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Referat

Nanopartikel erfreuen sich steigender Beliebtheit bei der Herstellung von
Verbrauchsgitern. Durch den daraus resultierenden vermehrten Kontakt des Menschen
mit diesen kleinsten Teilchen, ist die potentielle Gesundheitsgefahrdung durch
Nanopartikel in der Wissenschaft zum Forschungsgegenstand erhoben worden. Als
Nanopartikel werden Partikel mit einem Durchmesser von 1-100 nm bezeichnet. Manche
zeichnen sich durch ihre grof3e reaktive Oberflache aus und besitzen besondere
chemische und katalytische Fahigkeiten im Vergleich zu grof3eren Partikeln desselben
Stoffes. Verschiedene Studien zeigten, dass bestimmte Nanopartikel zytotoxisch wirken.
Ziel dieser Arbeit war es die Wirkungsweise von Bariumsulfatnanopartikeln genauer zu
untersuchen. Dabei wurden humane Lungen- und Bronchialzellen, sowie Tumorzellen
der Zelllinie A549 mit unterschiedlichen Konzentrationen von Bariumsulfatnanopartikeln
exponiert und fur jeweils 24 und 72 Stunden inkubiert. Zur Untersuchung der Vitalitat
wurde der Neutralrottest und ein FACS-basierter Zytotoxizitatstest herangezogen.
Ebenso wurde eine Apoptoseinduktion durch einen FACS-basierten Test untersucht. Die
Ergebnisse des Neutralrottests zeigten einen Anstieg der Vitalitdt mit zunehmender
Konzentration der Bariumsulfatnanopartikel, was auf einen systematischen Einfluss der
Nanopartikel auf das Messverfahren hindeutete. Durch einen Zusatzversuch mit
Quecksilber (II) konnte dieses Artefakt bestatigt werden. Die Ergebnisse des FACS-
basierten Zytotoxizitétstests zeigten nach 24 und 72 Stunden eine signifikante Abnahme
der Vitalitat bei einer Maximalkonzentration von 1 mg/ml. Eine Apoptoseinduktion konnte
sowohl nach 24 als auch bei 72 Stunden nicht festgestellt werden. Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass optische Messverfahren in Kombination mit Nanopartikeln kritisch zu
betrachten sind, da die Partikel einen Einfluss auf das Testverfahren haben kdnnen.
AuRRerdem wiesen die Ergebnisse der hier vorgestellten Analysen nur auf eine geringe

Toxizitat von Bariumsulfathanopartikeln auf die untersuchten Zellen hin.

Korner, Silvia: Wirkung von Bariumsulfatnanopartikeln auf humane Lungenzellen in
Kultur, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 49 Seiten, 2019
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1 Einleitung

1.1 Motivation

Nanopartikel, Verblinde aus wenigen Atomen und Molekilen (Gazs6 und Haslinger
2014), kénnen aufgrund ihrer geringen Grof3e und der damit verbundenen hohen
effektiven Oberflache die Reaktivitat, Festigkeit oder elektrischen Eigenschaften von
Materialien verbessern (Borm et al., 2006) und haben deshalb in den vergangenen
Jahren vermehrt an Bedeutung gewonnen. In der Medizin erhofft man sich mithilfe von
Nanopartikeln neue, Uberlegene, diagnostische und therapeutische MalBhahmen zu
entwickeln (Oberdorster, 2010).

In der Forschung wird unter anderem die Penetration von Medikamenten in das zentrale
Nervensystem untersucht. Dabei konnten Medikamente mit Hilfe von Nanopartikeln tber
die Blut-Hirnschranke transportiert werden (Kreuter und Gelperina, 2008; Saraiva et al.,
2016). Verbandsmaterialien, chirurgische Instrumente oder Implantate enthalten
heutzutage aufgrund ihrer antimikrobiellen Eigenschaften bereits Silber-Nanopartikel
(Chen und Schluesener, 2008).

Nanopartikel kénnen auch in Verbrauchsgitern enthalten sein, dazu gehért unter
anderem Sonnenschutzcreme, die Titandioxid- und Zinkoxidnanopartikel beinhaltet
(Smijs und Pavel, 2011). Diese streuen und absorbieren die kurzwellige UV-Strahlung,
aber lassen langwelliges sichtbares Licht passieren, wodurch die Sonnencreme ihre
Transparenz erhélt (Borm et al., 2006). In Kosmetika werden Nanopartikel als
nanodisperse Verkapselungs- und Tragersysteme, wie zum Beispiel Lipid-Nanopartikel
oder Nanoemulsionen verwendet, damit der Wirkstoff tiefere Hautschichten erreichen
kann (SRU, 2011). Doch trotz der positiven Eigenschaften von Nanopartikeln ist das
Wissen um ihre méglichen negativen Wirkungen begrenzt. Sie weisen nicht nur andere
physikalische und chemische Eigenschaften auf als das vergleichbare Material
herkdmmlicher Grol3e, sondern kénnen sich auch im Verhalten und in ihrer Wirkung im
lebenden Organismus und in der Umwelt unterscheiden (SRU-Sachverstandigenrat fur
Umweltfragen, 2011).

AuRRerdem hat das Umweltbundesamt eine Empfehlung herausgegeben, die Wirkung
von Nanopartikeln auf die Umwelt genauer zu untersuchen und die Nanomaterialien
hinsichtlich ihrer Gefahrdung zu bewerten (Schwirn und Volker, 2016).

In dieser Arbeit wird die Wirkung von nanoskaligem Bariumsulfat (BaSO.), eines
Nanomaterials mit vergleichsweise schlechter Datenlage, auf humane Lungen- und

Bronchialzellen analysiert. Bariumsulfat findet Anwendung in Farben, als Farbpigment,



in Lacken, um die Witterungsbestandigkeit zu erhéhen, sowie in der Kosmetikindustrie,
als Lichtschutzfaktor (Petrova et al.,, 2008). In diesen Bereichen kdnnen die BaSOa-
Nanopartikel in den direkten Kontakt mit dem Menschen gelangen. Eine weniger
offensichtliche Exposition gegeniiber dem Menschen und der Umwelt entsteht aufgrund
des Lebenszyklus von mit BaSOu-versetzten Produkten.

Am Ende ihres Lebenszyklus landen diese im Siedlungsabfall und im Anschluss haufig
in Mullverbrennungsanlagen (Thomas et al., 2017). Dieser Kreislauf und der damit
verbundene Kontakt des Menschen mit den Verbrennungsprodukten war
Forschungsgegenstand des Nano-Emissions-Projektes (Thomas et al., 2017). In diesem
Zusammenhang sollte auch die Toxizitat von BaSOs-Nanopartikeln untersucht werden.

1.2 Nanopartikel

Die Europaische Kommission hat am 18. Oktober 2011 eine Empfehlung zur Definition
von Nanomaterialien fir die Mitgliedsstaaten, EU-Agenturen und Wirtschaftsteilnehmer
herausgegeben. Darin wird Nanomaterial als ein natirliches oder bei Prozessen
anfallendes oder hergestelltes Material definiert, dessen Partikel in ungebundenem
Zustand zu einem Mindestanteil von 50% Auf3enmal3e im Bereich von 1-100 nm
aufweisen. Zusatzlich kann in besonderen Féllen die Schwelle von 50% fir die
AnzahlgroéRBenverteilung durch ein Intervall zwischen 1% und 50% ersetzt werden, wenn
Umwelt-, Gesundheits-, Sicherheits- oder Wettbewerbserwagungen dies rechtfertigen.
Des Weiteren werden auch Fullerene (kugelférmige Kohlenstoffkafigmolekile, die nur
aus Funf- und Sechsecken aufgebaut sind (Curl, 1997)), Graphenflocken (ultradiinne
zweidimensionale Schicht aus zu einem Bienenwabenmuster verbundenen
Kohlenstoffatomen (Balasubramanian et al., 2011)) und einwandige Kohlenstoff-
Nanorohren (erhalt man durch das Aufrollen einer Graphenlage entlang einer
Flachenrichtung (Balasubramanian und Burghard, 2011)), die Nanopartikel mit
AuRenmalen unter 1 nm enthalten, als Nanomaterialien betrachtet (POTOCNIK, 2011).
Oberhalb von 100 nm werden Partikel als Ultrafeinpartikel (UFP) bezeichnet (Borm et
al., 2006). Diese Definition wurde vom Joint Research Centre im Jahr 2014 und 2015

Uberpruft und bleibt weiterhin bestehen (Rauscher et al., 2015).

1.2.1 Vorkommen und Eigenschaften

Nanopartikel in der Atmosphéare werden in primére oder sekundare Partikel eingeteilt.
Primarpartikel entstehen direkt in natrlichen Prozessen in der Umwelt, wie zum Beispiel

bei Feuern, Vulkanausbriichen oder Erosion. Primarpartikel kénnen aber auch einen



anthropogenen Ursprung, wie den Verkehr oder die Industrie, haben. Sekundarpartikel
entstehen hingegen nicht direkt, sondern aus der Nukleation von Gasen. Dies kann zum
Beispiel bei heiRen Verbrennungsgasen der Fall sein oder wahrend metallischen
Prozessen, wie dem Schwei3en. Dementsprechend ist lhre Gréfe mit 1-10 nm auch
sehr gering (Borm et al., 2006)

In den letzten Jahrzehnten kam der Nanotechnologie und der industriellen Herstellung
von Nanomaterialien immer mehr Bedeutung zu. Heutzutage finden sich industriell
hergestellte Nanopartikel in einer Vielzahl von Konsumgutern (Gebel et al., 2014). Diese
verschiedenen Urspriinge und der Kreislauf von Nanopartikeln sind in Abbildung 1
dargestellt.

Nanopartikel besitzen im Vergleich zu groReren Partikeln desselben Stoffs besondere
Eigenschaften, welche speziell auf ihre geringen Abmessungen zuriickzufiihren sind. Je
kleiner ein Teilchen ist, desto groRRer ist der Anteil der Atome, die sich an seiner
Oberflache befinden. Aufgrund der relativ zur Masse gesehen grof3eren Oberflache und
der damit erhéhten moglichen chemischen und katalytischen Reaktionsfahigkeit, sind
manche nanoskalige Materialen deutlich reaktiver als Materialen der gleichen Dichte, die
aber aus groReren Partikeln bestehen (Nanoscience and nanotechnologies, 2004). Bei
einem Radius von 2,5 nm und einer Dichte von 5 g/cm? besitzt ein kugelférmiges
Nanopartikel eine Oberflache von 240 m?/g. Umgerechnet bedeutet dies, dass sich 20%
der Partikelatome an der Oberflache befinden (Borm et al., 2006). Aul3erdem beginnen
auf diesen Skalen Quanteneffekte zu dominieren. Dadurch werden die Reaktivitat,
Festigkeit und elektrische Eigenschaften der Nanopartikel beeinflusst (Nanoscience and

nanotechnologies, 2004).
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Abbildung 1: Entstehung und Kreislauf von Nanopartikeln (eigene Darstellung)

1.2.2 Bariumsulfat

Das Institut fur Umwelttoxikologie in Halle war im Rahmen des Nanoemissionsprojektes
involviert, die Toxizitat von Bariumsulfatnanopartikeln zu untersuchen. Daher wurde
auch in dieser Arbeit der Fokus auf die Wirkung von BaSOas-Nanopartikeln auf humane
Lungen- und Bronchialzellen gelegt.

Der Name Barium stammt aus dem Griechischen und leitet sich von barys ab, das
,Schwer* bedeutet. Diese Bezeichnung entstand aufgrund des hohen Atomgewichts von
233,43 g/mol (Hartwig, 2017). Durch Ausfallung mit Schwefelsdure entsteht aus
verschiedenen Bariumsalzen Bariumsulfat. Die Ldslichkeit von Bariumsulfat betragt 2,2
mg/l Wasser, womit es als schwer |6slich gilt (Hartwig, 2017). In der Natur kommt es in
dem Mineral Baryt vor. Im medizinischen Bereich findet es Anwendung in
Knochenzement, um dessen Eigenschaften zu verbessern (Gillani et al., 2010), als
Rontgenkontrastmittel (Konduru et al., 2014) und bei Wurzelkanalbehandlungen, als
Zusatz im Sealer (Nakamura et al., 2007; Tyagi et al., 2013). AulR3erdem wurde
nachgewiesen, dass thermoplastischen Polyurethanen zugesetztes Bariumsulfat eine
antimikrobielle Wirkung aufweist, die bei Kathetern im Krankenhaus genutzt werden
konnte (Aninwene et al., 2013). In der Industrie wird Bariumsulfat in der Kosmetik, in der
Farben- und Lackindustrie als Farbpigment und zur Erhdéhung der
Witterungsbestandigkeit in Lacken, sowie als Fdullstoff in der Kunststoffindustrie

eingesetzt (Petrova et al., 2008).



Die Toxizitat von Barium ist abhéngig von der Loslichkeit der Bariumverbindungen
(Hartwig, 2017). Dabei ist schwer losliches Bariumsulfat, als Réntgenkontrastmittel
wenig toxisch (Hartwig, 2017), wohingegen leicht I6sliches Bariumchlorid nach der CLP-
Verordnung mit dem Gefahrenhinweis H301 (bedeutet: giftig beim Verschlucken), sowie
H332 (bedeutet: gesundheitsschadlich beim Einatmen) gekennzeichnet werden muss
(Sicherheitsdatenblatt geméan Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 (REACH)).

1.3 Aufnahmewege von Nanopartikeln in den Korper

In der Literatur werden verschiedene mdgliche Aufnahmewege von Nanopartikeln in den
lebenden Organismus beschrieben (Borm et al., 2006).

1.3.1 Aufnahme Uber den Gastrointestinaltrakt

Eine Aufnahme der Partikel im Gastrointestinaltrakt (Gl-Trakt) ist durch die
Nahrungsaufnahme mdoglich. Diese kénnen im Gl-Trakt von intestinalen Epithelzellen
aufgenommen werden und dann weiter in die Blutbahn zu der Leber oder anderen
Organen gelangen. Eine von Koeneman veroffentlichte Studie wies dabei die
Transzytose als Transportform der Nanopartikel in die Epithelzellen nach (Koeneman et
al., 2010).

1.3.2 Aufnahme lUber die Haut

Heutzutage sind in vielen Kosmetika und Sonnenschutzcremes Nanopartikel enthalten,
die somit direkt auf die Haut appliziert werden. Dabei wurden die in Sonnenmilch
enthaltenen Titandioxid- oder Zinkoxid-Nanopartikel in Studien hinsichtlich einer
dermalen Absorption untersucht. Die Ergebnisse des Nanoderm-Projektes der EU
zeigten, dass diese Partikel in den oberen Schichten der Hornschicht verblieben oder
zur Hautoberflache transportiert wurden (Dubbert et al., 2014). Sadrieh et al. konnten
dies ebenfalls feststellen. Sie applizierten 22 Tage drei verschiedene Typen von
Titandioxidnanopartikeln auf die Haut von Meerschweinchen und untersuchten danach
die Epidermis. Dabei konnte keine signifikante Penetration der Partikel durch die intakte
Epidermis nachgewiesen werden (Sadrieh et al., 2010). Auch Gamer et al. konnte keine
Penetration von Zink- und Titandioxidnanopartikeln durch das Stratum corneum von
Schweinehaut feststellen (Gamer et al., 2006). Allerdings konnte gezeigt werden, dass
sich metallische (Eisen)-Nanopartikel, die kleiner als 10 nm sind, die

Haarfollikeloffnungen und die Lipidmatrix des Stratum corneum durchdringen konnen.



Eine vollstandige Penetration der Epidermis konnte dabei jedoch auch nicht bewiesen
werden (Baroli et al., 2007).

1.3.3 Aufnahme Uber das Lungen- und Bronchialsystem

Sowohl anthropogene als auch natirliche Partikel in der Luft kbnnen vom Menschen
inhaliert werden. Dabei findet die Ablagerung der Partikel in der Lunge in Abhangigkeit
von ihrer GrofRe und Geometrie durch unterschiedliche Mechanismen (Impaktion,
Sedimentation, Diffusion) statt. Je nach Partikelgréf3e und ihrer Loslichkeit kénnen sie in
verschiedene Teile des Atemtrakts vordringen. Landsiedel et. al untersuchten im
Rahmen einer 5-tagigen Inhalationsstudie die Toxizitat von 14 unterschiedlichen
Nanopartikeln auf Ratten. Dabei wurden die Nanopartikel in der Lunge, in alveolaren
Makrophagen und in den drainierenden Lymphknoten gefunden. Lediglich Polyacrylat-
beschichtete Siliziumdioxid-Nanopartikel, sowie Zinkoxid-Nanopartikel wurden in den
extrapulmonalen Organen gefunden. Acht Nanopartikel zeigten keine Veranderungen in
der Rattenlunge, vier Nanopartikel I6sten konzentrationsabhangige Entziindungen in der
Lunge aus, die teilweise reversibel waren (Landsiedel et al., 2014).

Bei Titandioxid-Nanopartikeln konnte nachgewiesen werden, dass sie in der Lage sind,
nach Inhalation die Blut-Luft-Schranke zu dberwinden und sich in sekundéren
Zielorganen anzureichern. Allerdings war dies nur bei etwa 2% der in der Lunge
befindlichen Nanopartikel der Fall. Die Translokation von Nanopartikeln tGber die Blut-
Luft-Schranke in extrapulmonale Organe ist wohl von den applizierten Materialien
abhangig (Kreyling et al., 2010).

Diese Arbeit konzentriert sich hingegen ausschlief3lich auf die Effekte von Nanopartikeln

auf das Lungen- und Bronchialsystem.

1.4 Wechselwirkung des Lungen- und Bronchialsystems mit

Nanopartikeln

1.4.1 Aufbau des Lungen- und Bronchialsystems

Die Lunge besitzt unter anderem die Aufgabe den Korper des Menschen durch den
Gasaustausch zwischen Blut und Luft mit Sauerstoff zu versorgen und zugleich
Kohlendioxid abzugeben. Mit einer Kontaktfliche von bis zu 140 m2 und einem
eingeatmeten Luftvolumen von ca. 10 m® — 15 m3 pro Tag bietet die Lunge eine groRRe
Angriffsoberflache fur Partikel und Gase aus unserer Umgebung (Lullmann-Rauch,

2009). Dabei konnen diese in unterschiedlichen Bereichen im Atemtrakt deponiert



werden, wobei auch die Grél3e der eingeatmeten Substanzen hierfir eine Rolle spielt
(Oberdorster et al., 2005).

Der Atemtrakt teilt sich zunachst in die luftleitenden Bereiche auf, zu denen die
Mundhdhle, Nase, Pharynx, Larynx, Trachea und die Bronchien bis zu den Bronchioli
terminales gehoéren. Danach beginnt der Bereich, in dem der Gasaustausch erfolgt.
Dieser beginnt ab den Bronchioli respiratorii und erstreckt sich bis zu den Sacculi
alveolares.

Zusétzlich werden anatomisch die oberen und die unteren Atemwege unterschieden.
Die unteren Atemwege beginnen unterhalb der Glottis und sind im Bereich der
luftleitenden Bereiche fir den Transport und die Konditionierung der Atemluft
(Erwarmung, Anfeuchtung, Partikelfiltration) zustandig. Ab den Bronchioli respiratorii
beginnt dann der Gasaustausch.

Der Aufbau der Lunge zeichnet sich durch ein dichotomisch aufzweigendes
Bronchialsystem aus. Dem Lungengewebe, das sich in Lappen, Segmente, Lappchen
und Azini gliedert, liegt jeweils eine Struktur des sich weiter verzweigenden
Bronchialbaums zugrunde (Hauptbronchien, Lappenbronchien, Segmentbronchien,

Bronchioli, Bronchioli terminales). (Lillmann-Rauch, 2009)

- Hauptbronchi

Lappenbronchi

Segment-
bronchi

i’ terminale

" Bronchiolen

= %— respiratorische
Bronchiolen

\
Alveolargange und Alveolen

Abbildung 2: Aufbau Bronchialsystem, Darstellung c.f. Gosselink et al., 2005



1.4.2 Verteilung von Partikeln im Atemtrakt

Aufgrund der grof3en Kontaktoberflache des Lungen- und Bronchialsystems kdnnen
durch die Atemluft Partikel, aber auch toxische Substanzen in den Atemtrakt gelangen.
Dabei ist nicht nur die Substanz selbst von Bedeutung, sondern auch die GrofRe der
aufgenommenen Partikel. Die Ablagerung von Partikeln mit einem aerodynamischen
Durchmesser unter 500 nm erfolgt hauptsachlich diffusionsabhangig (Oberdorster et al.,
2005).

Die GrofRRe ist auch ein entscheidender Faktor, bis in welche Region des Atemtrakts die
Partikel gelangen kdnnen. So hat 1994 die International Commission on Radiological
Protection ein mathematisches Vorhersagemodell entwickelt, welches den mdglichen
Ablagerungsort im Respirationstrakt angibt (ICRP, 1994). Dabei zeigen 20 nm kleine
Partikel die hochste Abscheideeffizienz im Alveolarbereich (Oberdorster et al., 2005).
Partikel kbnnen sich je nach ihrer Grof3e in unterschiedlichen Regionen des Atemtrakts
ablagern. Je kleiner die Partikel sind, desto héher ist die Wahrscheinlichkeit, dass sie bis
in die Alveolen gelangen. Mit abnehmendem Durchmesser der Partikel unter 500 nm
steigt die Ablagerungsrate in allen Regionen des Atemtrakts. Grund dafir ist die erhdhte

Diffusionsmobilitat kleinerer Partikel (Borm et al., 2006).

1.4.3 Reinigungsmechanismen

Der Respirationstrakt verfugt Giber verschiedene Abwehr- und Reinigungsmechanismen,
um die inhalierten Partikel wieder zu entfernen (Lullmann-Rauch et al. 2009). Diese sind
unterschiedlich effizient hinsichtlich der zu eliminierenden PartikelgroRe (Oberdérster et
al.,, 2005). Die Schleimhaut der intrapulmonalen Luftwege verfligt (ber ein
respiratorisches Epithel. Dieses besitzt Becherzellen, die zusammen mit serésen und
mukdsen Drusen den viskdsen Schleimteppich aus gequollenen Muzinen produzieren.
Die kinozilien- und mikrovillitragende Flimmerzellen sind fur den Transport des
Schleimteppichs rachenwérts verantwortlich. Partikel, die schon in den oberen
Luftwegen auf dem Schleim haften bleiben und nicht I6slich sind, werden so innerhalb
von 1-2 Tagen Richtung Rachen transportiert und anschlieend verschluckt oder durch
Husten ausgeworfen (Lullmann-Rauch, 2009; Borm et al., 2006). Nicht-16sliche Partikel,
die bis in die Alveolen gelangen und sich dort ablagern, werden durch die spezialisierten
Abwehrzellen, den Alveolarmakrophagen aufgenommen. Danach werden sie entweder
mithilfe des Schleimteppichs hinaustransportiert und verschluckt oder sie wandern ins
Interstitium. Die nicht-16slichen Nanopartikel kdnnen auf diese Weise dort bis zu Jahren
in der Lunge verbleiben (Borm et al., 2006). Ist die Menge der inhalierten unldslichen

Partikel zu grof3, sodass sie nicht alle von den Alveolarmakrophagen aufgenommen



werden kdnnen, besteht auch die Mdglichkeit der Interaktion mit den Epithelzellen (Borm
et al., 2006).

GroRere Partikel von Uber 10 um werden schon in den oberen Atemwegen abgefangen.
Partikel zwischen 5-8 um gelangen bis in die Bronchien und Partikel kleiner als 5 um

gelangen bis in die Alveolen (Lullmann-Rauch, 2009).

1.4.4 Toxizitat von Nanopartikeln im Atemtrakt

Nanopartikel lassen sich gemaR ihrer Toxizitat in drei verschiedene Gruppen einteilen
(Gebel et al., 2014). Zum einen kbénnen Nanomaterialien Stoffe abgeben, beispielsweise
toxische lonen wie Silber- oder Zinkionen. Aulerdem kénnen Nanomaterialen sowohl
chemisch als auch katalytisch reaktive Gruppen auf ihrer Oberflache besitzen. Diese
Mechanismen werden der chemischen Toxizitat zugeordnet. Die néchste Gruppe
umfasst fibrose Nanomaterialien, welche aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Asbest unter
Verdacht stehen die Entstehung von Tumoren zu begunstigen. Nach ihrer Inhalation
verursachen Asbestfasern Lungenkarzinome oder Mesotheliome. Neben den fibrosen
Nanomaterialien wurden noch die granularen biobestandigen Staube ohne wesentliche
bekannte spezifische Toxizitdt beschrieben (GBS) (Pott und Roller, 2003). Diese
besitzen keine spezifischen toxischen Substanzen oder bestimmte chemische Gruppen.
Sie werden als biopersistent und kleinteilig beschrieben. Diese Nanomaterialien
zeichnen sich durch eine hohe Produktion in der Industrie aus. Durch Inhalation der
Partikel gelangen sie tber die Bronchien bis in die Alveolen. Studien zeigten dabei, dass
sie ein karzinogenes Potenzial aufweisen, wie durch Inhalations- und Instillationsstudien
an Ratten bereits ermittelt wurde (Pott und Roller, 2003).

Zu dieser letzten Gruppe zahlt auch das Nanomaterial Bariumsulfat, welches als schwer
I6slich gilt (Hartwig, 2017).

1.5 Apoptose

Die Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, ist ein aktiver
physiologischer Mechanismus, bei der die Zelle selber das Programm fiir ihren eigenen
Untergang und ihre Beseitigung aktiviert (Darzynkiewicz et al., 1997). Sie wurde 1972
erstmals beschrieben und unterscheidet sich deutlich von der Nekrose, die ein passives
Ergebnis einer zellularen Zerstorung ist und stets eine Entziindung hervorruft (Kerr et
al., 1972). Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei der Alterung und der Embryogenese
(Ma und Yang, 2016). Der programmierte Zelltod kann aufgrund von verschiedenen

Reizen ausgeldst werden. Dazu gehdren das Fehlen von Wachstumsfaktoren, von



Hormonen oder von Uberlebenssignalen. Auch die Bindung von Signalstoffen an
Todesrezeptoren der Plasmamembran oder ein Anstieg von p53 aufgrund von DNA-
Schaden kann die Apoptose auslésen (Lullmann-Rauch, 2009). Der Korper benétigt
diesen Mechanismus, um ein Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelltod sicher
zu stellen und kann so gezielt entartete oder defekte Zellen aus dem Zellverband
entfernen (Kerr et al., 1972). Die Apoptose besitzt dabei eine regulierende Rolle bei der
Kontrolle der GroR3e von Zellpopulationen und -geweben (Kerr et al., 1972). Stérungen
der Induktion der Apoptose kdnnen zu malignen Erkrankungen fuhren. Dabei spielt die
Unterdrickung der Apoptose wahrend der Karzinogenese eine wichtige Rolle in der
Entstehung und Entwicklung mancher Krebsarten (Kerr et al., 1972). Die Tumorzellen
kénnen durch bestimmte Mechanismen Resistenzen gegeniiber der Apoptoseinduktion
ausbilden. Ein pathologisch erhthtes Auftreten von Apoptose in unterschiedlichen
Geweben kann zu Immunschwéche und degenerativen Erkrankungen fihren. Bei dem
Krankheitsbhild von AIDS oder Alzheimer spielt ein zu hohes Vorkommen von Apoptose
eine wichtige Rolle. Apoptotische Zellen weisen spezifische morphologische Merkmale
auf. Dazu zahlen die Kondensierung und Prazipitation des Chromatins an der Kernhtille,
ein abnehmendes Zellvolumen durch die Schrumpfung der Zelle, die Entstehung von
Zellfragmenten und eine Blasenbildung der Plasmamembran (Lullmann-Rauch, 2009;
Darzynkiewicz et al., 1997).

Die Apoptose kann durch unterschiedliche Mechanismen hervorgerufen werden
(Elmore, 2007). Dabei wird unterschieden zwischen dem extrinsischen, dem
intrinsischen und dem Perforin/Granzym- Weg (Elmore, 2007). Die ligandenabhangige
Bindung an bestimmte Todesrezeptoren der Plasmamembran aktiviert den extrinsischen
Weg (Elmore, 2007). Die Auslésung des intrinsischen Wegs geschieht durch
mitochondriale Verdnderungen der Zelle aufgrund verschiedener Stimuli (Toxine,
Hypoxie, etc.) (Elmore, 2007). Der Perforin-Weg wird durch zytotoxische T-Zellen
vermittelt (Elmore, 2007). Dabei stammt das Perforin aus den Zellgranula der T-Zellen
und verursacht an der Membran der Zielzelle eine Pore. Diese Wege fiihren jeweils zu
der Aktivierung spezifischer Caspasen, die zu der Familie der Proteasen gehoren
(Lallmann-Rauch, 2009). Alle haben dabei gemeinsam, dass sie schlie3lich Caspase 3
aktivieren. Durch die Aktivierung der Caspase 3 beginnt eine gemeinsame Endstrecke,
die letztlich zum Untergang der Zelle fuhrt (Elmore, 2007). Diese besteht aus der
Aktivierung der Endonuklease, die zum Abbau der chromosomalen DNA flhrt. Die
Aktivierung der Protease fuhrt zum Zerfall von Kern- und Zytoskelettproteinen. Diese
zellularen Veranderungen sind elektronenmikroskopisch sichtbar in Form von oben
genannten morphologischen Veranderungen. Der letzte Teil der Apoptose zeigt sich

durch die Phagozytose der apoptotischen Kérperchen, vermittelt durch die Prasentation
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von Phosphatidylserin auf der Membranoberflache (Rassow et al., 2012; Lullmann-
Rauch, 2009).

2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es die Wirkungsweise von Bariumsulfatnanopartikeln naher zu
untersuchen, sowie die Eignung gangiger Vitalititstests fur die Beurteilung der
Zytotoxizitat dieser Partikel. Eine Aufklarung hinsichtlich der Zytotoxizitat hilft beim
Einordnen einer moglichen Gefahr bei einer Exposition fur den Menschen und die
Umwelt. Die Untersuchung der Wirkungsweise beinhaltete auch herauszufinden, ob
Bariumsulfatnanopartikel den programmierten Zelltod, die Apoptose, induzieren.
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3 Material und Methodik

3.1 Gerate und Chemikalien

3.1.1  Gerate und Verbrauchsguter

Geratschaft
Brutschrank, BBD 6220

Sterilbank, HERA, safe

Wasserbad
Eppendorf-Gefalie
Fuchs- Rosenthal- Zahlkammer

Mikroskop, Axiovert 25
Digitalkamera & Frame Grabber

Kihlschrank

Zentrifuge, Megafuge 1. OR,;

Multipipette plus

Pipette Research
Zellkulturflaschen, 25cm?

24- Well- Platten

6- Well- Platten
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer;
0,200 m; 0,0625 mm? Tiefe

Muse Cell Analyzer

Ultraschall Homogenisator Sonopuls

HD 3100
- Generator GM 3100
- Ultraschallwandler UW 3100

Hersteller

Heraues- Instruments GmbH, Hanau,
Deutschland

Heraeus- Instruments GmbH, Hanau,
Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
GLW, Carl Roth GmbH& Co. KG, Karlsruhe
Deutschland
Carl-Zeiss GmbH,
Deutschland

Nikon DS-Vi1, Japan

Oberkochen,

Kryosafe, Hans S. Schréder GmbH,
Hamburg

Biofuge Fresco Heraeus

Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

GLW; Carl Roth GmbH& Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
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- Stufenhorn SH 70 G
- Mikrospitze MS 73, @ 3 mm

Platten- Reader, Genios
Heizschrank Biometra OV5
Metallgestell zur Rotation
Vortex- Genie 2

3.1.2 Chemikalien

Chemikalie

Zellmedium fur Tumorzelllinie A549:
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)-

low glucose D6046

1000 mg/L Glukose

Sodium Bicarbonat

L- Glutamin

Pyridoxin

(pH 7,4)

—~>komplettiert mit:

Fetales Kélberserum (FKS) (10%)
und Streptomycin/ Penicillin (1%)

Nanopartikel Bariumsulfat

Dinitrophenol (DNP)
Quecksilber(Il)chlorid

Zellmedium fur Primarzellen:

Airway Epithelial Cell Growth Medium
(AECG)

Phosphat- Saline- Puffer (PBS)

Tecan Group Ltd. Mannedorf, Schweiz
Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland
keine Angabe

Scientific Industries, Karlsruhe,

Deutschland

Hersteller

Promocell, Heidelberg Deutschland

Promocell, Heidelberg

Solvay Infra Bad HOnningen
GmbH, Deutschland

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Promocell, Heidelberg Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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Trypsin-/EDTA (0,05% Trypsin, 0,02% Biochrom AG, Berlin
EDTA in PBS-Ldsung)

Neutralrot- Assay: Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland
Stammlésung: 0,49/100ml PBS

Gebrauchslésung:

Neutralrotstammldsung 1:50 verdinnt +

PBS Roth, Karlsruhe

Extraktionslosung:

50% Ethanol, 49% H,O, 1% Essigsaure

Muse Count & Viability Assay Kit Merck Millipore, Darmstadt
Deutschland

Muse Annexin V & Dead Cell Kit Merck Millipore, Darmstadt
Deutschland

Dispex AA4040 BASF, Ludwigshafen, Deutschland

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur - Tumorzelllinie A549

Die fur diese Arbeit verwendete Tumorzelllinie A549 entstammt aus einem humanen
Adenozellkarzinom der Lunge eines 58-jahrigen mannlichen Kaukasiers. Bei den Zellen

handelt es sich um Alveolarepithelzellen des Typs Il (Lieber et al., 1976).

3.2.2  Zellkultur — Normale humane Bronchialepithelzellen (NHBEZ)

Fur den Neutralrottest wurden in der vorliegenden Arbeit zuséatzlich normale humane
Bronchialepithelzellen verwendet. Diese wurden aus tumorfreien Gewebsabschnitten
von Lungenteilresektionen von Patienten des Martha-Maria-Krankenhauses in Halle-
Dolau kultiviert. FUr die Nutzung des Patientenmaterials zu Forschungszwecken liegt
eine Genehmigung durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg vor (Nummer des Ethik-Votums: 2016-20).

Die Kulturen der NHBEZ bestehen zu tber 95% aus Zellen, die epithelialen Charakter

besitzen und nur sehr geringe Anteile von Fibroblasten aufweisen (Runge et al., 2001).
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3.2.3  Kultivieren und Passagieren der Zellkultur - A549

Die Zellkulturen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit
und unter einer Atmosphare von 5% CO in einer 25 cm? Zellkulturflasche kultiviert. Der
Tumorzelllinie A549 wurde das Medium DMEM, welches durch die Zugabe von 10%
fetalem Kéalberserum und 1% Streptomycin/ Penicillin komplettiert wurde, hinzugeftigt.
Dieses Medium wurde dreimal in der Woche unter der sterilen Laminarbox ausgetauscht
(Montag, Mittwoch, Freitag), indem das alte Medium abgesaugt und 7 ml frisches
Medium hinzugegeben wurde. Um eventuelle Verunreinigungen durch Bakterien oder
verandertes Wachstum zu erkennen sowie die Vitalitat zu Gberprifen, wurden die Zellen
zuvor jedes Mal mikroskopisch untersucht. Bei einer Konfluenz von 60-80% wurden die
Zellen in die nachste Passage uberfuhrt. Bei der vorliegenden Arbeit wurde mit
Passagen von 33-36, sowie 11-16 gearbeitet. Dabei wurde zunachst das Medium
vorsichtig abgesaugt, um die Zellen danach mit 4 ml phosphatgepufferter Salzldsung
(PBS; pH 7,4) ca. 30 Sekunden unter leichtem Schwenken zu spulen. Das PBS wurde
abgesaugt und durch 2 ml Trypsin/ EDTA ersetzt, um die enzymatische Ablésung der
Zellen von der Zellkulturflasche auszulésen. Die Trypsinierung erfolgte im Brutschrank
fur eine Dauer von 5 Minuten. Danach wurde mikroskopisch Gberprift, ob sich die Zellen
vollstandig von der Zellkulturflasche geldst haben. War dies nicht der Fall, wurde das
Ablosen durch leichtes Beklopfen des Bodens der Zellkulturflasche geférdert. Zum
Beenden des Vorgangs der Trypsinierung wurde die doppelte Menge PBS im Verhaltnis
zu Trypsin hinzugefigt. Die Zellsuspension wurde in ein 12 ml Zentrifugenrdhrchen
dberfihrt und bei 1000 U/min fur 5 Minuten zentrifugiert. Der dabei entstandene
Uberschuss wurde vorsichtig und méglichst ohne Beriihrung des Zellpellets abgesaugt
und das entstandene Zellpellet wurde je nach GroR3e mit einem 1-5 ml warmen Medium
resuspendiert.

Zur Bestimmung der vorhandenen Zellzahl diente die Fuchs-Rosenthal Zahlkammer.
Aus der ermittelten Zellzahl wurde das bendétigte Volumen des Mediums bestimmt und
dementsprechend die bendtigte Menge der Zellsuspension in das Medium gegeben und
resuspendiert. Die Zellen wurden dann abhangig von den Versuchen entweder in 24-

Well oder 6-Well-Platten mit benétigter Zellzahl ausgesat.

3.2.4  Kultivieren und Passagieren der Zellkulturen - NHBEZ

Die Methode zur Kultivierung von NHBEZ wurde am Institut fir Umwelttoxikologie Halle
im Wesentlichen nach der Publikation von Runge et al. 2001 etabliert und durchgefihrt.
Die Lungen- und Bronchiusresektate stammen von Tumorpatienten aus dem Martha-

Maria-Krankenhaus in Halle-Délau, bei denen eine Lungenteilresektion durchgefihrt
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wurde. Nach der Entnahme erfolgte unmittelbar danach die Uberfiihrung von
pathologisch tumorfreien Gewebsstlicken in das sterile und kihle Transportmedium
Leibovitz L-15. Das Gewebe wurde mehrmals mit 37°C warmen PBS gewaschen, bevor
es unter sterilen Bedingungen mit Hilfe von Pinzette und Schere in mehrere ca. 0,2-0,5
cm? grol3e Sticke aufgeteilt wurde. Dabei wurde zudem das Bronchialgewebe vom
Lungengewebe getrennt. AnschlieRend wurden die Gewebsstlicke entsprechend ihrem
Gewebe auf 22,1 mm?2 grol3e Kulturschalen verteilt und mit einem AECG Medium bei
37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und einer Atmosphéare mit 5% CO: im sterilen
Brutschrank kultiviert. Der Mediumwechsel wurde dreimal pro Woche durchgefuhrt.
Nach 2-3 Wochen wuchsen die Zellen adharent aus dem Gewebe aus und wurden bei
einer Konfluenz von 80-90% subkultiviert. Die Gewebsstlicke wurden dann erneut zum
Auswachsen der nachsten Generation (2. Generation) in Kulturschalen in AECG
Medium Gberfuhrt. Zur enzymatischen Ablésung und Passagierung des Zell-Monolayers
wurde das Detach-Kit von Promocell (Heidelberg) verwendet. In der vorliegenden Arbeit

wurde mit verschiedenen Patienten und Generationen gearbeitet.

3.3 Herstellung der BaSOs-Verdiinnungsreihe und Pipettieren der

Zellen

3.3.1 Herstellung der Verdinnungsreihe fur die A549-Zelllinie

Fur die Versuche dieser Arbeit wurde Bariumsulfat als Nanopartikel von Solvay zum
Pipettieren der Zellen verwendet. Die Nanopartikel besalRen keine Ummantelung
(,coating“) und waren ca. 60 nm grof3. Um die Zellen mit BaSO4 auszusetzen, musste
zuerst eine Stammldsung mit BaSO4 hergestellt werden. Einer zuvor bestimmten Menge
der BaSOs-Partikel wurde DMEM Medium hinzugegeben im Verhaltnis von 1 mg/1ml.
Die Stammlésung wurde in einem verschlossenen Glasbehéltnis mit einer
Ultraschallsonde bei einer Bestrahlungsenergie von 15 kJ drei Minuten lang unter
Wasserkuhlung behandelt. Dieses Verfahren stellt sicher, dass die Zellen tatsachlich mit
freien Nanopartikeln behandelt wurden. Das Protokoll wurde von Sarah Thomas im
Rahmen ihrer Dissertation entwickelt (noch unveroffentlicht). Fur das Pipettieren der
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen (0,001 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,05 mg/ml; 0,075
mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1 mg/ml), wurde eine Verdinnungsreihe nach Tabelle 1
hergestellt. Zur Herstellung wurde eine entsprechende Menge DMEM Medium in
verschlieBbaren Glasréhren vorgelegt, in das die Partikelsuspension mit einer
Eppendorfpipette hinzugefiigt wurde. Diese Réhrchen wurden ebenfalls unter Kiihlung

mit der Ultraschallsonde bei 15 kJ jeweils drei Minuten pro Konzentration beschallt. Vor
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dem Pipettieren der Zellen mit der entsprechenden Suspension wurden sie
mikroskopisch betrachtet, um die Konfluenz und Zellvitalitat zu beurteilen. Die Kulturen
fur die 24 h-Versuche wurden bei einer Konfluenz von ca. 80-85% mit BaSO4 versetzt.
Bei den Kulturen fiur die 72 h-Versuche geschah dies bei einer Konfluenz von ca. 60%.
Bei der Versuchsdurchfiihrung wurde darauf geachtet, dass die Platten nicht vollstandig
von Zellen bewachsen waren. Dabei wurde das alte Medium abgesaugt und durch
Partikelsuspension mit frischem Medium ausgetauscht. Ein Mediumwechsel erfolgte
nach dem Zugeben von BaSO4 nicht mehr. Fir den Neutralrotversuch wurden die Zellen
in 24-Well-Platten ausgesat. Fur die Versuchsdurchfihrung am FACS-Gerat wurden die
Zellen in 6-Well-Platten benotigt.

Tabelle 1: Verdinnungsreihe Bariumsulfat

Konzentration in | 0,001 0,01 0,05 |0,075 0,1 0,5 1
mg/ml

Verdunnungsfaktor | 1:10000 | 1:1000 | 1:200 | 1:133,33 | 1:100 | 1:20 | 1:10
Stammldsung in yl | 0,4 4 20 30 40 200 | 400
DMEM in pl 3999,6 | 3996 3980 | 3970 3360 | 3800 | 3600

3.3.2  Durchfiuhrung fir NHBEZ

Die Herstellung der Stammlésung fir NHBEZ wurde wie in 2.3.1 beschrieben
durchgefuhrt. Statt DMEM Medium wurde jedoch AECG Medium verwendet. Dem AECG
Medium wurde zuséatzlich noch eine 5%-ige Losung des Tensids Dispex AA4040 in
bidestilliertem Wasser im Verhaltnis von 1 pl Tensid-Losung pro 1ml Medium

hinzugegeben.

3.4 Vitalitatstests

34.1 Neutralrottest

Der Neutralrottest dient zur Bestimmung der Vitalitdt von Zellen und beruht auf deren
Anfarbung mit dem Reagens Neutralrot. Das Neutralrot wird von den Lysosomen vitaler
Zellen aufgenommen und gespeichert. Tote Zellen kdnnen den Farbstoff nach den
Waschvorgéngen nicht halten und werden nicht angefarbt (Borenfreund und Puerner,
1985). Die Konzentration des aufgenommenen Neutralrots wird nach einer bestimmten
Zeit mit dem Plattenphotometer vermessen und ist linear von der Anzahl der lebenden

Zellen abhéngig (Borenfreund et al., 1988).
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Der Neutralrottest wurde in der vorliegenden Arbeit als 24 h- und 72 h- Testversuch
durchgefuhrt. Die Zellen wurden dazu in 24-Well-Platten ausgesat und bei
entsprechender Konfluenz mit BaSO., versetzt. Die Versuche wurden in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Nach Beendigung der Inkubationszeit mit dem
BaSO. wurden die Zellen nochmals mikroskopisch betrachtet, um die Konfluenz und
Vitalitdt zu beurteilen. Zur Durchfihrung des Vitalitdtstests musste zuerst eine
Gebrauchslésung hergestellt werden. Dazu wurde die Neutralrotstammldsung mit PBS
im Verhaltnis von 1:50 vermischt. Danach wurde der Uberschuss des Mediums durch
vorsichtiges Abkippen entfernt und die Zellen wurden pro Well mit 500 pl warmem PBS
mit einer Temperatur von 37°C jeweils zweimal gespult. Nach Verwerfen des PBS
erfolgte die Zugabe der Gebrauchslésung (250ul/Well) und die 30-minltige Inkubation
bei 37°C im Brutschrank. Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand erneut
vorsichtig abgekippt und die Zellen wurden nochmals mit je 500 pl PBS pro Well gespdlt.
Nach Entfernen des PBS erfolgte die Zugabe von 500 pl Extraktionslosung (50%
Ethanol, 49% H.0O, 1% Essigsaure) pro Well. Die Messung der Absorption erfolgte dann
bei 560 nm im Plattenphotometer und mit Hilfe des Computerprogramms Magellan 3

(Tecan).

3.4.2 Vitalitatsmessung durch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS)

Eine weitere Bestimmung der Vitalitat der Zellen in dieser Arbeit wurde mit einem FACS
Gerat des Typs Muse der Firma Merck Millipore durchgefuhrt. Dazu wurde ein
vorgefertigtes Testreagenz (Muse™ Count and Viability Kit) verwendet. Die Kit-Losung
enthalt zwei verschiedene DNA-bindende Farbstoffe: Propidiumiodid und LDS 751.
Diese Farbstoffe farben auf der Grundlage ihrer unterschiedlichen Permeabilitat die
Zellen an, wodurch sie in vitale und nicht-vitale Zellen unterschieden werden kdnnen.
Propidiumiodid farbt nur den Zellkern von Zellen an, die ihre Membranintegritat verloren
haben. Dadurch werden nekrotische und tote Zellen vom FACS Gerét erkannt. Der
zweite Farbstoff LDS 751 ist ein membranpermeabler DNA-bindender Farbstoff, der
sowohl den Kern der lebenden, als auch den der toten und nekrotischen Zellen anfarbt.
Das FACS-Gerat kann anhand der zellularen GroRR3eneigenschaften ebenfalls durch LDS
751 angefarbte Zellkerne von toten Zellen unterscheiden und rechnet sie daher dem
Debris (Zellbruchstuicke) zu. Die Zellsuspension wird durch eine Kapillare angesogen.
Das Gerat errechnet dann entsprechend dem Fluoreszenzsignal der aufgenommenen
Zellen die Gesamtzellzahl pro Milliliter (Merck Millipore, 2013). Fur die Durchfiihrung der
Messung am FACS mussten die Zellen in einer Suspension mit der Kit-Lésung vorliegen.

Dazu wurde wie in Kapitel 2.2.3 verfahren, um die Zellen enzymatisch abzultsen. Hierflr
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wurden die Zellen vor der Trypsinierung jedoch zweimal vorsichtig mit PBS gespiilt, um
vor allem bei den hohen Konzentrationen lose BaSOs-Partikel zu entfernen. Zudem
wurde 1 ml Trypsin pro Well verwendet. Nach der Zentrifugation wurde das entstandene
Zellpellet abhéngig von der beimpften Konzentration an BaSO. (siehe Tabelle 2) in
DMEM Medium resuspendiert. Vor und nach jeder Versuchsdurchfihrung wurde eine
komplette Systemreinigung mit der Reinigungsflissigkeit Cleaning Fluid von Muse™
durchgefiuhrt. Die Count&Viability Losung wurde in Eppendorf-Mikrogefal3en vorgelegt
(siehe Tabelle 2). Dabei wurde bei der Kontrolle die doppelte Menge der Count&Viability
Losung verwendet, da diese zusatzlich fir die Voreinstellungen am Gerat bendtigt
wurde. Die frisch gemischte Zellsuspension wurde zu dem vorgelegten Reagenz
hinzugefiigt und nochmals resuspendiert. Das Verdinnungsverhéltnis betrug 1:10,
welches in Vorversuchen aufgrund der vorhandenen Zellzahl in den 6-Well-Platten
bestimmt wurde. Die anschlieRende Inkubationszeit des Reagenzes betrug 5 Minuten
bei Raumtemperatur. Danach wurde die Suspension unmittelbar vor jeder Messung
nochmals resuspendiert. Vor Beginn der Messungen mussten am Gerat mithilfe der
ersten Probe (Kontrolle) die Einstellungen fiir die weiteren Proben festgelegt werden.
Auf dem Bedienungspaneel erschienen zwei Zellpopulationen, die in vitale und tote
Zellen eingeteilt wurden. Bei der Justierung der Einstellungen sollten die
Zellpopulationen moglichst zwischen 2 und 3 auf der y-Achse liegen (siehe Abbildung
2). Zwischen den toten und vitalen Zellen wurde nach Augenmaly etwa mittig eine
Grenze festgelegt. Der Debris wurde durch die untere Linie markiert und dadurch von
den Zellpopulationen getrennt. Anschliel3end wurden alle Proben vermessen. Das Geréat
malf3 dabei die Fluoreszenzaktivitat und gab Gesamtzellzahl, Anzahl der vitalen und toten

Zellen, sowie eine graphische Darstellung der Messungen aus.

Tabelle 2: Mengenverhéltnis zur Herstellung der Proben fir Muse™ Count & Viability Assay

Konzentration Kontrolle | 0,01 0,05 0,1 0,5 1
BaSO,in mg/ml

Muse 180 90 90 90 90 90
Count&Viability  Kit

Losung in pl

Zellsuspensionin yl | 20 10 10 10 10 10
DMEM in pl 500 500 500 500 300 200
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Abbildung 3: Justierung der Einstellungen am FACS-Gerat

3.5 Apoptose-Messung mittels MUSE™

Zur Messung einer maglich ausgeldsten Apoptose diente ebenfalls das FACS Geréat des
Typs Muse™ der Firma Merck Millipore. Fur die Versuchsdurchfuhrung wurde das
vorgefertigte Testreagenz Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay verwendet. Apoptose
initiiert bei Zellen intrazellulare Prozesse, die zu charakteristischen physiologischen
Veranderungen fuhren. Zu diesen Verdnderungen gehéren unter anderem die
Prasentation der Membrankomponente Phosphatidylserin (PS) auf der Zelloberflache.
PS ist normalerweise nur auf der Innenseite der Zellmembran vorhanden. In der
verwendeten Assay-LOsung ist Annexin V enthalten. Annexin V ist ein Calcium-
abhangiges phospholipidbindendes Protein mit einer hohen Affinitdt zu
Phosphatidylserin. Nach Induktion der Apoptose finden sich jedoch auch Molekile von
PS auf der auReren Membranoberflache, die von Annexin V aus dem Testreagenz
gebunden werden. Das Gerat kann durch einen zusatzlichen Zellmarker (7-AAD), der
die DNA anféarbt, jedoch nur bei gestérter Membranintegritat in die Zellen gelangt,

folgende vier verschiedene Populationen unterscheiden (Merck Millipore, 2013).

Nicht-apoptotische Zellen: Annexin V (-) und 7-AAD (-)
Frihe apoptotische Zellen: Annexin V (+) und 7-AAD (-)

Spatstadium apoptotische und tote Zellen: Annexin V (+) und 7-AAD (+)
Meist nukleare Trimmer: Annexin V (-) und 7-AAD (+) (Merck Millipore 2013).
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Abbildung 4: Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin (Muse™ Annexin V & Dead)

Vor und nach jeder Versuchsdurchfihrung wurde eine komplette Systemreinigung mit
dem Instrument Cleaning Fluid von Muse™ durchgefihrt. Zur Durchfihrung des
Experiments mussten die Zellen in Suspension vorliegen. Dazu wurden die Zellen
ebenfalls wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben vorbereitet. Die Muse™ Annexin V & Dead
Cell Kit- Lésung wurde in Eppendorf-Mikrogefal3en vorgelegt. Fur die Kontrolle wurde
fur die Voreinstellungen am Gerat die doppelte Menge verwendet. Das
Verdunnungsverhaltnis zwischen Zellsuspension und dem Testreagenz betrug 1:5. Die
frische Zellsuspension wurde der vorgegebenen Reagenzldsung hinzugegeben und
nochmals resuspendiert (siehe Tabelle 3). AnschlieBend wurden die Proben fir 30
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit erfolgte
erneut die Justierung der Einstellungen am Gerat mithilfe der ersten Probe (Kontrolle)
fur alle weiteren Experimente (siehe Abbildung 3). Dazu wurden die Zellwolken auf dem
Bedienungspaneel wieder moglichst zwischen 2 und 3 beim Index eingestellt und die
Trennlinie zwischen Debris und den toten und vitalen Zellen unterhalb der
Zellpopulationen angebracht. Unmittelbar vor jeder Messung wurde die Probe
resuspendiert. Das FACS-Gerat zeigte nach der Probenmessung in einer graphischen
Darstellung den prozentualen Anteil der vier Populationen und die Gesamtzellzahl der
apoptotischen Zellen an. Als Positivkontrolle zur Auslésung der Apoptose diente bei

dieser Versuchsdurchfuhrung die Zugabe von 1 uMol DNP in Doppelbestimmung.
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Tabelle 3: Mengenverhéltnis zur Herstellung der Proben fir Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay

Konzentration Kontrolle | 0,01 0,05 0,1 0,5 1
BaSO,in mg/ml
Muse Annexin V& | 120 80 80 80 80 80
Dead Cell Lésung in
pl
Zellsuspension in pl | 30 20 20 20 20 20
DMEM in pl 500 500 500 500 300 200
4
S I A -
H 2 =
] 1
' < >
8 11 ............................
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0 1 2 3 4
vop. ANNEXIN V vep. ANNEXIN V

Abbildung 5: Justierung der Einstellungen am FACS fir Muse ™ Annexin V & Dead Cell Assay (Merck
Millipore 2013)

3.6 Statistische Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte im Programm Microsoft Excel 2016 MSO, wobei die

Mittelwerte und Standardabweichungen dargestellt wurden. Die graphischen
Darstellungen erfolgten teilweise mit Microsoft Excel und mit SigmaPlot 10.0 der ,Systat
Software, Inc. SigmaPlot for Windows®. Mit der Software Magellan 3 (Firma Tecan)
wurde die vom Plattenphotometer gemessene Vitalitat dargestellt.

Die Signifikanz der Messergebnisse wurde mit dem Programm SPSS ermittelt. Dabei
wurde bei den Ergebnissen der Tumorzellen A549 eine Friedmann-ANOVA mit einem
Bonferroni Test als post-hoc Test durchgefiihrt.

Die statistische Auswertung der Primarzellen erfolgte durch das Programm Instat mittels
eines Kruskal-Wallis-Tests mit einem post-hoc Test nach Dunn.

Wenn der ermittelte p-Wert unter 0,05 lag wurden die Ergebnisse als statistisch

signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Vitalitatstests

4.1.1 Ergebnisse der Neutralrottests

Neutralrottest B299 1.111
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Abbildung 6: Vitalitat von Bronchialepithelzellen B299 1.11l 24 h und 72 h nach Zugabe
von verschiedenen Konzentrationen BaSO4

*p < 0,05 Signifikanz zu unbehandelten Kulturen von B299

Abbildung 6 stellt die durch den Neutralrottest ermittelte Vitalitdt in Prozent von
Bronchialepithelzellen aus dem Gewebe des Patienten 299 nach 24- und 72-stiindiger
Inkubation mit BaSOa relativ zu den unbehandelten Kontrollen dar. Bei 24-stiindiger
Inkubation ist Uber alle Konzentrationen hinweg eine leichte, aber nicht signifikante,
Abnahme der Vitalitat zu verzeichnen. Der Verlauf bei steigender BaSO4- Konzentration
zeigt die bei Experimenten mit Primarkulturen dblichen Schwankungen. Bei der
Hochstkonzentration von 1 mg/ml betragt die Vitalitdt noch 89,9%.

Bei 72 Stunden Inkubation ist bis zu einer Konzentration von 0,5 mg/ml keine signifikante
Toxizitat zu verzeichnen. Der geringste Wert von 82,6% fiur die Vitalitat wird bei der

Maximalkonzentration (1 mg/ml) erreicht. Hier tritt eine signifikante Toxizitat auf.
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B298 2/Ill Neutralrottest versetzt mit BaSO,

250
—e— 24h
X 150 A
£
i©
©
£ 100 - 'Y
> a
50 | §Q ——————
O Ty T T T T LA L L L | T T LA L L | T T oo rTT
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

Konzentration BaSO, in mg/ml

Abbildung 7: Vitalitéat von Bronchialepithelzellen B 298 2/Ill 24 h und 72 h nach Zugabe
von verschiedenen Konzentrationen BaSO4 * p < 0,05 Signifikanz zu unbehandelten
Kulturen von B298

In Abbildung 7 wird der Vitalitatsverlauf nach Durchfiihrung des Neutralrottests mit
Bronchialepithelzellen dargestellt. Die Zellen stammen im Gegensatz zu Abbildung 6 von
einem anderen Patienten und aus einer héheren Zellgeneration (B298/2/111). Der 24
Stunden-Graph zeigt ab 0,01 mg/ml bis zu einer Konzentration von 0,5 mg/ml zwar einen
Vitalitatsabfall, jedoch keine signifikante Toxizitat. Danach ist bei der
Maximalkonzentration ein sehr starker Vitalitdtsanstieg auf 182% erkennbar. Die
Standardabweichung ist hier mit Gber 30% vergleichsweise hoch, der Effekt ist nicht
signifikant. Der 72 Stunden-Graph zeigt einen &hnlichen Verlauf. Der Vitalitatsverlust
zwischen 0,001 und 0,1 mg/ml zwar etwas starker ausgepragt als beim 24 Stunden-
Graph, signifikante Toxizitét tritt jedoch erst bei 0,5 mg/ml auf. Auffallend ist beim 72
Stunden-Graph ebenfalls der starke Anstieg der Vitalitat auf 125% bei der
Maximalkonzentration. Insgesamt deuten die Ergebnisse der 24- und 72 h-Tests auf das

Vorliegen eines technischen Problems hin.
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L299 1.3 Neutralrottest versetzt mit BaSO,
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Abbildung 8: Vitalitat von Lungenzellen L 299 1/3 24 h und 72 h nach Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen BaSOs* p < 0,05 Signifikanz zu unbehandelten
Kulturen von L299

Abbildung 8 zeigt die Reaktion der Vitalitat von peripheren Lungenzellen nach 24- und
72-stiindiger Inkubation mit BaSO4. Der 24 Stunden-Graph zeigt keine signifikante
Toxizitat. Der 72 Stunden-Graph zeigt zwischen 0,001 und 0,5 mg/ml einen nicht

signifikanten Vitalitatsabfall. Bei 1 mg/ml ist die Vitalitat signifikant reduziert auf 66%.

Aufgrund der unterschiedlichen Testergebnisse mit teilweise starken Vitalitdtsanstiegen
bei steigenden Konzentrationen, die als Hinweis auf technische Probleme interpretiert
wurden, wurde die Durchfihrung des Neutralrottests mit einer weiteren Zelllinie, der
Tumorzelllinie A549, in Erwagung gezogen. Die verschiedenen Messdaten lie3en die

Frage aufkommen, ob es sich um primarzellspezifische Probleme handeln kdnnte.

Der Neutralrottest mit der Zelllinie A549 wurde ebenfalls in Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. Insgesamt erfolgten 3 Wiederholungen.
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4.1.2 Phasenmikroskopische Darstellung

Kontrolle 0,01 mg/ml BaSOs«
0,1 mg/ml BaSO« 0,5 mg/ml BaSO«

1 mg/ml BaSO4

Abbildung 9: Phasenkontrastmikroskopische Darstellung von A549 Zellen nach 24 h Inkubation mit

verschiedenen Konzentrationen BaSOa. Der Maf3stab entspricht 100 pm.
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In den phasenkontrastmikroskopischen Darstellungen von Abbildung 9 wurden A549
Zellen nach 24 stundiger Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen BaSO;4 in
DMEM dargestellt. Die Abbildung der unbehandelten Kontrolle zeigt keine
morphologischen Auffalligkeiten. Die Form der Zellen war unverdndert epitheltypisch
polygonal. Die Membranen der Zellen waren intakt. Bei steigenden Konzentrationen von
BaSO. lassen sich bis zu einer Konzentration von 1 mg/ml deutlich mehr Nanopartikel
auf den Zellen erkennen. Bei 1 mg/ml sind die Zellen sogar so stark von den Partikeln
bedeckt, dass die Zellmorphologie kaum erkennbar ist. Die Zellen wirken kugelig

abgerundet.

Neutralrottest A549 versetzt mit BaSO,
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Abbildung 10: Vitalitdt von A549-Zellen 24 h und 72 h nach Zugabe von verschiedenen
Konzentrationen BaSOa4

Abbildung 10 stellt die Messergebnisse der Vitalitat in Prozent abhéngig von der
Konzentration von BaSO4 in mg/ml dar. Dargestellt sind die Auswirkungen nach 24- und
72- stundiger Inkubation.

Der 24 Stunden-Graph zeigt bis zu einer Konzentration von 0,001 mg/ml zunachst einen
leichten Abfall der Vitalitat. Danach ist bis zur Maximalkonzentration von 1 mg/ml ein
Anstieg der Vitalitat auf 130% zu erkennen. Der 72 Stunden-Graph weist im Vergleich

zum 24 Stunden-Test einen Trend nach unten auf und zeigt somit einen starkeren Abfall
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der Vitalitdt. Bei einer Konzentration von 0,5 mg/ml ist der Vitalitdtsabfall mit einem
erreichten Wert von 69% am grofdten. Danach steigt der Graph jedoch stark an und
erreicht bei einer Maximalkonzentration von 1 mg/ml einen Wert von 110%.

Besonders auffallend sind die erhdhten Vitalititswerte bei steigender BaSOg-
Konzentration im Vergleich zur Kontrolle. Diese Trends lassen auf einen Fehler im
Messverfahren schlieen. Um dieser Diskrepanz zu den zu erwartenden Werten auf den
Grund zu gehen wurde ein erneuter Test mit einer Positivkontrolle durch Inkubation mit
Quecksilber(ll)-lonen in Kombination mit der Exposition von Bariumsulfat durchgefuhrt.

Bei der Durchfuhrung dieses Versuches wurde eine 24-Well-Platte mit A549 ausgesat.

12 Wells der Platte wurden mit jeweils 80 umol Quecksilber(ll) beimpft. Die verbliebenen
12 Wells blieben in dieser Zeit unbehandelt. Bei einer Konfluenz von 80-90% und 23
Stunden nach Quecksilberzugabe wurden die Zellen nach Protokoll des Neutralrottests
zuerst vom Medium befreit, dann zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde Neutralrot
auf die Zellen hinzugegeben und fir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach Protokoll
wurde der Uberschuss abgeschuttet und die Zellen nochmals mit PBS gewaschen. Die
vermutete Toxizitat von BaSO, sollte bei diesem Versuch keinen Einfluss zeigen. Aus
diesem Grund wurde erst nach der Inkubation BaSO., gelést in DMEM in den
vorgegebenen Konzentrationen auf die Zellen der 24 Well zugegeben. Um nicht alle
BaSOs-Partikel mit dem Medium zu entfernen, wurden die Zellen fiir 60 Minuten in der
BaS0O.-Suspension inkubiert. In dieser Zeit konnten die Partikel auf die Zellen absinken.
Danach wurde das Medium durch Abschitten entfernt, die Zellen nochmals mit PBS
gewaschen und die Extraktionslésung hinzugegeben. Die Absorption der Proben in der
24-Well-Platte wurde dann im Plattenreader bei 560 nm vermessen. Das
Pipettierschema ist in Abbildung 10 dargestellt. Der Versuch wurde mit zwei

Wiederholungen durchgefiihrt und erfolgte in Dreifachbestimmung.

Einstlindige BaSO, Inkubation
(Angaben in mg/ml)

23-stindige Inkubation mit 80 mmol Hg +
einstindige BaSO, Inkubation

eJoJole
eJoJoJe
VOOO

®

®

®

\. " S

Abbildung 11: Pipettierschema 24 Well Platte mit BaSO4 und Hg(ll), eigene
Darstellung

28
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Abbildung 12: Vitalitdt von A549 Zellen 1 h nach Zugabe von verschiedenen Konzentrationen
BaSO4 und teilweise mit 23-stuindiger Vorinkubation mit Hg(ll)

In Abbildung 12 ist ein Graph mit und ohne Quecksilbervorinkubation dargestellt. Beide
Graphen stellen die Ergebnisse einer einstiindigen Inkubation mit BaSO, dar. Dabei
wurden ebenfalls unterschiedliche Konzentrationen verwendet. Bis zu einer
Konzentration von 0,05 mg/ml ist bei beiden Graphen kein signifikanter Vitalitatsabfall
zu erkennen. Bei der Maximalkonzentration von 1,0 mg/ml verzeichnet sich bei beiden
Graphen ein starker Vitalitdtsanstieg, im Experiment mit Hg(ll) und BaSO., ist er
signifikant.

Die Ergebnisse der Neutralrottests, sowie des Zusatzversuches mit
Quecksilberinkubation, lie3en die Vermutung aufkommen, dass die Nanopartikel einen
Storfaktor beim Messen der Absorption im Plattenreader darstellen. Aus diesem Grund
wurde ein anderes Testverfahren in Erwagung gezogen, bei dem die Vitalitat der Zellen
mit Hilfe eines FACS-Geréats gemessen wurde. Die Ergebnisse dieser Messungen
werden im folgenden Kapitel beschrieben.
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4.1.3 Ergebnisse der FACS-Messungen

24 h und 72 h A549 Vitalitat Muse versetzt mit BaSO,
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Abbildung 13: Vitalitat von A549-Zellen 24 h und 72 h nach Zugabe von verschiedenen Konzentrationen
BaS0O4 gemessen mit FACS. * p < 0,05 Signifikanz zu unbehandelten Kulturen von A549

In Abbildung 13 ist die relative Vitalitdit von A549 Zellen nach Inkubation mit BaSO,
Nanopartikeln fur 24 h und 72 h dargestellt. Die Messung erfolgte mittels eines FACS-
Gerats. Dabei wurden die DNA-bindenden Farbstoffe Propidiumiodid und LDS 751
bestimmt, um die Vitalitdt zu ermitteln. Der 24 h- Graph verzeichnet bei 1 mg/ml eine
signifikant verminderte Vitalitat von 77%. Bis dahin tritt keine signifikante Toxizitat auf.
Ab 0,1 mg/ml fallen beide Graphen bei zunehmender Konzentration mit sehr &hnlicher
Steigung ab. Bei 72-stuindiger Inkubation tritt ebenfalls nur in der hochsten Konzentration
signifikante Toxizitat auf, die Vitalitat betragt hier noch 82%. Werden die Ergebnisse der
einzelnen Testtage bei diesen Versuchen genauer betrachtet, sind bei den Werten des
72 h-Versuches etwas hohere Standardabweichungen als beim 24 h-Versuch
festzustellen. Der 72 h-Test zeigt bei einer Konzentration von 1 mg/ml eine
Standardabweichung von 15%, die damit mehr als doppelt so hoch ist, wie beim 24 h-

Versuch mit 6% Standardabweichung bei 1 mg/ml.
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4.2 Messung der Apoptose

Um den Wirkmechanismus von BaSO4 ndher zu untersuchen, wurden A549 Zellen nach
24- und 72-stlindiger Inkubation mit verschiedenen BaSO.-Konzentrationen auf eine
mdgliche Induktion von Apoptose getestet. Die Messungen wurden mit Hilfe eines
FACS-Gerats durchgefiihrt, wobei Annexin V und 7-AAD bestimmt wurden. Annexin V
bindet sich an Phophatidylserin, welches sich nur bei apoptotischen Zellen an der
AuRRenseite der Membran befindet. Durch den zusétzlichen Zellmarker 7-AAD kann der
Assay zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen differenzieren. Beim zeitlichen
Verlauf der Apoptose kann zwischen einem frihen und spéten Stadium unterschieden
werden. Die in der vorliegenden Arbeit ausgewerteten Ergebnisse der Apoptose
umfassen dabei beide Stadien und werden als total apoptotische Population angegeben.
Der Versuch erfolgte in Doppelbestimmung und mit drei Wiederholungen.

Apoptose in A549 mit BaSO, (24 h)
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Abbildung 14: Vitale, tote und total apoptotische A549 Zellen 24 h nach Zugabe von verschiedenen
Konzentrationen BaSOa

In Abbildung 14 werden die Zellen in Lebendpopulationen, tote Populationen und in total
apoptotische Populationen unterschieden. Bei der Versuchsdurchfiihrung diente die

Zugabe von 1 uMol DNP bei zwei Kontroll-Wells als Positivkontrolle.
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Die unbehandelte Kontrolle wies mit 11% bereits eine Zellpopulation mit total
apoptotischen Zellen auf. Bei den ersten beiden Konzentrationen von BaSO, war kein
relevanter Anstieg der apoptotischen Zellen zu erkennen. Die Konzentration von 0,5
mg/ml BaSO, wies mit 25% den héchsten Anteil total apoptotischer Zellen in der

Versuchsreihe auf, der Effekt war jedoch auch hier nicht statistisch signifikant.

Apoptose in A549 mit BaSO, (72 h)
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Abbildung 15: Vitale, tote und total apoptotische Zellen 72 h nach Zugabe von verschiedenen
Konzentrationen BaSOa4

Abbildung 15 zeigt den 72 h- Versuch nach Zugabe von BaSO.. Die unbehandelte
Kontrolle deutet mit einer total apoptotischen Zellpopulation von 11% auf ein ahnliches
Ergebnis im Wertebereich wie beim 24 h- Versuch hin. Der grofite Anteil der total
apoptotischen Zellpopulation findet sich ebenso wie beim 24 h- Versuch mit 23% bei
einer Konzentration von 0,5 mg/ml. Der Wert sinkt bei der Maximalkonzentration leicht
bis auf 20% ab. Keiner der Effekte ist statistisch signifikant. Die Bewertung der Effekte
wird jedoch durch die grof3e Streuung der Ergebnisse vor allem bei den Konzentrationen
0,5 und 1 mg/ml und der Positivkontrolle erschwert. Insgesamt lasst sich ein ahnlicher
Trend der total apoptotischen Zellpopulationen bei den 24 h- und 72 h- Versuchen

erkennen.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wird der Effekt von Bariumsulfat-Nanopartikeln auf humane
Lungenzellen an Kulturen untersucht. Zur Aufklarung des Wirkungsmechanismus wird
der Einfluss auf die Vitalitat und die Apoptose analysiert. BaSOas-Nanopartikel finden
heutzutage in vielen Bereichen ihre Anwendung. Unter anderem werden sie als Fllstoffe
in der Kunststoff, der Farben- und Lackindustrie eingesetzt, um die
Materialeigenschaften zu verbessern (Petrova et al., 2008; Konduru et al., 2014; Gillani
et al., 2010). Aber auch in der Medizin nutzt man BaSO, unter anderem als
Rontgenkontrastmittel (Konduru et al., 2014), als Zusatz im medizinischen
Knochenersatz (Gillani et al., 2010) oder auch in Kathetern (Aninwene et al., 2013).
Durch den weit verbreiteten Einsatz der Nanopartikel ist es unumganglich ihr potentielles
Risiko genauer zu untersuchen und abzuschatzen. Die aktuelle Datenlage zum
Wirkungsmechanismus der BaSOs-Nanopartikel ist derzeit noch nicht umfassend
genug. Die Lunge stellt einen wichtigen Expositionspfad fir BaSOs-Nanopartikel dar
(NanoCare Project Partners, 2006). Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden
Arbeit in vitro Versuche mit NHBEZ, sowie mit der Tumorzelllinie A549 durchgefuhrt. Im
Gegensatz zu vorherigen Arbeiten wurden hier zur Bestimmung der Zytotoxizitat der

Neutralrottest und ein FACS-basierter Test herangezogen.
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5.1 Vitalitatstests

5.1.1 Eignung des Neutralrottests

Vergleich Extinktionswerte
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Abbildung 16: Vergleich der Extinktionswerte (560 nm) im Neutralrottest von
Bronchialepithelzellen 24 h und 72 h nach Zugabe von BaSOa4

Die Vitalitatsverlaufe bei den Zellen B298 zeigen im Neutralrottest zwar bei einer
Konzentration von 0,01 mg/ml eine erkennbare Abnahme, aber steigen bei der hochsten
BaSO.-Konzentration (1 mg/ml) wieder an. Dies wirde bedeuten, dass die Nanopartikel
bei geringen Konzentrationen zwar toxisch wirken, sich in hoheren Konzentrationen aber
positiv auf die Vitalitat auswirken. Dieser Effekt ist bei B299 allerdings weder beim 24-
noch beim 72 h-Versuch zu erkennen. Der Abschlussbericht des NanoEmissions-
Projektes zeigt beim Resazurin-Assay an NHBEZ jedoch eine signifikante Abnahme der
Vitalitat. Die ermittelte Vitalitdt beim Resazurin-Test betrug nach 24 Stunden bei 1 mg/ml
56% und nach 72 Stunden nur noch 43% (Thomas et al., 2017). Der Resazurin Test ist
ebenfalls ein nicht zytotoxischer Vitalittstest, der im Gegensatz zum Neutralrottest auf

der Reduktion von Resazurin dber mitochondriale Dehydrogenasen in pink
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fluoreszierendes Resorufin basiert. Die Fluoreszenz wird wie beim Neutralrottest mit
einem Plattenphotometer bei einer Anregungswellenldnge von 560 nm vermessen
(O'Brien et al.,, 2000). Wahrend beim Resazurin-Assay die mitochondrialen
Dehydrogenasen eine wichtige Rolle spielen (O Brien et al., 2000), ist beim Neutalrottest
die Anreicherung des Farbstoffs in den Lysosomen von Bedeutung (Borenfreund und
Puerner, 1985). Die wenig plausiblen Anstiege der aus den Rohdaten des Photometers
ermittelten Vitalitatswerte und die Diskrepanzen zwischen den Zellen unterschiedlicher
Patienten sind auffallig. Um die Herkunft dieser Diskrepanzen und der unerwarteten
Anstiege in der Vitalitat zu klaren, werden im Folgenden zusatzlich die Rohdaten in Form
der Extinktionswerte genauer betrachtet. Diese wurden mittels Plattenphotometer bei
einer Wellenlange von 560 nm ermittelt. Auffallig ist dabei zunachst, dass sich die
Extinktionswerte der beiden Patienten, auch bei den Kontrollen, deutlich und teilweise
sogar signifikant (B298 24 h vs. B299 72 h) unterscheiden (vgl. Abb. 15). Da der
Neutralrottest auf der Aufnahme des Neutralrots in den Lysosomen vitaler Zellen basiert
(Borenfreund und Puerner, 1985), kdnnte ein Grund fur die Diskrepanz der Kontrollen
sein, dass Patient B299 von vorneherein mehr Lysosomen aufweist als Patient B298,
was zu einer hoheren Akkumulation von Neutralrot in den Zellen und damit zu einer
erhoéhten Extinktion fuhrt.

Deutliche interindividuelle Diskrepanzen der Patienten konnten auch Glahn et al., 2008
bei Versuchen mit NHBEZ feststellen. Die signifikanten Unterschiede zeigten sich dabei
nach Kontakt mit Cadmium, Cobalt und/ oder Blei bei der Zytotoxizitat, sowie auf der
Ebene der RNA-Expression und der Transkriptionsfaktoren (Glahn et al., 2008).

Die Ergebnisse der peripheren Lungenzellen (PLZ) nach Exposition mit BaSO, zeigten
nach 72 Stunden einen signifikanten Vitalitatsverlust bei 1 mg/ml. Die Ergebnisse des
MTT-Tests im Rahmen des Nanoemissionsprojektes weisen ebenfalls nur nach 72-
stundiger Inkubation einen signifikanten Abfall der Vitalitat auf. Die Messungen zeigen
dabei jedoch schon bei einer geringeren Konzentration von 0,1 mg/ml eine signifikante
Reduktion der Vitalitat (Thomas et al., 2017). Der MTT-Test ist ein Vitalitatstest, der
darauf beruht, dass der gelbe membrangangige MTT-Farbstoff intrazellular durch
mitochondriale Dehydrogenasen zu dem blau-violetten Formazan reduziert wird. Dies
geschieht nur bei vitalen Zellen. Das Formazan wird im UV/VIS-Spektrophotometer bei
einer Anregungswellenlange von 560 nm quantifiziert (Gerlier, 1986). Hingegen wird
beim Neutralrottest die Vitalitat durch die Aufnahme des Neutralrots in die Lysosomen
ermittelt. Die konzentrationsabhangigen Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit und dem Nanoemissionsprojekt kénnen auf die verschiedenen
Testverfahren zuriickzuftihren sein. Der direkte Vergleich zwischen dem MTT-Test und

dem Neutralrottest mit 24 verschiedenen Nanopartikeln bestatigt diesen Verdacht und
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konnte ebenfalls aufzeigen, dass der MTT-Test sensitiver war und zudem hdhere

Toxizitatswerte aufwies, als der Neutralrottest (Lanone et al., 2009).

Die Exposition von Tumorzellen der Zelllinie A549 mit BaSO. flhrte unerwartet zu
ahnlichen Ergebnissen, wie bei den Primarzellen. Auch hier sinkt die Vitalitat anfanglich
bei einer Konzentration von 0,01 mg/ml ab, steigt aber insbesondere beim 24 h-Test mit
weiter steigender Konzentration deutlich an. Dies lasst darauf schlieRen, dass es sich
nicht um ein primarzellspezifisches Problem, sondern um ein technisches Problem in
Zusammenhang mit dem Messverfahren handeln muss. Wéahrend bei allen Versuchen
die Vitalitat bei einer geringen Zugabe von BaSO4 Nanopartikeln sinkt, steigt oder variiert
sie stark fur hohere Konzentrationen. Dabei liegt der Schluss nahe, dass die
Nanopartikel mit steigender Konzentration direkten Einfluss auf die Extinktionsmessung
haben. Ein solches Messartefakt ist auch bei der Messung der Vitalitat durch den MTT-
Test von Bronchialzellen zu beobachten, die mit oxidierten Rufl3partikeln oder
Dieselpartikeln versetzt wurden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich hier auch
eine erhohte Vitalitat. Die Partikel stdrten hierbei die Absorptionsmessungen oder
reagierten mit Testkomponenten (Holder et al., 2012).

Ein anderer moglicher Ansatzpunkt kdnnte auch die lysosomale Aufnahme darstellen.
Die Funktionalitdt des Neutralrottests basiert auf der Aufnahme des Neutralrots in den
Lysosomen. Nur vitale Zellen konnen den Farbstoff aufnehmen und fixieren
(Borenfreund und Puerner, 1985). In einer 2016 vero6ffentlichten Studie (Loza et al.,
2016) konnte gezeigt werden, dass sich BaSOs-Nanopartikel nach 24-stiindiger
Exposition in den Endolysosomen der NR8383 Zellen befanden. In der Literatur wurde
bei einer Nanopartikelexposition mit Ferritin von einer erhdohten autophagischen
Aktivierung berichtet, die zu einem erhohten lysosomal vermittelten Abbau von
Zellorganellen fuhrt (Neun und Stern, 2011; Zabirnyk et al., 2007) und damit auch in der
vorliegenden Arbeit zu einer hoheren Aktivitdt der Lysosomen fihren konnten. Aus
diesen Grinden kdnnten die verschiedenen oben genannten Faktoren Einfluss auf das
Messverfahren gehabt haben. Almutary und Sanderson 2016 berichten ebenfalls tber
einen nanopartikelabhangigen Einfluss auf die Messergebnisse unterschiedlicher
Zytotoxizitatsassays. Dabei zeigten sich vom Testverfahren abhangige Diskrepanzen
zwischen den unterschiedlich getesteten Nanopartikeln beim MTT-Test, sowie dem
Kristallvioletttest. Wa&hrend zum Beispiel bei den Kristallviolett-Messungen die
Standardkurven durch Goldnanopartikel signifikant verschoben wurden, beeinflussten
sie den MTT-Assay nicht. Beim Kiristallviolett-Test handelt es sich um ein
spektralphotometrisches Verfahren, das auf der Anfarbbarkeit von Zellen mit dem
Farbstoff Kristallviolett beruht (Flick und Gifford, 1984). Einen Anstieg der Vitalitat bei
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der Durchfihrung des Neutralrottests nach 24-stiindiger Inkubation der alveolaren Typ
Il Lungenepithel-Zelllinie mit Silikannanopartikeln beobachtete auch Alexander Kimper
(Kimper, 2017). Er erklart sich diesen Anstieg entweder mit einer Entstehung neuer
Lysosomen oder mit einer erhohten lysosomalen Aktivitdt durch partikelinduzierte
Autophagie.

Auch Kroll et al. 2012 untersuchten die mogliche Partikelinterferenz bei verschiedenen
Zytotoxizitatstests. Dabei wurden A549 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen 24
unterschiedlicher Nanopartikel beimpft. Beim MTT-Test konnten Partikelinterferenzen
schon bei einer Konzentration von 10 pg/cm? (entspricht in der vorliegenden Arbeit einer
Konzentration von 19 pug/ml) nachgewiesen werden. Niedrigere Konzentrationen zeigten
nach der Anpassung des Assays keine verzerrten Lichtabsorptionen mehr, wenn die
Nanopartikel nach 24-stiindiger Inkubation bereits vor der Inkubation mit MTT aus dem

Zellmonolayer gewaschen wurden.

Es stellt sich die Frage warum der potentielle optische Effekt bei den Primarzellen nicht
unbedingt stetig ist. Ein mdglicher Grund dafir kénnte das Spulverfahren vor der
Messung sein. Denn die Anzahl der nach der Spulung verbleibenden Nanopartikel war
auch bei gleicher BaSO4-Konzentration trotz gleichem Spulprotokoll augenscheinlich
nicht konstant.

Obwohl die Zellen vor der Messung aufwendig dreimal gespuilt wurden, lieRen sich auch
noch mit bloBem Auge Partikel auf den Zellen erkennen - vor allem bei hohen BaSOa-
Konzentrationen. Dieser Effekt Uberlagert sich mit dem Einfluss der Nanopartikel auf die
Vitalitat und verschleiert somit eine potentielle Toxizitat.

Diese Vermutung bestétigt sich durch den Zusatzversuch. Dieser zeigte, dass die
Vitalitat der Tumorzellen selbst bei Zugabe von erwiesen toxischem Quecksilber(Il)
(Glahn et al., 2003) mit zunehmender Konzentration von BaSO4 Nanopartikeln steigt.
Dies deutet darauf hin, dass eine Vitalitdtsmessung in mit Bariumsulfat beimpften Zellen

mittels des Neutralrottests nicht zuverlassig maoglich ist.

5.1.2 FACS-Messungen mit der Tumorzelllinie A549

Aufgrund der zumindest in hohen Testkonzentrationen artifiziell Gberlagerten Ergebnisse
des Neutralrottests wurde die Vitalitdét mithilfe eines FACS-basierten Tests erneut
gemessen. Dabei war sowohl bei den 24 h- als auch bei den 72 h- Versuchen bei
steigender Konzentration von BaSO, eine Abnahme der Vitalitdt erkennbar. Eine
Signifikanz zeigte sich dabei jedoch jeweils nur bei der Maximalkonzentration von 1

mg/ml. Trahorsch stellte bei Wolframcarbidnanopartikeln einen ahnlichen Trend fest
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(Trahorsch, 2010). Sie fuhrt dies darauf zurlick, dass diese Partikel nicht nur toxisch,
sondern auch proliferativ wirken kénnen (Ding et al., 2009). Diese Eigenschaft wird
BaSO. in der aktuellen Literatur noch nicht zugeschrieben, kann aber auch nicht
ausgeschlossen werden. In der vorliegenden Arbeit sind jedoch die bei den hohen
Konzentrationen ungefahr doppelt so hohen Standardabweichungen des 72h-Tests im
Vergleich zum 24 h-Test auffallend. Allerdings zeigten Vorversuche im Rahmen des
NanoEmissions Projektes keinen Unterschied bei der Aufnahme von BaSOs-Partikel
nach 24 h und 72 h bei Primarzellkulturen (Thomas et al., 2017), weshalb bei den beiden
Testreihen in dieser Arbeit grundsatzlich keine grof3en Unterschiede zu erwarten waren.
Die gleichen Studienautoren stellten eine akute Toxizitat bei NHBEZ und PLZ
konzentrationsabhangig beim Versetzen der Zellen mit BaSO4 Nanopartikeln mittels
MTT und Resazurin Tests fest. Hier wiederum zeigt sich allerdings im Gegensatz zur
vorher genannten Studie dennoch ein starkerer Vitalitdtsverlust nach 72- als nach 24-
stiindiger Inkubation.

Srivastava et al. konnten bei Titandioxid-Nanopartikeln ebenfalls eine Zytotoxizitat
nachweisen (Srivastava et al.,, 2013). Dabei wurden A549 Zellen unterschiedliche
Konzentrationen der Titandioxidpartikel zugegeben und nach 6 h, nach 24 h und nach
48 h die Zytotoxizitat mittels MTT und LDH Tests gemessen. Die Konzentrationen 10
pg/ml, 50 pg/ml sowie 100 pg/ml zeigten sowohl beim MTT als auch beim LDH Test eine
signifikante Abnahme der Vitalitat nach 24 h und 48 h.

Barillet et al. konnten bei ihrer durchgefiihrten in-vitro Studie feststellen, dass die
Zytotoxizitat von Nanopartikeln nicht nur von ihrer chemischen Zusammensetzung
abhing, sondern dass die von Nanopartikeln induzierte Zellmortalitat zelllinienabhéngig
war (Barillet et al., 2010). Dabei erkannten sie, dass zum Beispiel Leber- und
Lungenzellen gegeniiber Kohlenstoffnanoréhren (CNT) sensitiver waren, als renale
Zellen. Lanone et al. stellten in ihrer Studie fest, dass A549 Zellen gegeniber
unterschiedlichen  Nanopartikeln des gleichen Durchmessers bei gleichen
Versuchsbedingungen weniger sensitiv als THP-1 Zellen reagieren. Dieser
zelllinienabh&ngige Unterschied konnte auch in dieser Arbeit beim Vergleich zwischen
den Primar- und Tumorzellen ermittelt werden und kénnte erklaren, weshalb im Rahmen
des Nanoemissionsprojektes die akute Toxizitdt schon bei geringeren Konzentrationen
von BaSO, eine statistische Signifikanz aufwies, als in der vorliegenden Arbeit (Lanone
et al., 2009).

Die durch den FACS-Test ermittelte geringe Zytotoxizitdt von BaSOs-Nanopartikeln
stimmt auch mit den Ergebnissen einer 90-tagigen in-vivo Inhalationsstudie an Ratten

mit Ceroxid- und Bariumsulfatnanopartikeln tberein. In dieser Studie wurden die
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histologischen und inflammatorischen Effekte untersucht. Dabei zeigte sich, dass
Bariumsulfat erst nach 90 Tagen sehr geringe entziindliche Zellinfiltrationen verursachte.
Auch die BaSO,-Clearance-Halbwertszeit war deutlich geringer als bei Ceroxidpartikeln.
Dennoch konnten im histologischen Nachweis durch BaSO, deutlichere Veranderungen
in der Nasenschleimhaut der Ratte als durch Ceroxid nachgewiesen werden. Darunter
zahlten Schleimhauthyperplasien und eosinophile Globuli im olfaktorischen und
respiratorischen Epithel nach 28-tagiger Exposition (Schwotzer et al., 2017). Die in
dieser Arbeit ermittelte geringe Zytotoxizitat von BaSOs-Nanopartikeln stimmt auch mit
einer durchgefuhrten Studie an der humanen bronchialen Epithelzelllinie NCI-H292
tberein. Die Autoren untersuchten in dieser Studie einen Zusammenhang zwischen dem
oxidativen Potenzial verschiedener Nanopartikel und deren zellularen Reaktionen.
BaSOas-Nanopartikel zeigten dabei kein intrinsisches oxidatives Potenzial und wiesen
auch keine zellularen Reaktionen auf, die durch die Messung der Zytotoxizitat und der
IL-8 Zytokinproduktion erforscht wurden (Delaval et al., 2017). Auch die Ergebnisse des
NanoCare Projektes bestatigen die geringe Toxizitat von Bariumsulfatnanopartikeln. Mit
Hilfe des Vektor-Models zeigten die Autoren des Projektes, dass BaSO, die geringsten
Auswirkungen aller getesteten Nanomaterialien aufweist (NanoCare Project Partners,
2006).

5.2 Apoptose

Es wird Uber verschiedene Nanopartikel berichtet, dass sie in der Lage sind Apoptose
auszulésen (Mittal und Pandey, 2014; Hussain et al., 2012; Bai et al., 2017; Shukla et
al.,, 2013). In der vorliegenden Arbeit sollte Uberprift werden, ob auch
Bariumsulfatnanopartikel bei Lungenzellkulturen eine Apoptose induzieren kénnen. Eine
mdgliche Apoptoseinduktion wurde mittels eines FACS-Gerats gemessen.

Die Ergebnisse zeigten insgesamt zwar sowohl beim 24 h- Versuch, wie auch beim

72 h- Versuch bei hoheren BaSOs-Konzentrationen einen hoheren Anteil total
apoptotischer Zellpopulationen, ohne allerdings statistische Signifikanz aufzuweisen.
Um einen Fehler im Testverfahren auszuschliel3en, wurde eine Positivkontrolle mit DNP
begleitend mitgefuhrt.

Die fehlende Apoptoseinduktion von BaSOs-Nanopartikeln konnte auch bei den
Apoptosemessungen im Rahmen des NanoEmissions Projektes hachgewiesen werden.
Hierbei wurden die Primarzellkulturen NHBEZ und PLZ ebenfalls mit den in dieser Arbeit
verwendeten Konzentrationen von BaSO4 beimpft. Auch hier konnte nach 24 Stunden

und 72 Stunden keine Apoptose festgestellt werden (Thomas et al., 2017).
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Bei Titandioxidnanopartikeln konnte hingegen schon nach 24 h und 48 h eine signifikante
Apoptoseinduktion bei A549 Zellen gemessen werden. Die Signifikanz zeigte sich bei
den Konzentrationen 10 pg/ml und 50 pg/ml nach 48 h (Srivastava et al., 2013). Die
Autoren erklaren sich diese Induktion mit dem ebenfalls ermittelten ROS-Anstieg, sowie
dem signifikanten Anstieg der p53 Genexpression. Beide Faktoren stehen in einem
kausalen Zusammenhang mit der Apoptoseinduktion (Srivastava et al., 2013). Einen
Zusammenhang zwischen dem Anstieg von ROS und einer Apoptoseinduktion in RLE-
Zellen konnte auch durch die 8-sttindige Inkubation mit ultrafeinem Carbon Black gezeigt
werden (Sydlik, 2006). Die Untersuchung zum Einfluss von Silikananopartikeln bei RLE-
Zellen konnte keine Apoptose nachweisen. Im Zusammenhang dazu wurde auch die
ROS-Entstehung untersucht, die ebenfalls keine statistische Signifikanz zeigte (Kumper,
2017).

Das NanoCare Projekt untersuchte bei zehn verschiedenen Zelllinien (unter anderem
auch A549) eine ROS-Bildung nach einstindiger Inkubation mit BaSO4-Nanopartikeln
(verwendete Konzentrationen: 0,01 pg/cm?; 0,1 pg/cm?; 5 pg/cmz; 10 pug/cm?2). Dabei
konnte kein Effekt festgestellt werden (NanoCare Project Partners, 2006). Die Autoren
des Nanoemissionsprojektes kamen bei der Zugabe von BaSO,4 bei NHBEZ und PLZ bis
zur Maximalkonzentration von 1 mg/ml ebenfalls zu dem gleichen Schluss, dass keine
ROS ausgel6st werden (Thomas et al., 2017). Die fehlende ROS-Induktion der BaSOa-
Partikel in der aktuellen Literatur bekraftigt die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit,
dass keine Apoptoseinduktion stattfand. In der Literatur wird fir verschiedene
Nanopartikel eine mogliche Apoptoseinduktion berichtet. BaSO4-Nanopartikel zeigen in
der vorliegenden Arbeit, sowie in der aktuellen Literatur jedoch keine Apoptoseinduktion.
Dieser Mechanismus scheint stoffspezifisch zu sein und héngt damit wohl nicht vorrangig

nur mit der Grof3e und der damit erhdhten Oberflache der Nanopartikel zusammen.
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6 Zusammenfassung

Nanopartikel kommen heutzutage in vielen Alltagsprodukten vor. Auch
Bariumsulfatnanopartikel finden nicht nur in der Medizin, sondern auch in der Farben-
und Lackindustrie eine breite Anwendung. Aufgrund ihrer geringen GréRe und ihren
reaktiven Eigenschaften ist es jedoch wichtig ihren Einfluss auf den Menschen und die
Umwelt genau zu untersuchen, um eine potenzielle Gefahrenlage abzuschatzen.

Da ein moglicher Aufnahmeweg von Nanopartikeln in den Koérper vor allem durch
Inhalation erfolgt, wurden sowohl normale humane Bronchialepithelzellen, sowie Zellen
der Tumorzelllinie A549 mit verschiedenen Konzentrationen von
Bariumsulfatnanopartikeln fur jeweils 24 und 72 Stunden exponiert. Die Toxizitat wurde
mittels des Neutralrottests und eines FACS-basierten Zytotoxizitatstest gemessen.

Die Ergebnisse des Neutralrottests zeigten dabei auffallige Anstiege der Vitalitat, die im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, sogar deutlich héher waren. Die Vermutung,
dass es sich zunachst um ein primarzellspezifisches Problem handeln kdnnte, konnte
durch die Versuche mit den Tumorzellen nicht bestétigt werden. Aus diesem Grund
wurde ein Zusatzversuch durchgefiihrt, bei dem die Tumorzellen fir 23 Stunden mit 80
mmol Quecksilber (I) und im direkten Anschluss eine Stunde lang mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Bariumsulfatnanopartikeln inkubiert wurden. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Nanopartikel den Neutralrottest direkt beeinflussen und sich dieser
damit als ungeeignet fiir die Messung der Zytotoxizitat nach dem Exponieren mit BaSOa-
Nanopartikeln herausstellte.

Die Ergebnisse des FACS-basierten Zytotoxizitatstests konnten hingegen eine
signifikante Toxizitat sowohl nach 24 Stunden, als auch nach 72 Stunden nach dem
Versetzen mit der Maximalkonzentration von 1 mg/ml BaSO4-Nanopartikeln nachweisen.
Eine Apoptoseinduktion durch die Nanopartikel konnte weder dosis- noch zeitabhéngig
festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit spiegeln die aktuelle Literatur wider,
die ebenfalls von nur einer sehr geringen Toxizitdt der Bariumsulfatnanopartikel
berichtet. Eine Apoptoseinduktion konnte in anderen Studien bisher ebenfalls nicht
nachgewiesen werden.

Auch wenn diese Arbeit keine hohe Toxizitat fir Bariumsulfatnanopartikel aufzeigen
konnte, ist die weitere Erforschung zur potenziellen Toxizitat von anderen Nanopartikeln
notwendig. Bei zuklnftigen Arbeiten muss die Eignung gangiger Zytotoxizitatstests
genau geprift werden, um eventuelle direkte Einflisse der Nanopartikel auf die
Messergebnisse zu erkennen und gegebenenfalls neue Testverfahren zu entwickeln

oder die Testprotokolle dementsprechend anzupassen.
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8 Thesen

Der Neutralrottest stellt sich als ungeeignet zur Bestimmung der Zytotoxizitat von

Bariumsulfathanopartikeln dar
Signifikante Toxizitat bei A549 Zellen nach 24-stiindiger und nach 72-stlindiger

Inkubation mit Bariumsulfatnanopartikeln bei der Maximalkonzentration von 1 mg/mi

Keine dosis- oder zeitabhdngige Apoptoseinduktion durch BaSOs-Nanopartikel bei

A549 Zellen
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