit FITC-AnnexinV und
Propidiumiodid geféarbten Zellen durchgefihrt. Hier wurde ebenfalls bestatigt, dass es
sich bei dem Mechanismus des Zelltodes der von Silbernanopartikeln ausgeldst wird
um Apoptose handelt und bei den Zellen die mit Zinkoxidnanopartikeln kultiviert
wurden Nekrose auftritt.

Zum Abschluss wurde die durch Partikel und lonen hervorgerufene DNA-Schéadigung
der Zellen bestimmt. Hierzu wurde der Komet-Assay durchgefuhrt. Die Auswertung
des Tests erfolgte visuell am Mikroskop. Die Ergebnisse zeigen, dass die mit
Silberionen kultivierten Zellen die groRte DNA-Schadigung aufwiesen, gefolgt von
den mit Zn*-lonen, Silbernanopartikeln und ZnO-Partikeln versetzten Zellen. Dieses
Ergebnis l&sst vermuten, dass die Partikel in geringerem AusmaR in den Zellkern
dringen konnen als die lonen.

AbschlielRend l&sst sich sagen, dass die toxische Wirkung der Silbernanopartikel nicht
durch sich herauslosende lonen sondern die Partikel selbst verursacht wird, da die
Zelltoduntersuchungen ergaben, dass sich die Mechanismen des Todes fiir Partikel
und lonen unterscheiden. Die Vermutung, dass es sich bei der durch
Zinkoxidnanopartikel hervorgerufenen toxischen Wirkung nicht durch herausgeldste
lonen handelt konnte mit Uber die Zelltoduntersuchungen nicht eindeutig bestatigt

werden, da es sich in diesem Falle um die gleiche Art des Zelltodes handelt.

Die vorliegende Arbeit macht deutlich, dass sich bei der toxischen Bewertung von
Nanopartikeln eine  Vielzahl von Problemen ergeben. Es missen die
Expositionsrouten von Partikel berlicksichtigt werden, da im Medium zugefuhrte
Partikel, Diffusion unterliegen und die Partikel durch den Kontakt mit, im Medium
enthaltenen Proteinen ihre Oberflacheneigenschaften andern Des Weiteren muss der
durch lonen ausgeloste toxische Effekt berticksichtigt werden. Es wurde weiterhin
deutlich, dass 2D-Zellkulturen die in-vivo herrschenden Bedingungen nicht
ausreichend widerspiegeln und der Einsatz von 3D-Gewebekulturen als Testsystemen

eine immer groRer werdende Bedeutung beim Ersatz von Tierversuchen spielen wird.
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6 Anhang

6.1 Statistik

Die Messergebnisse der einzelnen Messreihen wurden mittels t-test statistisch
tberpruft. Uber den t-test wird der Wahrscheinlichkeitswert p bestimmt. Dieser gibt
an mit welcher Wahrscheinlichkeit die Mittelwerte zweier unabhéngiger Messreihen
gleich sind. Bei p < 0,05 ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich die Mittelwerte zweier

Messreihen signifikant unterscheiden bei 95 %.

6.2 Verwendete Zellen

Tabelle 6-1: Verwendete Zelllinien.

Name Zellen

HEP-G2 humane hepatozellulédre Karzinomzelllinie (DSMZ-Nr. ACC-180)
NIH-3T3 Méausefibroblastenzelllinie (DSMZ-Nr. ACC-59)

A-549 humane Lungenkarzinomzelllinie (DSMZ-Nr. ACC-107)

PC-12 Rattennebennierentumorzelllinie (DSMZ-Nr. ACC-159)
CACO-2 humane Darmkrebszelllinie(DSMZ-Nr. ACC-169)

HELA humane Eierstockkrebszelllinie (DSMZ-Nr. ACC-57)

ad-MSC selbstisoliert aus Fettgewebe

uc-MSC selbstisoliert aus Nabelschnur

6.2.1 Kultivierung von Zellen

Die Zellen wurden in den in Tabelle 6-2 angegebenen Medien in 75 cm?-Flaschen bei
37°C und 5% CO, kultiviert. Fur die Kultivierung der PC-12-Zellen wurden die
Zellkulturflaschen zundchst mit 0,5 mg/mL Poly-L-Lysin beschichtet, um die
Adhésion der Zellen an die Oberflache zu verbessern, da diese nur schwach an

Polystyroloberflachen adhérieren. Bei Erreichen von etwa 80 % Konfluenz wurden
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die Zellen passagiert. Zum Passagieren wurde zunéchst das Medium vollstandig
entfernt, der Zellrasen einmal mit PBS gespult und anschlielend mit 2 mL
Trypsin/EDTA (0,2 % (w/v) Trypsin, 0,02 % EDTA in PBS), bzw. Accutase (bei den
CACO-2-Zellen und Primarzellen) inkubiert, bis sich die Zellen vollstandig vom
Boden der Flasche geldst hatten (3-10 min). Die in Trypsin geldsten Zellen wurden in
8 mL des entsprechenden Kulturmediums aufgenommen, resuspendiert und in der
gewdinschten Verdinnung in einer neuen Zellkulturflasche weiterkultiviert.

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Z&hlkammer und mit dem
Zellcounter der Firma BioRad. Fur eine Zellzahlbestimmung in der Neubauer-
Zahlkammer wurden 10 uL der Zellsuspension in die Kammer gefillt, vier
GroRquadrate ausgezahlt und der Durschnitt eines Quadrats berechnet. Um die
Anzahl der Zellen pro mL zu erhalten, wurde die Anzahl der Zellen pro Grol3quadrat

mit dem Faktor 10* multipliziert.

Tabelle 6-2: Kulturmedienzusammensetzung der verwendeten Zellen.

Zellen Medium

HEP-G2 DMEM, 10 % FKS, 1 % P/S

NIH-3T3 DMEM, 10 % NKS, 1 % P/S

A-549 DMEM, 10% FKS, 1% P/S

PC-12 DMEM, 10% HOS, 5% FKS, 1% L-Glutamin,
1% Natriumpyruvat, 1 % P/S

CACO-2 MEM, 20 % FKS, 1 % P/S

HELA DMEM, 10 % FKS, 1 % P/S

Nabelschnur oaMEM, 10 % Humanserum, 50 pg/mL Gentamycin, 2,5 pg/mL

Amphotericin B
Fettstammzellen  oMEM, 10 % Humanserum, 50 pg/mL Gentamycin, 2,5 pg/mL
Amphotericin B

Alle verwendeten Medien und Puffer wurden mit deoinisiertem Wasser (ARIUM,
Sartorius AG, Gottingen) hergestellt, welches im Folgenden als dd H,O bezeichnet

wird.
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Tabelle 6-3: Verwendete Medien und Puffer und ihre Zusammensetzung.

Medium/Puffer

Bestandteile

DMEM

PBS

MEM

aMEM

10 L dd H,0

134,7 ¢ DMEM-Pulver
37 g NAHCO;
pH=7,2

140 mM NaCl

2,7 mM KCI

7,2 mM Na,HPO,

14,7 mM KH,PO,
pH=74

10 L dd H,0O

96,1 g MEM-Pulver
22 g NaHCO4
pH=7,2

10 L dd H,0O

100,8 g MEM alpha-Pulver
22 g NaHCO4

Zusammensetzung der Medien

Tabelle 6-4: Zusammensetzung von DMEM

Komponente Masse [g/L]
L-Arginin - HCI 0,084
L-Cystin - 2HCI 0,0626
L-Glutamin 0,584
Glycin 0,03
L-Histidin - HC1 - H,0 0,042
L-Isoleucin 0,105
L-Leucin 0,105
L-Lysin - HCI1 0,146
L-Methionin 0,03
L-Phenylalanin 0,066
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L-Serin 0,042
L-Threonin 0,095
L-Tryptophan 0,016
L-Tryosin 2Na - 2H,0 0,10379
L-Valin 0,094
Cholinchlorid 0,004
Folsaure 0,004
Myoinositol 0,0072
Nicotinamid 0,004
D-Pantothensaure 0,004
Pyridoxal - HCI1 0,004
Riboflavin 0,0004
Thiamin - HCI 0,004
Calciumchlorid 0,2
Eisennitrat - 9H,O 0,0001
Magnesiumsulfat 0,09767
Kaliumchlorid 0,4
Natriumchlorid 6,4
Natriumhydrogenphospat 0,109
Glukose 4,5
Phenolrot - Na 0,0159
Brenztraubensédure - Na 0,11

Tabelle 6-5: Zusammensetzung von MEM

Komponente Masse [mg/L]
Glycin 7,5
L-Alanin 8,9
L-Argininhydrochlorid 126
L-Asparagin - H,O 15
L-Asparaginsaure 13,3
L-Cystin - 2HCI 31,28
L-Glutaminséure 14,7
L-Glutamin 292
L-Histidinhydrochloride - H,O 42
L-Isoleucin 52
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L-Leucin 52
L-Lysinhydrochlorid 72,5
L-Methionin 15
L-Phenylalanin 32
L-Prolin 11,5
L-Serin 10,5
L-Threonin 48
L-Thryptophan 10
L-Tryosin 51,9
L-Valin 46
Cholinchlorid 1
D-Calciumpantothenat 1
Folséure 1
Nicotinamid 1
Pyridoxalhydrochlorid 1
Riboflavin 0,1
Thiaminhydrochlorid 1
i-Inositol 2
Natriumhydrogenphospat 0,109
Calciumchlorid 200
Magnesiumsulfat 97,67
Kaliumchlorid 400
Natriumhydrogenphospat - H,O 140
D-Glukose 1000
Phenolrot 10

Tabelle 6-6: Zusammensetzung von MEM alpha

Komponente Masse [mg/L]
Glycin 50

L-Alanin 25

L-Arginin 105
L-Asparagin - H,O 50
L-Asparaginsaure 30
L-Cystinhydrochlorid - H,O 100

L-Cystin - 2HCI 24
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L-Glutaminséure 75
L-Glutamin 292
L-Histidin 31
L-Isoleucin 52,4
L-Leucin 52,4
L-Lysin 58
L-Methionin 15
L-Phenylalanin 32
L-Prolin 40
L-Serin 25
L-Threonin 48
L-Thryptophan 10
L-Tryosin 52
L-Valin 46
Ascorbinséure 50
Biotin 0,1
Cholinchlorid 1
D-Calciumpantothenat 1
Folséure 1
Nicotinamid 1
Pyridoxalhydrochlorid 1
Riboflavin 0,1
Thiaminhydrochlorid 1
Vitamin B12 1,36
i-Inositol 2
Calciumchlorid 200
Magnesiumsulfat 97,67
Kaliumchlorid 400
Natriumchlorid 6800
Natriumhydrogenphospat - H,O 140
D-Glukose 1000
Liponsdure 0,2
Natriumpyruvat 110
Phenolrot 10
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6.2.2 Isolation von Zellen

6.2.2.1 Nabelschnur

Die uc-MSC wurden aus dem Gewebe einer Nabelschnur isoliert. Zur Isolation wurde
die Nabelschnur mit einer Schere zerkleinert und in Kulturmedium bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Das Medium wurde dreimal wochentlich gewechselt. Nach 10 Tagen
konnte das Auswachsen adhdrenter Zellen aus dem Nabelschnurgewebe beobachtet
werden. Nach 2 Wochen wurden die Gewebsstucke entfernt und die Zellen mit
Accutase abgelost.

Medium: oaMEM, 10% Humanserum, 50 pug/mL Gentamycin, 2,5 pg/mL
Amphotericin B

6.2.2.2 Fettgewebe

Die adulten mesenchymalen Stammzellen wurden aus dem Fettgewebe -einer
Abdominoplastik gewonnen. Zur Isolation wurde zundchst die Haut mit einem
Skalpell vom Fettgewebe getrennt und dieses anschliefend mit einer Schere vom
Bindegewebe getrennt und zerkleinert. Das stark zerkleinerte Fettgewebe wurde
anschlieBend mit Kollagenase-Losung versetzt und fir eine Stunde bei 37°C und 5%
CO; inkubiert.

Nach Homogeniesierung der Suspension wurde diese auf zwei Zentrifugenréhrchen
aufgeteilt und mit Waschpuffer I auf 50 mL aufgefillt. AnschlieBend wurde 5 min bei
150 g zentrifugiert, der Fettiiberstand abgegossen, die mittlere, wéssrige Phase
abgenommen, das im Zentrifugenrohrchen verbliebene Pellet mit dem Uberstand
vereinigt und mit Waschpuffer Il auf 50 mL aufgefullt. Es wurde erneut 10 min bei
540 g zentrifugiert, Fett und Uberstand abgegossen und das Pellet in Waschpuffer 11
aufgenommen und ebenfalls 10 min bei 450 G zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
wassrige Uberstand abgenommen, das Pellet im Kulturmedium gelést, in T-175-
Flaschen gegeben, 24 h inkubiert und anschliefend das Medium gewechselt, um

Bindegewebsriickstdnde zu entfernen.
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Waschpuffer I 500 mL Hanks Buffer

Waschpuffer II: 500 mL Hanks Buffer

Kollagenase-L06sung: 20 mg Kollagenase I in 10 ml Waschpuffer |

Medium: oaMEM, 10 % Humanserum, 50 pg/mL Gentamycin,

2,5 pg/mL Amphotericin B

6.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Die Lagerung der Zellen erfolgte in flussigem Stickstoff bei -196°C. Dazu wurden die
Zellen in Zellkulturmedium, welches 10% DMSO und 80 % Serum enthalt
eingefroren. Das DMSO dient dazu eine Kristallbildung und somit eine Schadigung
der Zellmembran zu vermeiden. Zum Einfrieren wurden die Zellen zundchst mit
Trypsin gelost, im Medium resuspendiert und fiir 5 min bei 4000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in dem hergestellten Kryomedium
aufgenommen, sodass eine Zelldichte von 1 Millionen Zellen pro mL gegeben war. In
jedes Kryordhrchen wurden je 1 mL Zellsuspension uberfuhrt und die Zellen fiir 24 h
bei -80°C gelagert. Anschlielend erfolgt die Lagerung in flissigem Stickstoff. Zum
Auftauen der Zellen werden diese aus dem mit Stickstoff befulltem Kryotank
genommen und schnellstmoglich aufgetaut. Die Zellsuspension wurde in eine
Zellkulturflasche Gberfuhrt und mit kaltem Zellkulturmedium versetzt. Um das, im
Kryomedium enthaltene, DMSO zu entfernen, welches als Zellgift wirkt, wurde nach
12 h das Medium gewechselt

6.3 Dynamic Light Scattering

Um die GroRe der Nanopartikel in Suspension und im Zellkulturmedium zu

bestimmen, wurden DLS Messungen durchgefuihrt. Die Dynamische Lichtstreuung ist
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eine Methode zur Bestimmung der hydrodynamischen Radien von Molekilen und
Partikeln. Trifft ein Laserstrahl auf ein Teilchen wird er in alle Richtungen gestreut.
Aufgrund der Brownschen Molekularbewegung sind die Partikel in standiger
Bewegung und es kommt zu konstruktiven und destruktiven Interferenzen des
Streulichtes und zur Fluktuation in der Streuintensitdt. Mit Hilfe einer
Autokorrelationsfunktion wird die Diffusionsgeschwindigkeit unter Berticksichtigung
des Zusammenhangs zwischen der Zeit und der Streuintensitat berechnet.

Der hydrodynamische Radius kolloid-disperser Partikel lasst sich Gber die Stokes-

Einstein-Beziehung errechnen:

kgT
D=
6mnr
mit  D: Diffusionskoeffizient
Kg: Boltzmann-Konstante
n: Viskositat des Dispersionsmittels
r: hydrodynamischer Partikelradius

T: absolute Temperatur

Die DLS-Messungen wurden mit einem Malverm Zetasizer Nano-ZS durchgefuhrt.

6.4 Rasterlektronenmikroskopie

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) wird die Oberflachentopographie einer
Probe stark vergrofert abgebildet. Dabei wird die Oberflache mit einem gebiindelten,
hochenergetischen Elektronenstrahl abgerastert. Hierzu werden die Elektronen
thermisch emittiert, gebundelt und Uber eine angelegte Spannung im Kilovoltbereich
beschleunigt. Trifft dieser erzeugte Elektronenstrahl (Primérelektronen) auf die zu
untersuchende Oberflaiche auf, wird durch Wechselwirkungen mit der
Materialoberflache ein Spektrum von Elektronen unterschiedlicher Energie emittiert.

Es entstehen Sekundarelektronen, die aus der dinnen Oberflachenschicht der Probe
stammen und deren Energie unterhalb von 50 eV liegt und Riickstreuelektronen aus

tiefer liegenden Schichten der Probe mit einer Energie oberhalb von 50 eV.
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Fur die Bildgebung sind beide Elektronenarten verantwortlich, die
Rickstreuelektronen geben eine Auskunft (ber den Materialkontrast und die
Sekundarelektronen  tber die  Oberflachentopographie einer Probe. Um
Wechselwirkungen zwischen dem erzeugten Elektronenstranl und in der Luft
vorkommenden Molekilen und Atomen zu vermeiden, findet der Prozess der

Rasterelektrodenmikroskopie im Hochvakuum statt.

Fur die Messungen der Partikelgrofie der Nanopulver, wurden diese zunéchst per
Gefriertrocknung getrocknet und anschlieRend auf die Probentréger aufgebracht. Die

Messung erfolgte in einem Rasterelektronenmikroskop (Joel JSM-6700F) bei 2 kV.

6.5 MTT

Neben der direkten Bestimmung der Zellzahl, wie z.B. durch die Neubauer
Zahlkammer oder die elektronische Zellzahlung, gibt es eine Reihe photometrischer
Verfahren. Als Endpunkte solcher photometrischer Verfahren dienen die Umsetzung
oder die Bindung eines Farbstoffes. Der MTT-(3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)-Test ist solch eine photometrische Methode, mit der die
Stoffwechselaktivitat der Zellen gemessen werden kann. Er wurde erstmals 1983 von
Mosman beschrieben [227]. Hierbei werden die Zellen mit MTT versetzt. Das MTT
reagiert hierbei in den Mitochondrien der Zellen mit NADH zu einem blauen
Formazansalz  (3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylformazan), welches Dbei
570 nm sein Absorbtionsmaximum besitzt und mit dem Plattenleser, nach Auflésen
der gebildeten Kristalle mit einer SDS-LOsung, gemessen werden kann. Eine
Referenzmessung erfolgt bei 630 nm um Nebeneffekte durch Medienbestandteile
auszuschliel3en. Die endgultige optische Dichte berechnet sich aus der Differenz der
beiden Messungen. Die Reduktion von MTT ist ein MaR fur den Redox-Status einer
Zellpopulation und kann als Lebensfahigkeit (Viabilitat) oder metabolische Aktivitat
wiedergegeben werden. In Abbildung 6-1 ist Reduktion des gelben MTTs zu dem
blauen wasserunloslichen Formazan-Komplex abgebildet. Die Dehydrogenasen
aktiver Mitochondrien brechen den Tetrazoliumring des MTTs auf, es entsteht

Formazan, das sich in den Zellen anreichert und mit SDS-L0dsung freigesetzt wird.
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Abbildung 6-1: Reduktion von MTT zu Formazan.

Tabelle 6-7: Anzahl der Ausplattierten Zellen pro Well einer 96-Wellplatte.

Zelle Anzahl der Zellen pro Well einer 96-Wellplatte
HEP-G2 10.000

NIH-3T3 6.000

A-549 8.000

PC-12 10.000

CACO-2 8.000

HELA 8.000

uc-MSC 6.000

ad-MSC 6.000

96-Well-Platten werden mit 100 pL pro Well und der in Tabelle 6-7 angegebenen
Anzahl an Zellen besiedelt. Nach Adhé&sion der Zellen auf der Zellkulturoberflache
werden 100 uL Medium pro Well zugegeben und fur 4 Tage im Brutschrank
inkubiert. An Tag 4 wird das Medium der Wells abgesaugt und je 200 uL der
verschiedenen Nanopartikel-Suspensionen in verschiedenen Konzentrationen pro
Well zugegeben. Pro Konzentration wird eine 4-fach-Bestimmung durchgefihrt und
ein Blindwert (Suspension ohne Zellen) berticksichtigt. Es wird fur weitere 3 Tage im
Brutschrank inkubiert und anschlielend der MTT-Test durchgefiihrt.

Um den MTT durchfihren zu kénnen wurde zundchst das Medium der mit Zellen
besiedelten 96-Lochplatten abgesaugt, 110 uL einer 10 %igen MTT-L6sung (5
mg/mL PBS) im Medium zu jeden Well pipettiert und fur 4 h im Brutschrank bei

37 °C und 5% CO, inkubiert. Anschliefend wurden zum Auflésen der Formazan-
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Kristalle 100 pL Solubilisierungslésung (1 g SDS in 10 mL 0,01 M HCI) pro Well
zugegeben und fiir 12 h inkubiert.

Am nédchsten Tag wurde die Absorption des Formazans beim lokalen
Absorptionsmaximum von 570 nm gegen 630 nm als Referenzsignal im Plattenlesser
gemessen. Das erhaltene Signal wurde als relatives MaR fir die Viabilitat von Zellen

eingesetzt.

6.6 Dosis-Wirkungs-Kurven

Aus den aus dem MTT-Test erhaltenen Ergebnissen werden Dosis-Wirkungskurven
ermittelt und NOAEC (No Observed Adverse Effect Concentration), 1Cso (Inhibitory
Concentration) und TLC (Total Lethal Concentration) berechnet. Hierfur wird die auf
1 normierte Viabilitat der Zellen (Viabilitat der Zellen kultiviert in Kulturmedium
ohne Partikelzusatz) als Funktion gegen den Logarithmus der Partikel- bzw.
lonenkonzentration aufgetragen.

Die theoretisch erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven kénnen tber zwei Gleichungen
berechnet werden:

1)

- 1 (Formel 6.1)
T 1400

mit  a = Steigung
b = 1Cso-Wert
x = Konzentration
y = Viabilitat
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2)
y=a-e ®M (Formel 6.2)

mit  a=normierte Viabilitat
b = Steigung
x = Konzentration
y = Viabilitat

Die NOAEC wurde festgelegt als Konzentration, bei der noch 95 % der Zellen viabel
waren und fur die mit Formel 6.1.berechneten Dosis-Wirkungs-Kurven mit folgender

Gleichung berechnet:

In19
NOAEC = b — = (Formel 6.3)

und fur die Uber Formel 6.2 berechneten Dosis-Wirkungs-Kurven mit folgender

Gleichung:

100 (Formel 6.4)

Die TLC-Werte wurden festgelegt als Konzentration, bei der noch 5 % der Zellen
viabel waren und wurden fur die aus Formel 6.1 erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven

dementsprechend mit folgender Formel berechnet:

1 (Formel 6.5)
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und fur die Uber Formel 6.2 berechneten Dosis-Wirkungs-Kurven mit:

I 100 (Formel 6.6)
"5
TLC = 3

Die ICs flr die mit Formel 6.2 berechneten Dosis-Wirkungs-Kurven ergibt sich wie
folgt:
(Formel 6.7)

=
vl

IC5 =

|

6.7 Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing

Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing (ECIS) ist eine automatisierte Methode
zur Bestimmung der morphologischen Anderungen von Zellen in Echtzeit. Die
Theorie der Messungen wurde bereits in Abschnitt 3.6.2.2 beschrieben.

Um die ECIS Messungen durchzufiihren wurde zunéchst eine ECIS-Elektrode
(8W1E, 8 Wells, 1 Elektrode) mit je 400 uL pro Well gefullt und Gber Nacht
inkubiert. Anschlielend wurde das Medium entfernt und jedes Well mit 125.000
Zellen in 400 uL besiedelt, wobei 2 Elektroden unbesiedelt blieben, nur mit Medium
befillt wurden und als Referenzwert verblieben. Nach Erreichen eines stabiles
Impedanzsignals, was mit dem Erreichen der Konfluenz der Zellen auf der Elektrode
gleichzusetzen ist, wiirde das Medium entfernt und die Nanopartikel, bzw. die
Salzldsungen, als Suspension im Medium zu den Wells gegeben (400 pL pro Well).
Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiihrt, sowie als Referenzwert zwei
Wells mit Kulturmedium ohne Partikelzusatz beriicksichtigt. Die Anderung der
Impedanz wird nun solange aufgenommen bis sich das Signal nicht mehr &ndert und

anschlieBend ausgewertet.
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Elektroporation:

Zur Durchfiihrung der Elektroporationsversuche von Zellen mit ECIS werden
zunachst auch 8W1E-arrays Uber Nacht mit Medium inkubiert und 125.000 Zellen
besiedelt. Bei stabilem Impedanzsignal wird das Medium der Zellen abgenommen
und Elektroporationspuffer zugegegeben. Die zu testenden Nanopartikel und lonen
wurden ebenfalls in den gewilnschten Konzentrationen mit in 400 pL
Elektroporationspuffer auf die Elektroden gegeben. Es wird fir 200 ms ein Puls mit
einer Frequenz von 100 kHz und einer Amplitude von 3V die Elektroden angelegt

und das Impedanzsignal weiter aufgenommen.

Elektroporationspuffer: 88 mM NaCl
12,5 mM HEPES
6 mM NaHCOs
5,5mM KCI
0,7 mM NaH;PO4
0,6 mM MgSO,

0,5 mM KH32PO4

6.8 Cultex® Radial Flow System

Fiir die Untersuchungen der ZnO-Nanopartikel als Aerosol wurde das Cultex® Radial
Flow System benutzt, welches in Abbildung 6-2 gezeigt ist. Mit diesem System
konnen Zellen direkt an der Luft-Fllssig-Phasengrenze mit Nanopartikel ,,benebelt*
werden. Die Generation des Partikel-Aerosols erfolgt tber eine Dust-Feeder nach
Wright [225]. Dazu wurde das verwendete ZnO-Nanopartikelpulver bei 1000 kg
gepresst und anschliefend in die Dust-Feeder gebracht. Ein Messer schabt die

gepressten Partikel ab. Uber einen Luftstrom werden die Partikel in eine
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Aerosolkammer gesammelt und von da auf die Zellen geleitet. Die Zellen befinden

sich auf Transwells in dicht abgeschlossenen Modulen (B).

Abbildung 6-2: Foto eines Cultex® Radial Flow Systems (A) und eines
Moduls fir 3 Transwells (B).

Um die Untersuchungen durchzufiihren wurden 5-4*° A-549-Zellen auf Transwells in
6-Lochplatten fiir 36 h kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Exposition der Zellen mit
dem ZnO-Partikel-Aerosol. Um das Aerosol zu generieren, wurde das ZnO-Pulver in
einen Zylinder gepresst und mit einem Messer abgeschabt. Mit Druckluft wurde das
Aerosol zu den Zellen geleitet.

Es wurden zunéchst beide Module des System (6 Transwells) 60 Minuten mit
Raumluft behandelt. AnschlieBend wurden 3 Transwells 60 Minuten, 30 Minuten, 15
Minuten und 5 Minuten dem ZnO-Nanopartikel-Aerosol ausgesetzt (WS). Als
Kontrolle wurden jeweils 3 Transwells fur die gleiche Zeit mit dem Raumluftgemisch
behandelt (RL). Nach der Behandlung wurden die Zellen 24 h inkubiert und
anschlieBend der MTT-Test bzw. der LDH-Test durchgefihrt.
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6.9 3D-Kulturen

6.9.1 Hanging-Drop-Technik

Durch die Hanging-Drop-Methode ist es méglich, Mikrogewebe zu kultivieren, die
sich unabhdngig von der Oberflache der Platte bilden. Es kommt zu keiner Adhasion
der Zellen an die Platte, da die Zellen aufgrund der Schwerkraft an der Spitze des
Tropfens zusammenkommen. Durch diese geografische Trennung von Zellen und
Platte wird die Adhé&sion verhindert und die Zellen haben nur die Mdglichkeit
Bindungen zu Nachbarzellen einzugehen und somit fir ein Zellaggregat zu sorgen.
Um Zellen als Hanging Drop kultivieren zu kénnen, wurden Terasaki®-Platten
verwendet, gezeigt in Abbildung 6-3 (A). Die Terasaki®-Platte besitzt kleine
Vertiefungen und ist speziell fir die Kultur von 3D-Geweben ausgelegt. In die
Vertiefungen wird die Zellsuspension pipettiert und anschlieend invertiert. Das
Invertieren flhrt zu einer hé&ngenden Kultur der Zellen in den Tropfen der
Zellsuspension (Abbildung 6-3 (B)).

Abbildung 6-3: Terasaki®Platte (A), Schematische Darstellung zur
Herstellung von Hanging-Drop-Kulturen mit der Terasaki-Platte (B).

Zunéchst wurden fir die Herstellung der Sphéroide unterschiedliche Zellzahlen
getestet. Dafiir wurden jeweils 4+, 5+, 6-,7-,8-,9-, 10-, 15-, 20-, 25 - 10* A-549-Zellen
in je 35 uL Medium in die Vertiefungen der Terasaki® pipettiert, diese invertiert und
fur 3 Tage kultiviert. An Tag 2 wurden jeweils 10 uL Medium zu den Tropfen
gegeben. Die Viabilitdten der hergestellten Spharoide wurden an Tag 3 Uber den

MTT-Test bestimmt. Hierzu wurden die Tropfen abgeschlagen und die Sphéroide in
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96-Lochplatten Gberfihrt und mit 110 uL 10 %iger MTT-L6sung versetzt. Nach 4-
stindiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 110 uL SDS-L6sung und nach 24 h das

Auslesen im Plattenleser bei 570 -630 nm.

Nach Bestimmung der optimalen Zellzahl, von 4000 Zellen, zur Kultivierung von
viablen Spharoiden wurden von allen Zelllinien Sphéroide kultiviert. Dazu wurden
4000 Zellen in 35puL Medium in die Vertiefungen der Platten pipettiert, diese
invertiert und an Tag 2, aufgrund der hohen Verdunstung im Inkubator, 10 puL
frisches Medium zupipettiert. An Tag 3 wurden die zu untersuchten Konzentrationen
an Partikeln und lonen in 10 uL Medium zu den jeweiligen Tropfen gegeben und fur
weitere 2 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden die Tropfen abgeschlagen, in 96-
Loch-Platten tberfiihrt und der MTT-Test durchgefthrt.

6.9.2 Oxygen Bisensor System

Petrischalen oder Mikrotiterplatten mit einer nicht-haftenden Oberflache koénnen
ebenfalls fir die Kultur von dreidimensionalem Mikrogewebe verwendet werden.
Gegebenenfalls kann die Oberflaiche durch Beschichtung mit verschiedenen
Substanzen nicht-haftend gemacht werden. Da die Zellen nicht an der Oberflache
adhdrieren konnen, bilden sich Zellaggregate um eine gewisse Struktur zu erreichen.
Diese Methode bietet meist eine gewisse Varianz in der Grolie der Spharoide. (recent
advances). In der vorliegenden Arbeit wurden die mit einem Fluorophor
beschichteten Platten von BD Bioscience zur Herstellung von Sphéroiden verwendet.
Dazu die Wells mit 4000 Zellen in 200 uL Medium besiedelt tiber 3 Tage kultiviert
und an Tag4 die Nanopartikel und lonen in verschiedenen Konzentrationen
zugegeben. Zwar kann hier die Bestimmung der Viabilitdt Gber die Messung des
Sauerstoffverbrauchs durch Fluoreszenzmessungen bestimmt werden, es wurde
jedoch um einen Vergleich zu den, Uber Hanging-Drop hergestellten Sphéroide zu
haben die Viabilitat auch hier Gber den MTT-Test bestimmt. Zur Bestimmung der
Viabilitat wurden die Sphéroide in eine neue 96-Well-Platte tiberfihrt und der MTT-
Test durchgefihrt.
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6.10 Bestimmung von ROS

Zur Bestimmung des auf die Zellen ausgelbten oxidativen Stresses wird der

Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection Kit verwendet. Die dem

Test zugrunde liegende Reaktion ist in Abbildung 6-4 dargestellt.

Hs C-C— O-E-CHJ Spaltung durch g @ O O
O O zellulare Esterasen cl
x COOH > COOH x~COOH
a--'--I P> G // 6—-
0

Hooc/l HOOC HO
2 CHy -c—on

Carboxy-H,DCFDA Carboxy-DCFH Carboxy-DCF

Abbildung 6-4: Spaltung von Carboxy-H2DCFDA (ber zelluldre Esterasen
zu Carboxy-DCFH und anschlieBende Umsetzung von Carboxy-DCFH durch
ROS zu Carboxy-DCF.

6.11 LDH-Freisetzung

Die Membranintegritat von Zellen kann Uber die Freisetzung von LDH, welches als
zytosolisches Enzym, im Inneren von Sadugerzellen présent ist, bestimmt werden.
Uber die Messung von freigesetztem LDH kann also auf die Schadigung der
Zellemembran zurtickgeschlossen werden.

Der CytoTox-ONE ™ Homogeneous Membrane Integrity Assay von Promega beruht
auf der Reduktion von Resazurin zu Resorufin. Wird aus einer Zelle LDH freigesetzt
wird zundchst Laktat zu Pyruvat oxidiert, wéhrend das Coenzym NAD+ durch die
Ubertragung des Wasserstoffs vom Laktat zu NADH reduziert wird. Ein Katalysator
(Diaphorase) Ubertragt dann das Wasserstoff vom NADH auf Resazurin, wodurch
dieses zu Resorufin reduziert wird. Das Reaktionsprodukt ist fluoreszent und kann bei
einer Extinktion von 560 nm und bei einer Emission von 590 nm detektiert werden.
Das gemessene Signal ist proportional zur freigesetzten Menge LDH und somit auch
zur Anzahl geschadigter Zellen. LDH wird nur von Zellen mit geschadigter

Zellmembran freigesetzt, was ein Anzeichen fir Nekrose ist (Vgl. Abschnitt 3.6.3),
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weshalb dieser Test als erster Hinweis zur Unterscheidung zwischen Apoptose und
Nekrose dienen.

In Abbildung 6-5 ist die des CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity
Assay zugrunde liegende Reaktion dargestellt.

LDH
Laktat — 5 Pyruvat

V.

NADH
| I
\Oi S Dlaphorase b "
¥
(o]
Resorufin Resazurin

Abbildung 6-5: Reduktion von Resazurin zu Resorufin durch die Freisetzung
von LDH in Anwesenheit des Katalysators Diaphorase.

Zur Durchfiihrung des LDH-Tests werden 96-Well-Platten mit Zellen besiedelt. Daftr
wird die gewinschte Zellzahl in 100 uL Suspension zu jeden Well gegeben, nach
Adhésion der Zellen 100 uL Medium zugegeben und fir 4 Tage im Brutschrank
inkubiert. Die Anzahl der Zellen pro Well war aufgrund der unterschiedlichen

Verdopplungszahlen der Zellen verschieden und ist fiir jede Zelle in

Tabelle 6-7 angegeben. An Tag 4 wurden je 200 uL der im Medium suspendierten
Nanopartikel, sowie der zu untersuchenden Salzlésungen zugegeben. Nach definierten
Zeitabstanden wurde nun die Bestimmung von ins Medium freigesetzter LDH
durchgefuhrt. Dazu wurden je 100 pL Zellkulturtiberstand pro Well abgenommen, in
eine 96-Wellplatte pipettiert, mit jeweils 100 uL Substratlosung versetzt und fir
20 min bei 22°C inkubiert. Anschlieend wurden in jedes Well 50 uL der Stopp-
Lésung gegeben und schnellstmdglich die Fluoreszenz im Fluoreszenzplattenleser bei

einer Extinktion von 544 nm und einer Emission von 590 nm detektiert.
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6.12 Caspase3/7-Aktivitat

Mit dem Apo-One®Homogenous Caspase3/7 Assay kann die Aktivitdt von
Caspase3/7 bestimmt werden. Caspasen spielen bei der Apoptose in Sdugerzellen eine
wichtige Rolle (Vgl. Abschitt 3.6.3) Der Test beruht auf der Umsetzung eines nicht
fluoreszierenden Substrat tber Caspase3/7 zu einem fluoreszierendem Substrat. Die

dem Test zugrunde liegende Reaktion ist in Abbildung 6-6 gezeigt.

Z-DEVD-NH NH-DVED-Z

Caspase-3/7
_—

nicht fluoreszent fluoreszent

Abbildung 6-6: Spaltung des nicht fluoreszierenden Caspase Substrat Z-
DEVD-R110 zu dem fluoreszierendem Rhodamin R-110 durch Caspase3/7.

Zur Durchfiihrung des Apo-One®Homogenous Caspase3/7 Assay wurden zunachst
96-Well-Platten mit der in

Tabelle 6-7 angegeben Zellzahl pro Well besiedelt und fur 4 Tage inkubiert. An Tag 4
erfolgte die Zugabe von 200 pL Partikelsuspension im Medium, bzw. der
Salzlésungen. Nach definierten Zeitabstdnden wurde die Aktivitat von Caspase3/7
gemessen.

Dazu wurden zu jedem Well der 96-Well-Platte 100 puL des Apo-One®-Caspase3/7-
Reagenz gegeben und anschlieBend die Platte 1 min bei 400 rpm geschittelt. Die
Platte wurde bei 22 °C im Fluoreszenzplattenleser gelagert und alle 10 min bei einer

Extinktion von 485 nm und einer Emission von 538 nm die Fluoreszenz detektiert.
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6.13 Durchflusszytometrische Methoden

Zur Bestimmung des Zelltods wurden durchflusszytometrische Messungen
durchgefuhrt. Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, die eine hohe Anzahl von
Zellen in geringer Zeit in Bezug auf verschiedene Parameter, wie z.B. Volumen,
Fluoreszenz, Absorption, erfassen kann. Die Zellen in einer Suspension werden
hydrodynamisch fokussiert und passieren einzeln einen Laserstrahl.

Die Bestimmung von lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen einer
Zellkultur erfolgt Uber die Farbung der Zellen mit FITC-AnnexinV und
Propidiumiodid.

Phosphatidylserin (PS) befindet sich bei einer normalen Zelle auf der Innenseite der
Zellmembran. Wahrend der Apoptose wird kommt es zur Translozierung von PS auf
die AuBenseite der Membran und AnnexinV bindet daran. Bei der Nekrose wird die
Membran der Zellen durchldssig, bzw. teilweise zerstort und FITC-AnnexinV kann an
die Innenseite PS an der Membran binden. Eine Farbung der Zellen nur mit AnnexinV
reicht demnach zur Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose nicht aus. Durch
kombinierte Farbung der Zellen von FITC-AnnexinV mit Propidiumiodid (PI),
welches nur in Zellen mit durchléssiger Membran eindringt (nekrotische Zellen) und

dort bindet, kann zwischen Apoptose und Nekrose unterschieden werden.

Daraus ergibt sich, dass lebende Zellen sowohl AnnexinV- und Pl-negativ sind,
apoptotische Zellen AnnexinV-positiv und nekrotische Zellen AnnexinV-und PI-

positiv sind.

Propidiumiodid

Abbildung 6-7: Schematische Darstellung von mit AnnexinV und
Propidiumiodid gefarbten Zellen und deren Bezeichnung.
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Um die durchflusszytometrischen Messungen durchfuhren zu kdénnen, werden 6-
Well-Platten mit 60.000 Zellen in 3 mL pro Well besiedelt. Die Platten werden 3 Tage
im Brutschrank inkubiert und an Tag 4 werden 3 mL der Partikelsuspensionen, bzw.
der Salzldsungen zu den mit Zellen besiedelten Wells gegeben. Nach definierten
Zeitabstanden wird der Uberstand der Wells in Zentrifugenrohrchen pipettiert, die
Zellen mit 0,5 mL Trypsinierlosung abgeldst, in Medium aufgenommen und in die
jeweiligen Zentrifugenréhrchen mit dem Zellkulturiiberstand pipettiert.

AnschlieRend wird 5 min bei 200 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen, 500 uL
APO-Puffer zugegeben, erneut filr 5 min bei 200 g zentrifugiert und der Uberstand
wiederum verworfen. Das Pellet wird in 200 pL Puffer resuspendiert, die Zellen
gezahlt und auf 1-10° Zellen promL verdiinnt. In jedes Probenglaschen des
Zytometers werden 100 pL, jeweils 5uL von jedem Farbstoff, AnnexinV und
Propidiumiodid, gegeben, 15 min im Dunkeln gelagert und 400 uL Puffer gegeben.
Die Proben werden in den Autosampler des Zytometers gestellt, das gewinschte

Protokoll gedffnet und die Messung gestartet.

6.14 Komet-Assay

Mit dem Komet-Assay konnen DNA-Schéden auf Einzelzellebene detektiert werden.

Die Methode wurde 1984 erstmals von Ostling und Johanson beschrieben [228].

Der unter starken alkalischen Bedingungen durchgefiihrte Komet-Assay dient dazu,
eine Entwindung der DNA vor der Elektrophorese zu erreichen. Wéhrend der
Elektrophorese bilden sich Kometen aus, die Rickschliisse auf die Fragmentierung
der DNA liefern, da intakte DNA zu hochmolekular ist um im elektrischen Feld zu
wandern. Die Uber den alkalischen Komet-Assay detektierten Schaden koénnen auf
Einzelstrangbriche (ESB), Doppelstrangbriiche (DSB) zuriickzufiihren sein.

Die Auswertung der aus den Komet-Assay erhaltenen Ergebnisse kann 1.) Gber die
Messung der Schweiflange auf einen Mikrofilm, 2.) am Mikroskop, durch visuelle
Einschatzung der Kometen und Einteilung in 5 verschiedene Klassen, wobei Klasse 0
ungeschadigter DNA und Klasse 5 stark geschadigter DNA entspricht, und 3.) tber
computergestutzte Bildanalyse. Die hier verwendete Auswertung der Kometen
erfolgte visuell am Mikroskop.
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Zur Durchfuhrung des Komet-Assay wurden zunéchst Objekttrager mit 0,5 % normal
schmelzender Agarose beschichtet (NMA). Dazu wurde die Agarose nach kurzem
Aufkochen bei 50-60°C gehalten. Zur Beschichtung der Objekttrager wurden 50 pL
der Agarose auf den Objekttrager gebracht und mit einem Spatel gleichméRig auf dem
Objekttrager verteilt. Nach Antrocknen der ersten Schicht wurden erneut 100 pL
Agarose auf den Objekttrager aufgebracht und ebenfalls verstrichen, dabei ist eine
Blaschenbildung zu vermeiden und auf eine gleichméaRige Verteilung der Agarose auf
dem Objekttrager zu achten. Bis zur Verwendung wurden die beschichteten
Objekttrager im Kihlschrank gelagert.

2 -10° NIH-3T3-Zellen wurden in T-25 Flaschen kultiviert und an Tag 3 mit den zu
untersuchenden Nanopartikel versetzt und fur 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen bei 900 G fir 5min zentrifugiert, das Zellpellet in 80 uL niedrig
schmelzender Agarose aufgenommen und auf die vorbereiteten Objekttrager gebracht.
Auf die Objekttrager wurden Deckglaschen aufgebracht, um ein gleichmaRiges
Verteilen der Agarose auf den Trégern zu gewahrleisten. Zum Auspolymerisieren
wurden die Objekttrager fir 10 min im Kihlschrank gelagert, anschlieBend die
Deckglaschen entfernt, erneut 100 uL 0,75 %ige LMA auf dem Objekttrager verteilt
und ein neues Deckglaschen aufgelegt. Nach weiteren 10 min im Kihlschrank wurden
die Deckgléaschen entfernt und die Objekttrager fir 3 h in 200 mL Lyselésung gelegt.
AnschlieBend erfolgte die Elektrophorese. Dazu wurden die Objekttrager in direkten
Kontakt zueinander in die Elektrophoresekammer gelegt und die Kammer mit
Elektrophoresepuffer befillt, sodass die Objekttrager vollstandig mit Puffer bedeckt
waren. Bevor eine Spannung angelegt wurde, blieben die Objekttrager zum
Entwinden 20 min im Elektrophoresepuffer liegen. Die angelegte Spannung betrug
1V/cm und wurde Uber die Zugabe an Puffer auf Stromstarken von 300-310 mA
eingestellt. Die Elektrophoresezeit betrug 20 min.

Nach der Elektrophorese wurden die Objekttrager 3-mal mit Tris-Puffer gespilt und
anschlieBend zum Farben in Ethidiumbromidlésung gelegt. Die Auswertung der

gebildeten Kometen erfolgte am Mikroskop.
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Puffer und Losungen:

Normal schmelzende Agarose 0,5 % (NMA): 150 mg/30 mL PBS
Niedrig schmelzende Agarose 0,75 % (LMA): 225 mg/30 mL PBS

Lysel6sung: 8 g NaOH
1,2 g Tris-Base
37,2 g EDTA
146,1 g NaCl
10 g Triton X-100
100 mL DMSO
mit H,O auf 1 L aufgefulit.

Elektrophoresepuffer: 0,759 EDTA
24 g NaOH

mit H,O aufgeflllt auf 2 L.

Tris-Puffer: 48 g Tris-Base

aufgefillt mit H,O auf 1 L und eingestellt auf pH 7,4
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6.15 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celcius
0D 0-dimensional
1-D 1-dimensional
2D 2-dimensional
3D 3-dimensional
8W1E 8-well-1-electrode
A-549 humane Lungenkarzinomzelllinie
ad adipose
Korperfett
Ag Silber
Al Aluminium
APAF apoptosis protease-activating factor
ATP Adenosin-Triphosphat
C18-4 Colon transversum
CACO-2 humane Darmkrebszelllinie
CAD caspasenabhéngige DNase
Caltech California Institute of Technology
Co Kobalt
CO; Kohlenstoffdioxid
CPE constant phase element

konstantes Phasenelement

dd H,0O doppelt destilliertes Wasser
DISC death inducing signaling complex
Tod-induzierender Signal-Komplex
DLS Dynamic Light Scattering
Dynamische Lichtstreuung
DMEM Dulbecco’s Modified Eagles Medium
Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribunuclein-acid



Anhang 146
Desoxyribunucleinsdure
DNase Desoxyribunuclease
DSB Doppelstrangbriiche
ECso mittlere effektive Konzentration
ECIS Electric-Cell-Substrate-Impedance-Sensing
ECM extracellular matrix
Extrazelluldre Matrix
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ER Endoplasmatisches Retikulum
ESB Einzelstrangbriche
et al. et alii (und andere)
eV Elektronenvolt
f Funktion
FADD FAS-associated death domain protein
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FKS fotales Kalberserum
g Erdbeschleunigung
GPCR G-protein coupled receptor
G-Protein gekoppelter Rezeptor
HaCaT Humane Keratinozytenzelllinie
HCI Salzsdure
HELA humane Eierstockkrebszelllinie
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure
HEP-G2 humane hepatozellulare Karzinomzelllinie
Hg Quecksilber
HOS Horse serum
Pferdeserum
HT-29 Humane Kolonkarzinomzelllinie
Hz Hertz
I Stromstérke
IAP Apoptose inhibierende Proteine
ICs0 half maximal (50%) inhibitory concentration
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mittlere inhibitorische Konzentration

ICAD Inhibitor der caspasenabhéngigen DNase

IR Infrarot

IS Impedanzspektroskopie

ks Boltzmann-Konstante

Kfz Kraftfahrzeug

L Liter

L929 Mausebindegewebszelllinie

LDH lactat dehydrogenase
Laktatdehydrogenase

LED light-emitting diode
Leuchtdiode

LMA low melting agarose
niedrig schmelzende Agarose

In Logarithmus naturalis

M Molar

MCTS multicellular tumor spheroids
multizelluldre Tumorspharoide

MEM Minium essential medium

Mn Mangan

MSC mesenchymal stem cells
mesenchymale Stammzellen

MSTO humane Lungentumorzelllinie

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid

n.b. nicht bestimmbar

NAA Neutronenaktivierungsanalyse

NAD Nikotinsédureamid-Adenin-Dinukleotid

NIH-3T3 Mausefibroblastenzelllinie

NK naturliche Killerzelle

NKS Neugeborenes Kélberserum

NMA normal melting agarose

normal schmelzende Agarose
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NOAEC

O,
OLED

P/S
P25
PARP
PBMC

PBS

PC-12
PDMS
PEG
Pl
PLL

ppm

PS

REM
RGD
RL

ROS

rpm

Sh
SDS

No Observed Adverse Effect Concentration
hochste Testkonzentration ohne beobachtete
Wirkung

Sauerstoff

organic light emitting diode

organische Leuchtdiode
Wahrscheinlichkeitswert
Penicillin/Streptomycin
Titandioxidnanopartikelpulver (Evonik)
Poly-(ADP-Ribosyl)-Polymerase
Peripheral Blood  Mononuclear  Cell
mononukledre Zellen des peripheren Blutes
phospate buffered saline
phosphatgepufferte Salzlésung
Rattennebennierentumorzelllinie
Polydimethylsiloxan

Polyethylenglycol

Propidiumiodid

Poly-L-Lysin

parts per million

1 Millionstel

Phosphatidylserin

Radius

Rasterelektronenmikroskopie
Arginin-Glycin-Aspartat

Raumluft

Reactive oxygen species

reaktive Sauerstoffspezies

revolutions per minute

Umdrehungen pro Minute

Antimon

sodium dodecyl sulfate

Natriumdodecylsulfat
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SERS surface enhanced raman scattering
Oberflachenverstarkte Ramanstreuung

Smac/Diablo second-mitochondria-derived  activator  of
caspase/direct IAP-binding protein with low pl

SMMC-7721 humane Leberkrebszelllinie
T absolute Temperatur

TiO, Titandioxid

TLC Total Lethal Concentration

letale Konzentration

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
U Spannung
uc umbilical cord

Nabelschnur

uv Ultraviolett

\ Volt

Val. Vergleiche

w Watt

WS Wirkstrom

Z Impedanz
Zn0O Zinkoxid

n Viskositat

@ Phasenverschiebung
® Kreisfrequenz
Q Ohm

Fur Langen-, Massen-, Stoffmengen- und Zeitangaben wurden Sl-Einheiten
verwendet sowie Vorsilben flr dezimale Vielfache und Teile der SI-Einheiten nach
DIN 1301.
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6.16 Gerate und Laborausstattung

Gerat

Autoklav
Brutschrank

Digitalkamera

Dynamic Light Scattering

Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzplattenlesegerat

Gelelektrophorese

Impedanzmessgerét

Lichtmikroskop

Phasenkontrastmikroskop

pH-Elektrode

Pipetten

Pipettierhilfe

Typ, Hersteller, Ort

Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Heracell 240, Heraeus Holding GmbH,
Hanau, Deutschland

Camedia C-4040 Zoom Olympus, Puchheim,
Deutschland

Malverm Zetasizer Nano-ZS,

Malverm Instruments Ltd., Worcestershire,
United Kingdom

Olympus IX 50, Olympus Corporation,
Tokio, Japan

Fluoroskan Acent, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Classic ISSU1224, Thermo Electron, Dreieich,
Deutschland

ECIS™ Model 1600R,

Applied BioPhysics, Inc., Troy, USA
Axipot, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

Olympus BX 41, Olympus Corporation,
Tokio, Japan

Checker®, Hanna Instruments, USA

Research: 0,5-10 puL, 10-100 pL, 100-
1000 uL  Eppendorf  AG, Hamburg,
Deutschland

Pipetus, Hirschmann Laborgrite GmbH
&Co0.KG, Eberstadt, Deutschland

Accu-Jet Pro, Brands GmbH & Co.KG,

Wertheim, Deutschland
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Plattenlesegerat

Rasterelektronenmikroskop
Sterilbank

Vortex-Mixer

Wasseraufbereitungsanlage

Zahlkammer

Zentrifuge

Zytometer

Cultex® RFS

6.17 Verbrauchsmaterialien

Material

Combitips

ECIS-slides

Microplate Reader Benchmark, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
Multiskan Spectrum, Thermo LabSystems
Vertriebs-GmbH, Dreieich, Deutschland
JSM-6700F, Jeol Ltd., Tokio, Japan
Technoflow  2F150-11  GS, Integra
Biosciences AG, Zurich, Schweiz
HERAsafe KS, Kendro Laboratory
Products, Boston, USA

VM-300, NeoLab Migge  GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Arium, Sartorius  AG, Gaottingen,
Deutschland

Blaubrand®, nach Neubauer,

Brand GmbH und Co KG, Wertheim,
Deutschland

Multifuge 3s,

Heraeus, Hanau, Deutschland

Epics XL/MCL,

Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Radial Flow System, Cultex Laboratories,

Hannover, Deutschland

Hersteller, Ort

Biopur, 5, 10 mL,
Omnilab, Bremen, Deutschland
SWI1E,
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Einmalhandschuhe

Einmalpipetten

Eppendorf-Hitchen

Kryoréhrchen

Objekttréger

Oxygen Biosensor System Microplates

Pipettenspitzen

Reagenz-und Zentrifugenréhrchen

Spritzenvorsatzfilter

Terasaki®-Platte

Transwells

Vakuumfilter

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Spritzen

ibidi, Martinsried, Deutschland
Semperguard,

Semperit AG Holding, Wien, Osterreich
Serologische Pipetten: 2, 5, 10, 25, 50 mL
Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland
ReagiergefaRe: 1,5 mL, 2 mL

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland
Omnilab, Bremen, Deutschland

Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe,
Deutschland

BD Biosciences,

Heidelberg, Deutschland

Spitzentyp A, B, C,

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
15, 50 mL,

Omnilab, Bremen, Deutschland

Minisart 0,2 pum,

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Greiner bio-one,

Frickenhausen, Deutschland

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
Filtropur S,

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
T-75-, T-175-Flaschen,

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
6-, 96-Lochplatten,

Sarstedt AG & Co,Numbrecht, Deutschland
5mL, 10 mL,

Terumo Europe NV, Leuven, Belgien
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6.18 Reagenzien und Kits

Reagenz

Accutase

Amphotericin B

AnnexinV

Apo-One®Homogenous Caspase3/7 Assay
Caspase3/7

CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane
Integrity Assay
Dinatriumhydrogencarbonat

DMEM (Pulver)

DMSO

EDTA

FITC

FKS

Gentamycin

Hanks-Puffer I

Hanks-Puffer 11

HEPES

Hersteller, Ort

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich
Aldrich

Minchen, Deutschland

Sigma Chemie-GmbH,

Promega, Mannheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Minchen,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Sigma Aldrich Chemie-GmbH,

Miinchen, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
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Osterreich

HOS Invitrogen  Corporation,  Karlsruhe,
Deutschland

Humanserum Medizinische Hochschule Hannover

Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen
Species Kit

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogencarbonat

Kollagenase

L-Glutamin

Magnesiumsulfat

MEM

MEM alpha

MTT

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat

Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Natriumpyruvat

niedrig schmelzende Agarose

NKS

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Merck,KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Minchen,
Deutschland

Aldrich
Minchen, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Minchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma Chemie-GmbH,
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normal schmelzende Agarose

Penicillin/Streptomycin

Poly-L-Lysin

Propidiumiodid

Salzséure

Tris-Base

Triton X-100

Trypsin

Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma Aldrich Chemie-GmbH,
Miinchen, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH,
Miinchen, Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie-GmbH,
Minchen, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH,
Miinchen, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH,
Minchen, Deutschland
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