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Zusammenfassung

Die Nanotechnologie stellt eine der Schlisseltechnologien dieses Jahrhunderts dar.
Ihr wird insbesondere in der Synergie zu den Biowissenschaften ein hohes Potential
fur die Entwicklung neuer Produkte in den Materialwissenschaften, aber auch fir das
Gesundheitswesen zugeschrieben. Parallel zu der ErschlieBung neuer
Mdoglichkeiten, die die Nanotechnologie bietet, missen jedoch Fragen zu
Sicherheitsaspekten seitens der Wissenschaft frihzeitig gestellt und auf
wissenschaftlicher Basis intensiv erforscht werden, um eventuell auftretende Risiken
rechtzeitig erkennen und berucksichtigen zu kénnen.

Die zurzeit noch am haufigsten eingesetzte Untersuchungsmethode zur Testung
einer moglichen Toxizitat synthetischer Nanopartikel ist die Verwendung
zweidimensionaler in vitro Zellkulturen. Zum Einsatz kommen hier Zelllinien, primare
Zellen werden noch selten eingesetzt. Die Versuchsansatze entsprechen damit
jedoch nicht den Bedingungen im menschlichen Korper. Eine der in vivo Situation
nahere und damit exaktere in vitro Untersuchungsmaoglichkeit des Risikopotentials
stellt der Einsatz dreidimensionaler Zell-Testsysteme dar. Mit diesen Modellen lassen
sich die Strukturen von Kérperbarrieren in vitro nachbilden, nanoskalige Partikel
toxikologisch untersuchen und so die Ergebnisse auf den menschlichen oder
tierischen Organismus Ubertragen. Insbesondere im Bereich der Nanotoxikologie ist
die Verifizierung einer moglichen Penetration und Absorption der Partikel durch die
Korperbarrieren wichtig. Der Respirationstrakt und die Haut stellen dabei die beiden
wesentlichen potentiellen Eintrittspforten fir Nanopartikel dar.

In dieser Arbeit wurden daher humane Luftrohre (Trachea) und Haut als
dreidimensionale in vitro Testsysteme aufgebaut und eine mdgliche Toxizitat der
Nanomaterialien Carbon Black, Multiwalled Carbon Nanotubes und Titandioxid
untersucht.

Der Aufbau des 3D-Hautmodells war am Fraunhofer IGB bereits etabliert und besteht
im Wesentlichen aus zwei Schichten: den dermalen Anteil bilden Fibroblasten, die in
ein Kollagengel eingegossen werden. Die Epidermis ist aus Keratinozyten aufgebaut,
die auf dieses Gel aufgesat werden. Diese bilden durch eine entsprechende
Kultivierung mit Medium und Luftkontakt die fur die Barrierefunktion wichtige
Hornschicht aus. Eingesetzt wurden fir dieses Modell sowohl primare humane

Keratinozyten und Fibroblasten, als auch die Keratinozyten-Zelllinie HaCaT. Parallel
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wurden zusatzlich vergleichende Studien an zweidimensionalen Keratinozyten- und
HaCaT-Zellkulturen durchgefiihrt, da sie im Bereich der Nanotoxikologie bislang noch
als Standardtestsysteme eingesetzt werden, obwohl sie nicht die Barrierestruktur der
Haut in vivo widerspiegeln. Die entsprechenden Nanopartikel wurden auf die
Monolayerkulturen und Hautaquivalente aufgetragen und die Modelle anschlieRend
mittels Histologie, ELISA, sowie FACS ausgewertet.

Versuche an zweidimensionalen Zellkulturen zeigten deutliche Unterschiede
zwischen den eingesetzten Keratinozyten und der Zelllinie HaCaT. Bei der Zelllinie
konnte nur Interleukin 8 als Entziindungsmarker gemessen werden, wahrend primére
Zellen, neben Interleukin 8 auch Interleukin 6, den Granulozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktor (G-CSF), sowie das Monozyten Entzindungsprotein lalpha
(MIP-1alpha) sezernierten. Damit wiesen die primaren Zellen eine eindeutig héhere
Reaktion bzw. verbesserte Zell-Zell-Kommunikation auf, als die Zelllinie HaCaT. Die
entsprechenden Kontrollen zeigten, dass auch das fur die Feinverteilung von
Nanopartikeln eingesetzte Dispergierungsmittel DMEM/FCS selbst immer eine hohe
Expression von Entziindungsmarkern verursachte, deshalb wurde fir die Versuche
an den 3D-Hautmodellen ein weiteres Dispergierungsmittel getestet und verstarkt
Nanomaterial in Pulverform eingesetzt.

Versuche an dreidimensionalen Hautmodellen zeigten keine erkennbare Penetration
der Partikel, die sich meist als Agglomerate auf der Hornschicht absetzten. Es
konnten Interleukin 6 und 8 als spezifische Entzindungsmarker identifiziert werden,
die sowohl im Hautmodell mit primaren Keratinozyten als auch in den Hautmodellen
mit der Keratinozyten-Zelllinie HaCaT nachweisbar waren. Die Zelllinie sekretierte
jedoch eine bis zu 10fach hohere Konzentration der Entziindungsmarker und zeigte
damit eine Uberschiel3ende Stressreaktion auf die Nanopartikel.

Neben der Haut stellt der Respirationstrakt eine sehr wichtige Barriere in Bezug auf
die Nanotoxikologie dar. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war daher der Aufbau eines
dreidimensionalen in vitro Tracheamodells, mit dem sich Inhalationsstudien von
Nanomaterialien durchfihren lassen. Die Isolation und Differenzierung humaner
Trachea-Epithelzellen aus humanen Biopsaten konnte im Rahmen dieser Arbeit
etabliert werden. Durch die Neuentwicklung und Optimierung eines
Differenzierungsmediums lieBen sich primare Zellen in 2D-Zellkulturen gezielt zur
Ausbildung funktioneller Zilien anregen, die fur die mucozilidre Reinigungsfunktion

der Trachea essentiell sind. Gleichzeitig wurde ein Bioreaktor entwickelt, mit dem
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sich zum einen die Zellkultur mit Nahrmedium versorgen, zum anderen aber auch die
Respiration, i.e. der periodische Luftstrom, nachstellen lasst. Da humanes Material
nicht immer in ausreichender Menge zur Verfigung steht und die Isolation sowie
Proliferation der Zellen von der neoadjuvanten Behandlung der Spenderpatienten
abhangt, wurde parallel auch die Etablierung des Modells mit der Lungenkarzinom-
Zelllinie (Calu-3) durchgeftihrt. Diese zeigte unter dynamischer Kultivierung erstmals
eine hochprismatische Morphologie, ein Zeichen flir eine Polarisierung der Zellen
und damit der Ausbildung einer intakten Barrierestruktur, die im Zusammenhang mit
der Kultivierung dieser Zelllinie in der Literatur bislang nicht beschrieben wurde.
Gleichzeitig waren tracheaspezifische Marker fiur  schleimproduzierende
Becherzellen, zilientragende Epithel-Zellen, sowie Tight Junctions nachweisbar.
Erste nanotoxikologische Versuche wurden mit Carbon Black-Pulver im
Tracheareaktor bereits durchgefuhrt, zeigten aber in einem LDH-Assay keine
nanotoxikologisch relevanten Tendenzen.

In der Literatur wird die Problematik bei der Auswertung nanotoxikologischer
Untersuchungen im Zusammenhang mit der Verwendung klassischer
Untersuchungsmethoden, wie dem MTT-, LDH- oder WST-1-Test beschrieben. Sie
sind zum einen nur auf Monolayer-Kulturen ausgelegt und zum anderen im Bereich
der Nanotoxikologie nicht anwendbar. Kohlenstoffbasierte Nanopartikel interagieren.
mit den Proteinen aus den Assays und erzeugen dadurch falsch-positive oder falsch-
negative Ergebnisse wie bereits durch verschiedenste Arbeitsgruppen belegt werden
konnte. Dies macht eine Auswertung der Tests oder Vergleiche verschiedener
Studien unmaoglich.

Ein Teilaspekt dieser Arbeit war daher die Etablierung neuer Methoden zur Testung
der Nanotoxizitat, so konnte die globale Genexpressionsanalyse an priméaren
Keratinozyten mittels der am Fraunhofer IGB etablierten MESSAGE-Technologie
untersucht werden. Bereits bei der Untersuchung eines Viertels des Transkriptoms
waren Unterschiede der Expressionsmuster der behandelten Proben und der
Referenz zu sehen. Spezifische Marker der Keratinozyten, die fur die Ausbildung der
schitzenden Hornschicht zustandig sind, wie z.B. SPRR4 und KLK7, wurden
grundsatzlich bei den mit Nanomaterialien behandelten Proben herabreguliert. Die
Zellen, die mit Titandioxid in Kontakt gebracht wurden, zeigten zuséatzlich im
Vergleich zu den mit Carbon Black oder Carbon Nanotube behandelten Zellen eine

Einschrankung der Zellproliferation, sowie Adhasion. Bei den mit Carbon Nanotube
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behandelten Zellen konnten Genexpressionsmuster identifiziert werden, die fir eine
Einschrankung des Zellzyklus und ein Defizit in der Quervernetzung von
Kollagenstrukturen sprechen, sodass auch hier von einer Schéadigung der
Barrierestruktur ausgegangen werden kann.

Als weitere Untersuchungsmethode zur Untersuchung der Nanotoxizitat wurde die
nichtinvasive Raman-Spektroskopie eingesetzt. Mit ihr konnten nach der Behandlung
der 3D-Hautmodelle mit den verschiedenen Nanomaterialien bereits unterschiedliche
Reaktionen der Zellen nachgewiesen werden. Durch die Raman-Spektroskopie
lassen sich Fingerprints, die eine grobe Gruppierung der toxikologischen Belastung
der Zellen ermoglichen, erstellen. Die einzelnen Zellen kdnnen dann im Anschluss
durch Genexpressionsanalysen detaillierter untersucht werden. Diese Methode sollte
daher in der Nanotoxikologie fur ein schnelles Vorscreening behandelter 3D-
Gewebemodelle noch weiter etabliert werden.

Die globale Genexpressionsanalyse und die Raman-Spektroskopie konnten damit als
neu etablierte Methoden manifestiert und sollten als innovative Werkzeuge fur die
Nanotoxikologie weiterentwickelt werden. Da die gesunde Haut eine gute
Barrierfunktion aufweist, sollten weitere 3D-Gewebemodelle als organnahe Systeme
fir eine bessere Ubertragbarkeit der Testergebnisse auf den menschlichen
Organismus eingesetzt und im Bereich der Nanotoxikologie zur Untersuchung der

Penetration von Koérperbarrieren gezielt untersucht werden.
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Summary

The nanotechnology is one of the key technologies of the 21% century. It shows a
great potential for the development of new products in the material science but also
in the field of health care. Parallel to the chances, potential risks have to be further
investigated.

The most current investigation method to analyse mostly toxicity of synthetic
nanoparticles is the use of two-dimensional in vitro cell cultures. However cell lines
are used for these studies, partially primary cells are also applied. Indeed, these tests
do not correspond to the conditions in the human body. Hence, a more exact in vitro
investigation of the risk potential is the application of three-dimensional test systems.
With these models body barrier structures can be simulated in vitro and can be
examined the nanoscaled particle toxicology. Particularly in the area of
nanotoxicology the verification of a possible penetration and absorption of the
particles through the body barriers is important. Skin and respiratory tract show both
essential entry gates for nanoparticles.

Hence, in this work the human skin and the human airtube (trachea) were built up as
three-dimensional in vitro test systems and the possible toxicity of the nanomaterials
carbon black, multiwalled carbon nanotubes and titanium dioxide was examined.

The construction of the skin model was well established in the Fraunhofer IGB. The
model exists basically of two layers: the dermal portion is formed by fibroblasts which
are embedded into a collagen gel. The epidermis consists of keratinocytes which
were seeded to this gel. By a suitable cultivation with medium and contact to the air
the horny layer (stratum corneum), which is important for the barrier function, was
developed. Primary human keratinocytes and fibroblasts as well as the keratinocyte-
cell line HaCaT were used in this model. In addition comparative studies were carried
out with two-dimensional cell cultures of HaCaT and primary keratinocytes, because
these cells were still used for the standard test systems. Nanoparticles were applied
on the monolayer cell cultures and skin models and afterwards examined by
histology, ELISA and FACS analysis.

Tests with two-dimensional cell cultures showed clear differences between
keratinocytes and the HaCaT. The cell line could only produce interleukin 8 as an
inflammation marker, whereas the primary cells, besides interleukin 8, also showed

the expression of interleukin 6, the granulocyte colony-stimulation factor (GCSF) as
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well as the monocyte inflammation protein lalpha (MIP-1alpha) which accounts for a
better cell to cell communication. The dispersion medium DMEM/FCS always caused
a high expression of stress markers. Therefore another dispersion medium and also
the powder of the test substances have been used in tests with the 3-D skin model.
Tests with the 3-D skin models showed no recognizable penetration of the particles
which are mostly distributed as an agglomerate on the cornified layer. The
inflammation markers interleukin 6 and 8 could be identified as specific markers in
the skin models with primary keratinocytes as well as with the cell line HaCaT. The
cell line produced up to 10-times higher concentrations of the inflammation markers
and showed therefore a stronger reaction to nanoparticles.

The respiratory tract has also an important barrier function. Hence, another main
focus was the construction of a three-dimensional in vitro trachea model. Therefore
the isolation and differentiation of human trachea-epithelium cells was established
first. In monolayer cultures primary cells could be stimulated to proliferation and by
the development and optimization of a differentiation medium to form cilia which play
an essential role for the mucociliary clearance in the trachea.

At the same time a new bioreactor was developed. In which both the cells could be
supplied with cell culture medium and also the respiration could be simulated. Human
material is not always available in sufficient amount. However it is at advantage to be
able to manufacture the model fastly and in greater numbers as possible. Therefore
the model was established parallely with the lung carcinoma cell line (Calu-3). These
cells showed for the first time a highly prismatic morphology under dynamic
cultivation. Specific markers of the trachea for goblet cells, ciliary epithelium cells as
well as tight junctions were detectable. First nanotoxicological tests were carried out
with carbon black in the trachea reactor, however, these tests showed no
toxicological trends.

Present methods of investigation of toxicity, like the MTT-, LDH- or WST-1 test, are
designed only for monolayer-cultures and are not applicable in the area of
nanotoxicology. Carbon-based nanoparticles can interact with the proteins of these
assays and generate wrongly positive or negative results. As already documented by
various scientists.

Hence, one aspect of this work was the establishment of new methods for testing
nanotoxicity, so the genetic expression analysis could be examined in primary
keratinocytes by the MESSAGE technology established in the Fraunhofer IGB.
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Already with the investigation of one quarter of the transcriptomes differences in
expression patterns of the treated samples and the reference could be detected.
Different specific markers of the keratinocytes, which are important for the
development of the horny layer and therefore for the barrier function of the skin, for
example SPRR4 and KLK7, were down regulated in the samples treated with
nanomaterials. The cells which were in contact with titanium dioxide showed
compared to treated cells with carbon black or multiwalled carbon nanotubes, a
restriction of cell proliferation and adhesion. For the cells treated with Carbon
Nanotubes a gene expression profile could identified, which showed restrictions in
the cell cycle and a deficit to crosslink collagen structures.

With the Raman spectroscopy which was used for the investigation of nanotoxicity,
different reactions of the cells have already appeared after treatment with different
nanomaterials. This method should be used for a quick screening in the
nanotoxicology. Special fingerprints developed with the Raman spectroscopy could
afford the classification of treated cells. This method should be better established in
the nanotoxicology in the future.

The genetic expression analysis and the Raman spectroscopy have been confirmed
as new established methods and should be further developed as innovative tools for
the nanotoxicology. Because the healthy skin shows a good barrier function, also
other 3-D tissue models, which are similar to the organs of the human body, should

be used in nanotoxicology for the determined analysis of body barrier structures.
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1 Einleitung

Nanotechnologie

Die Nanotechnologie ist eine der Schlisseltechnologien des 21. Jahrhunderts mit
grossem wirtschaftlichem Potential. Als Querschnittstechnologie verbindet sie das
Wissen aus verschiedenen Bereichen miteinander und wird in absehbarer Zeit alle
Branchen durchdringen.

Als Vater der Nanotechnologie gilt Richard Feynman, der 1959 in einem Vortrag
erstmals auf das Vorhandensein kleinster Partikel hinwies: ,There’s plenty of room at
the bottom®. Der Begriff der ,Nanotechnologie* dagegen wurde von Norio Taniguchi
1974 zum ersten Mal gebraucht, allerdings bezeichnete seine Definition lediglich die
Veranderung von Materialien auf molekularer Ebene. Erst mit der Entwicklung von
Elektronenstrahl- und Atomkraftmikroskopen in den 80er Jahren konnten atomare
Einheiten aufgelost und dargestellt werden. Der Grundstein zur Erforschung und
gezielten Nutzung nanoskaliger Strukturen sowie deren Anwendung in der
Wissenschaft und Technik waren gelegt. Die Nanotechnolgie, wie wir sie heute
kennen, wird allerdings etwas breiter definiert. So wird auch die Herstellung von
Nanomaterial auf chemischem oder mechanischem Weg mit eingeschlossen, auch
wenn keine atomgenaue Bearbeitung vorliegt. Als Nanomaterialien werden daher
auch konventionelle Materialien in Kombination mit Nanostrukturen bezeichnet.

Die ,Technologie der kleinsten Teilchen* befasst sich mit Strukturen, die im
Wesentlichen zwischen 1 und 100 nm Kklein sind. Durch ihre Grof3e erhalten die
Partikel im Vergleich zu Partikeln desselben Stoffes im Mikro- oder Makroformat
neuartige Eigenschaften und machen sie somit interessant fur die Entwicklung neuer
Produkte und Prozesse [Zhao 2007]. Eine wesentliche Rolle spielt hierbei die
vergroRerte Oberflache gegeniber den Volumeneigenschaften. Je kleiner die
Partikel werden, desto groRRer wird ihre Oberflache im Vergleich zum Volumen,
wodurch guantenphysikalische Effekte zunehmend bertcksichtigt werden missen.
Nanopartikel konnen somit verdnderte mechanische, optische, elektrische,
magnetische oder katalytische Eigenschaften im Vergleich zu gréf3eren Partikeln
desselben Stoffes aufweisen [Zhao 2007, Oberdorster 2005, Donaldson 2004].
Schon jetzt werden in rund 400 Produkten, die auf dem Weltmarkt erhaltlich sind,
Nanotechnologien eingesetzt [Project on Emerging Nanotechnologies 2006].

Gleichzeitig ist aber auch durch die erhéhte Produktion und den vermehrten Einsatz
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in den verschiedensten Produkten ein erhghtes Risiko fur Mensch und Umwelt
denkbar [Calvin 2003, Dagani 2003]. Insgesamt liegt das Weltmarktvolumen von
Produkten, bei denen die Nanotechnologie einen wesentlichen Beitrag zur
Wettbewerbsfahigkeit liefert, derzeit bei ca. 100 Mrd. €, mit steigender Tendenz
[Luther 2006a].

Zur Einschatzung der Gefahrdungspotentiale synthetisch hergestellter Nanopartikel
mussen daher die Expositionsmdglichkeiten sowie die toxikologischen Aspekte
untersucht werden. Da sich die physikalischen und chemischen Eigenschaften je
nach GroRe der Nanopartikel und Stoffklasse auch unterscheiden, missen alle
Partikel nach ihren Eigenschaften einzeln im Rahmen einer Risikoanalyse bewertet
werden. Deshalb machen vergleichbare Toxizitatsstudien auch eine genaue
Standardisierung, Kategorisierung und Charakterisierung von Nanomaterialien
zwingend erforderlich. Ohne sie lassen sich die unterschiedlichen Ergebnisse aus
den einzelnen Studien nicht miteinander vergleichen und machen sie somit fur eine

gezielte Risikoabschéatzung nutzlos.

Einsatzmdglichkeiten von Nanomaterialien

Wichtige Anwendungsfelder der Nanotechnologie sind unter anderem die
Computertechnik und die Elektronik mit einer gezielten Miniaturisierung von Geraten
und Speichermedien durch den Einsatz elektrisch leitfahiger Carbon Nanotubes
(CNT). Als neuer Werkstoff werden die CNT bereits Kunststoffen beigemischt und
verleihnen diesen u.a. mehr Stabilitdt (z.B. Tennisschlagern) oder machen sie
elektrisch leitfahig. Die Kohlenstoffrohrchen zeichnen sich durch eine hohe
Strombelastbarkeit (ca. 1000 Mal hoher als bei Kupferdrahten), eine sehr gute
Warmeleitfahigkeit und eine sehr hohe Zugfestigkeit aus (31fach hoher als Stahl)
[Yacobson 1997].



Einleitung 23

F COOCH

-_— e ey, —— e, —
S SE S
- =@ =@ = W = W =
== ===
== -
) S ), S ) e ) o NP
=, = @) = @, =@, = & %
3K S X o

HOOC —$—¢

HOOC
HO

hexagon pentagon

Abbildung 1 Schematische Abbildung eines einwandigen Carbon Nanotube, mit funktionellen
Gruppen [Alexander 2007]

In den Materialwissenschaften koénnen durch entsprechende Oberflachen-
behandlungen mit Nanopartikeln fir Textilien, Holz und Metall neuartige
Eigenschaften, wie z.B. Selbstreinigung oder Kratzfestigkeit erreicht werden.
Textilien lassen sich so leichter reinigen, Baumaterial wie Fensterglas oder
Dachziegel und Autolacke weisen einen selbstreinigenden Lotoseffekt auf. Silber-
Nanopartikel werden u.a. fur antimikrobielle Beschichtungen in Kuhlschranken,
Staubsaugern oder auch Wundverb&nden eingesetzt. In der Medizin sollen
Nanopartikel als zielgerichtete Wirkstofftrager oder in Zusammenhang mit neuen
Diagnose- und Therapieverfahren, z.B. in der Krebsforschung, Anwendung finden.
Man verspricht sich durch das nanoskalige Format eine bessere Aufnahme in die
Zellen [Bianco 2005, Pantarotto 2004]. Die Nanotechnologie lasst aber auch
Innovationen in den Bereichen Abwasser- und Umwelttechnik durch den Ersatz
problematischer Stoffe und die umweltgerechte Umgestaltung industrieller Prozesse
mit Hilfe von Nanomaterialien erwarten [Turner 2007, Yang 2006b].

Nanomaterialien verleihen aber auch Materialien und Stoffen neuartige
Eigenschaften. Durch seinen hohen Brechungsindex weist das Titandioxid ein
grolles Farbe- und Deckvermdgen auf und stellt damit das bedeutendste
Weil3pigment dar. Als Lebensmittelzusatzstoff E 171 findet es auch Anwendung in
Zahnpasta und Hustenbonbons. Spharische Titandioxid-Nanopartikel werden
aufgrund ihrer photokatalytischen Eigenschaft zur Herstellung selbstreinigender
Oberflachen eingesetzt. Da Titandioxidpartikel kleiner 50 nm farblos sind und
dennoch das UV-Licht sehr gut reflektieren, werden sie haufig in Kosmetika und
Sonnencremes als ,unsichtbarer* UV-Schutz eingesetzt.

Das Carbon Black (Industrierufd) ist ein Werkstoff, der durch eine unvollstandige
Verbrennung oder Verschwelung von Kohlenwasserstoffen in grof3en Mengen

hergestellt wird. Es entsteht ein schwarzer pulverférmiger und unléslicher Feststoff.
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Eingesetzt wird Carbon Black zum einen als Leitrul® in der Elektronikindustrie, zum
anderen als Pigment fur Druckerfarbe, Tusche, Lacke oder Kunststoffe und bei der
Produktion von Autoreifen.

Herstellung synthetischer Nanopartikel

Synthetische Nanopartikel werden im Gegensatz zu ultrafeinen Partikeln industriell
hergestellt und haben eine definierte GroRenverteilung und chemische
Zusammensetzung. Ultrafeine Partikel sind zwar ebenfalls kleiner als 100 nm,
entstehen aber auf natturliche Weise und werden somit unbeabsichtigt freigesetzt,
z.B. durch Vulkanausbriche, Waldbrénde, Zigaretten, Kerzenbrand, Reifenabrieb,
etc.. Synthetische Nanopartikel kbnnen dagegen gezielt nach zwei verschiedenen
Ansétzen hergestellt werden. Bei der sogenannten ,top-down* Technik werden aus
groReren Materialbausteinen durch Atzen, Mahlen oder einer anderen mechanischen
Bearbeitung Nanopartikel, wie z.B. Titandioxid (TiO;) und Carbon Black (CB)
gewonnen. Eine andere Technik stellt die ,bottom-up“ Methode dar. Hier werden
Atom fur Atom oder Molekdl fir Molekul entweder durch eine ,self assembly”, wie
z.B. bei den CNT oder eine ,positional assembly* Synthese aufgebaut [Vohrer 2007,
The Royal Society 2004]. Beim ,self-assembly“ ordnen sich die einzelnen Atome
oder Molekile eigenstandig durch ihre nattrlichen Eigenschaften zu Grundeinheiten.
Angewendet wird dieses Verfahren z.B. bei der Herstellung der Multi-walled CNT
(MWCNT). Dagegen werden beim ,positional assembly* die exakten Positionen
durch auRReres Einwirken vorgegeben, ein weitaus aufwandigerer Vorgang, der noch
nicht industriell eingesetzt wird [Haas 2007]. Bei den Kohlenstoffnanorohren setzen
sich die einzelnen Kohlenstoffatome in einer wabenartigen Struktur zu Sechsecken
zusammen und bilden Rohren aus. Die MWCNT verfiigen dabei im Gegensatz zu
einwandigen Kohlenstoffnanoréhren (Single walled Carbon Nanotubes, SWCNT)
Uber mehrere Wande, die zwiebelschalenartig tbereinander liegen. Der Abstand
zwischen den einzelnen Wénden betragt dabei ca. 0,34 nm [Alexander 2007].

Die Herstellung der CNT kann auf drei unterschiedliche Arten erfolgen:
Bogenentladung, Laserablation und chemische Gasphasenabscheidung (chemical
vapor deposition, CVD) [Popov 2004]. Die géngigste Methode der Herstellung ist
dabei die CVD, bei der neben Hitze (ca. 600-1000C) und einer Kohlenstoffquelle
(Methan, Acetylen, Benzen oder Kohlenstoffmonoxid) auch verschiedene
Katalysatoren zum Einsatz kommen [Alexander 2007]. Ein Substrat wird in einem
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Vakuum auf etwa 600-1000C erhitzt und dann mit dem kohlenstoffhaltigen Gas
Uberschichtet. Durch die chemische Reaktion werden aus der Gasphase die
Feststoffkomponenten abgeschieden.

Bei der Bogenentladung werden zwei Grafitelektroden auf wenige Millimeter
zusammen gebracht und eine Bogenentladung geziindet. Der Kohlenstoff verdampft
dabei zu einem heil3en Plasma und es entstehen Kohlenstoffréhrchen.

Eine weitere Herstellungsmethode ist die Laserablation. Dabei werden Laserpulse in
einem Argongas auf Grafitelektroden geschossen und so ein Kohlenstoffgas erzeugt,
wobei wiederum Carbon Nanotubes entstehen.

Bei der Herstellung der Carbon Nanotubes werden auch Katalysatoren eingesetzt,
die die Lange, den Durchmesser und die Wachstumszeit beeinflussen kénnen. Fir
die Toxikologie spielen die metallischen Riickstdnde der eingesetzten Katalysatoren,

wie Kobalt, Nickel, Eisen und Molybdan eine wichtige Rolle.

Charakterisierung von Nanopartikeln

Aufgrund der GroRRenverhaltnisse spielen die Gesetze der Quantenphysik eine
wichtige Rolle und verleihen den Materialien im Nanoformat besondere
Eigenschaften. Da gleichzeitig davon ausgegangen werden muss, dass diese
neuartigen physikalischen und chemischen Eigenschaften auch eine entscheidende
Rolle auf die biologischen Effekte haben [Oberdérster 2005], ist eine genaue
Charakterisierung der synthetischen Nanopartikel unerléasslich. In Versuchen mit
SWCNT konnten eingedrungene Nanortéhrchen in Zellen detektiert werden [Porter
2007]. Im Idealfall sollte daher jeder Toxizitatsversuch durch eine genaue
Partikelcharakterisierung begleitet werden, um die verschiedenen Studien
miteinander vergleichen zu kdnnen. Mit einer Abnahme der Partikelgrof3e ist immer
eine Zunahme der biologischen Aktivitat verbunden, d.h. Partikel im Nanoformat sind
eher in der Lage in biologische Gewebe einzudringen und mit den Zellen zu
interagieren [Donaldson 2004, Shvedova 2003]. Wie die Aufnahme der Nanopartikel
in die Zellen erfolgt, ist dabei noch unklar, moglicherweise spielt die Ladung der
Partikel eine wichtige Rolle [Rothen-Rutishauser 2006]. Die Aufnahme durch
Endozytose oder Phagozytose Mechanismen scheinen dabei nicht, wie bisher
angenommen, die typischen Aufnahmewege zu sein, vielmehr werden
Diffusionsmechanismen als mdgliche Aufnahmewege in die Zelle gesehen [Kopatz
2004]. Da jedoch fur viele Materialien im Nanoformat keine Oberflachen-
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charakterisierung vorliegt, ist diese im Zusammenhang mit der Nanotoxikologie
dringend erforderlich.

Zur gezielten Charakterisierung der Nanomaterialien werden verschiedene Methoden
eingesetzt (Tabelle 1). Aber auch hier, wie im Bereich der Toxizitatstests, herrscht
noch ein Defizit an geeigneten Methoden. Entscheidend dabei ist auch, dass die
Partikel sowohl direkt nach der Produktion, nach der Verarbeitung, aber auch nach
der Verwendung in Toxizitdtstests charakterisiert werden muissen, um zu
untersuchen, wie und ob sich die Partikel durch unterschiedliche Behandlungen
verandern. Oftmals eignet sich jedoch nicht jede Methode gleichermalRen. So lassen
sich z.B. Partikel in einer Dispersion nicht mehr mit den Methoden charakterisieren,
mit denen sie zuvor in trockenem Zustand untersucht wurden. Auch die

Charakterisierung von Partikeln in Aerosolen erfordert andere Methoden.
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Tabelle 1 Mdgliche Analysetechniken zur Charakterisierung von Nanomaterialien, nach Zuin et al.,
2007

Analysetechniken

DIC, Zeta-
REM AFM FLM Pot. XPS RS BET HPLC
GroRenverteilung oo o C

Oberflache o

Form oo oo

Chem. . .
Zusammensetzung

Reinheit . .

Oberflachen- oo . .
funktionalisierung

Oberflachenladung o

Aggregationszustand oo oo

Kristallstruktur . .

Porositat o

Anmerkung: Die Abkirzungen sind im Abkilrzungsverzeichnis aufgelistet

Legende:
oo einsetzbar fir die Charakterisierung von Partikeln nach der Produktion oder vor der
Anwendung
. teilweise einsetzbar, liefert Informationen zu Partikeln direkt nach der Produktion oder vor der
Anwendung

einsetzbar fir Dispersionen mit Nanopartikeln in biologischen Flussigkeiten
einsetzbar fur die Charakterisierung von Nanopartikeln nach dem Auftragen auf biologisches
Gewebe

einsetzbar fir die Charakterisierung von Nanopartikeln in Aerosolen

In Tabelle 1 ist nur ein Ausschnitt der moglichen Analyseverfahren aufgelistet,
welche fir die Charakterisierung von Nanopartikeln durchgefuhrt werden konnen.
GroBRe und Form lassen sich mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM)

untersuchen, allerdings missen die zu untersuchenden Partikel elektrisch leitfahig
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sein. Sind sie das nicht, kdnnen sie mit einer dinnen Gold- oder Platinschicht
Uberzogen werden, was aber zu einer Verdnderung der Partikel fuhrt. Fir eine
Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop muissen die zu untersuchenden
Nanomaterialien zuvor durch das Anhangen eines Fluoreszenzmarkers manipuliert
werden und entsprechen damit nicht mehr dem urspriinglichen Material. Eine
spezielle Vorbereitung der Nanopartikel ist dagegen far das
Phasenkontrastmikroskop nicht erforderlich, Gewebeschnitte kdénnen hier direkt
untersucht werden. Durch die geringe GroRe der Nanopartikel ist eine genaue
Auswertung der Daten jedoch nicht mdglich, denn vermeintlich ins Gewebe
eingedrungene Partikel kdnnen von histologischen Artefakten nicht immer eindeutig
unterschieden werden.

Fur die Messung des elektrischen Potentials (Zetapotential) ist die Herstellung einer
stabilen Nanopartikel-Dispersion notwendig, da die Partikel in der Dispersion
maoglichst nicht agglomerieren sollten und auch das Dispergierungsmittel einen
Einfluss auf die Messung haben kann. Einfacher und verlasslicher ist dagegen die
Rontgenstrahlen-Photonenspektroskopie  (XPS), mit der die chemische
Oberflachenzusammensetzung qualitativ ermittelt werden kann. Daneben bietet auch
die Raman-Spektroskopie (RS) die Mdglichkeit, qualitativ die Zusammensetzung
organischer Strukturen Uber die Schwingung der Bindungen zu ermitteln. Die
Brunauer-Emmett-Teller (BET) Methode liefert bei festen Nanomaterialien eine
Aussage Uber die Grof3e der Oberflache [Zuin 2007].

Problematisch ist die Charakterisierung von Nanopartikeln in Flussigkeiten, da es
hier keine standardisierten Methoden gibt. Die Partikel werden unterschiedlich
dispergiert und es werden sowohl verschiedene Dispergierungsarten, wie Ultraschall
oder Rihren, als auch unterschiedliche Dispergierungsmittel eingesetzt, die ebenfalls
einen Einfluss auf das Verhalten der Partikel in der Dispersion oder auf spatere
Toxizitatstests haben kdnnen [Rothen-Rutishauser et al., 2006; Brunner et al., 2006].
Charakteristika von Nanomaterialien konnen sich durch die Herstellung einer
Dispersion veradndern. Fakt ist, dass Nanopartikel in Dispersion mit der Zeit zur
Aggregation neigen, allerdings ist dies immer von den jeweiligen Partikeln und
weiteren Faktoren, wie Konzentration, Oberflachenfunktionalisierung, Temperatur,

pH-Wert etc. abhangig [Zuin 2007]. Fur eine grundlegende Charakterisierung muss
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daher auch die Stabilitat der Dispersion beriicksichtigt werden, was sich flr einige

Nanopartikel, wie z.B. auch die CNT, schwierig gestaltet [Paredes 2004].

Nanotoxikologie

Mit dem Einsatz der Nanotechnologie entwickelte sich parallel der Bereich der
Nanotoxikologie, da zunehmend die Frage aufgeworfen wurde, inwieweit
nanoskalige Materialien Uber Eigenschaften verfligen, die gesundheits- oder
umweltschéadlich sein kdnnten. Donaldson et al. pragten deshalb 2004 den Begriff
der Nanotoxikologie mit der Idee, dass sich Partikel mit nanoskaligem Format anders
verhalten als groRRere Partikel des gleichen Stoffes [Donaldson 2004]. Aufgrund der
besonderen physikalischen Eigenschaften muissen bei der Betrachtung einer
maoglichen Toxizitdt von Partikeln aus unterschiedlichen Materialien diese getrennt
voneinander betrachtet werden [Oberdérster 2005, Donaldson 2004]. Das
verwendete Material und seine Verarbeitung spielen dabei eine wichtige Rolle und
mussen bei der Untersuchung der Toxizitdt immer bericksichtigt werden. Die
Nanotoxikologie unterscheidet sich dabei von den Einflussfaktoren wesentlich von
der bisher untersuchten , klassischen Toxikologie“. Einfache Dosis-Wirkungs-
beziehungen koénnen nicht aufgestellt werden, vielmehr missen chemische und
physikalische Merkmale in die Toxizitatsbetrachtung mit einflie3en (vgl. Tabelle 2)
[Zhao 2007]. Eine enge interdisziplinare Zusammenarbeit ist daher zwingend
notwendig, da neben verschiedenen Methoden zur Charakterisierung der

Nanopartikel auch neue Methoden etabliert und eingesetzt werden mussen.

Tabelle 2 Vergleich der Einflussfaktoren auf die klassische Toxikologie und Nanotoxikologie nach

Yuliang Zhao und Hari Singh Nalwa.

Klassische Toxikologie Nanotoxikologie
Masse Grole, Masse
Konzentration Konzentration
Form
Struktur
Oberflache

Oberflachenfunktionalisierung
Ladung der Oberflache
Chemische Zusammensetzung
Aggregationszustand
Kristallstruktur

etc.
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Zur Ermittlung mdglicher Risiken ist es wichtig herauszufinden, ob wahrend der
Herstellung oder durch eine mdgliche spatere Freisetzung aus den Produkten
synthetische Nanopartikel in den menschlichen Organismus gelangen kdnnen und
dort mit Zellen wechselwirken oder einfach im Koérper verteilt, transferiert, akkumuliert
oder ausgeschieden werden (Abbildung 2).

Drei Wege sind demnach denkbar, durch die der Mensch in Kontakt mit
Nanopartikeln treten kbnnte [Monteiro-Riviere 2006]:

Berufsbedingter Kontakt zu Nanopartikeln (Produktion, Entsorgung)
Umweltbedingter Kontakt (durch in die Umwelt gelangte Partikel)
Anwendungsbedingter Kontakt (durch Abnutzung oder Verwendung von
Materialien, die Nanomaterialien beinhalten, z.B. Lebensmittel, Kosmetika,

etc.)

Bereits durch ihre GroRe und den damit verbundenen Quanten-Effekten zeigen
Nanopartikel in Zusammenhang mit biologischen Systemen neue Eigenschaften, die
so bisher mit vergleichbaren Stoffen im Mikro- oder Makroformat nicht aufgetreten
sind. Oberdorster et al. und Elder et al. konnten in Versuchen mit Ratten zeigen,
dass Nanopartikel Gber den olfaktorischen Nerv bis ins Gehirn gelangen kdnnen
[Oberdorster 2004, Elder 2006]. Denkbar ist auch, dass nicht die Partikel direkt einen
toxischen Effekt ausliben, sondern vielmehr Trager sind fir Katalysator- oder
sonstige chemischen Rickstdnde aus den Herstellungsprozessen, die dann im
Organismus ihre giftigen Eigenschaften entfalten [Lam 2006, Muller 2006]. So
werden bei der Synthese von MWCNT z.B., je nach Herstellungsprozess,
verschiedene Katalysatoren, wie Eisen, Cobalt, Nickel oder Molybdan eingesetzt, die
bereits fur ihre toxischen Eigenschaften bekannt sind. Eine weitere Moglichkeit der
Wechselwirkung sehen Forscher in der Adsorption von Proteinen an Nanopartikel,
die eine Forménderung der Proteine und somit auch eine Immunantwort auslésen
kénnte [Lynch 2006]. Die Fahigkeit der Nanopartikel, Proteine zu adsorbieren, zeigte
sich auch bei der Verwendung herkdmmlicher Toxizitatsassays, die in Kombination
mit Nanomaterialien eine Ergebnisinterpretation unmdglich machen [Monteiro-
Riviere, Inman 2006]. Daher ist die Etablierung neuer Methoden im Bereich der

Nanotoxikologie zwingend notwendig.
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Abbildung 2 Mdgliche Expositionsrouten von Nanopartikeln in den menschlichen Korper

Dermale Exposition von Nanopartikeln

Durch den vermehrten Einsatz von Nanopartikeln in Kosmetika oder auch die
luftgetragene Ablagerung von Nanopartikeln auf der Haut spielt die dermale

Exposition von Nanopartikeln eine wichtige Rolle.

Aufbau und Funktion der Haut

Mit einer Flache von bis zu 2 m? und einem Gewicht von 4 - 10 kg stellt die Haut das
grofdte Organ des menschlichen Korpers dar, gleichzeitig erfullt sie wichtige
Funktionen. Als Sinnesorgan dient sie der Wahrnehmung von Beriihrung, Schmerz,
Hitze, Kéalte und anderen Reizen der Aullenwelt, daneben reguliert sie die
Korpertemperatur und den Wasserhaushalt des Organismus. Eine besonders

wichtige Rolle spielt aber der Schutz des Kérpers vor schadlichen Umwelteinfliissen.

Die Haut lasst sich in 3 funktionelle Schichten unterteilen: die Oberhaut (Epidermis),
die Lederhaut (Korium oder Dermis) und die darunterliegende Unterhaut (Subcutis).

Die Epidermis ist ca. 0,03-1 mm dick und stellt die aulR3erste Hautschicht dar [Alonso
2003]. Sie enthalt keine Blutgefalle und besteht aus einem mehrschichtigen
verhornten Plattenepithel, welches hauptséachlich aus Keratinozyten aufgebaut ist.
Diese liegen dabei in unterschiedlichen Differenzierungsstadien vor, die sich
physiologisch und immunhistologisch in der Anzahl und Funktion ihrer Organellen

unterscheiden [Junqueira 2005].
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Abbildung 3 Schematischer Aufbau der Epidermis nach Benninghoff

Alle Keratinozyten gehen dabei aus einer Basalzellschicht (Stratum basale) hervor. In
dieser einfachen Zellschicht werden standig neue Zellen gebildet und stetig in
Richtung Oberflache geschoben (Abbildung 3). Auf dem Weg dorthin verlieren die
Keratinozyten ihr Zytoplasma, den Zellkern und die Zellorganellen. Diese werden
nach und nach durch den Hornstoff Keratin ersetzt. Auf der Hautoberflache bilden die
verhornten Keratinozyten das Stratum corneum, die Hornschicht, welche die
eigentliche Trennschicht zwischen dem Korper und der AufRenwelt darstellt. Die
Hornschicht verleiht der Haut ihre wasserabweisende Eigenschaft und bildet
gleichzeitig eine sich standig erneuernde Barriere zum Schutz vor schadigenden
Umwelteinflissen. Neben diesen Schutzfunktionen zahlt die Haut aufRerdem zum
Immunsystem und verflgt Uber ein Haut-assoziiertes lymphatisches Gewebe (skin-
associated lymphoid tissue, SALT) [Bos 1990]. Zu diesem System gehdren die
Keratinozyten, Langerhans-Zellen, assoziierte Lymphknoten der Haut und auch T-
Lymphozyten-Subpopulationen der Epidermis. Die Keratinozyten spielen eine
wichtige Rolle in Bezug auf die epidermale Immunitat. Irritationen oder durch andere
Zellen freigesetzte Zytokine induzieren eine Aktivierung der Keratinozyten, die
ihrerseits ebenfalls Zytokine, Chemokine und verschiedene Interleukine oder
Interferon sezernieren [Knopf, Wollina 1990].



Einleitung 33

Die Dermis weist in den unterschiedlichen Korperregionen unterschiedliche
Schichtdicken auf. Wahrend sie an den Hand- und Ful3sohlen bis zu 2,4 mm dick
sein kann, ist sie z.B. an den Augenlidern lediglich 0,3 mm diinn. Die Dermis verleiht
der Haut einerseits Reil3festigkeit, andererseits gibt die Kombination aus kollagenen
und elastischen Fasern der Haut eine gewisse Stabilitat und macht sie damit
gleichzeitig auch dehnbar.

Zwischen der Epidermis und Dermis befindet sich die Basalmembran. Sowohl die
Fibroblasten der Dermis als auch die Keratinozyten der Epidermis synthetisieren
Komponenten der Basalmembran [Woodley 1991, Clark 1984]. Hierbei handelt es
sich vorwiegend um Kollagen Typ V, Typ VII, Laminin, Fibronektin und Proteo-

glykane.

Gefahrdungspotential von Nanopartikeln fur die Hau t

Obwohl die Haut einer der wichtigsten Expositionsrouten fir Nanopartikel darstellt,
fehlen Daten zu einer mdglichen kutanen Gefahrdung nach der Exposition bei der
Produktion, der Anwendung oder der Entsorgung der Nanomaterialien bislang noch
vollig. Allein schon durch ihre Grél3e bietet die Haut eine enorme Expositionsflache
fur Nanopartikel. Da Nanopartikel zunehmend in Kosmetika, Shampoos,
Sonnenschutzmitteln, etc. eingesetzt werden, muss eine mogliche dermale
Aufnahme diskutiert werden. Gleichzeitig kdonnten sich luftgetragene Nanopartikel
(z.B. am Arbeitsplatz) auf der Haut ablagern. Durch den Kontakt und einer damit
verbundenen moglichen Absorption von Nanopartikeln ist die Entstehung von
Hautkrebs, Hautirritationen oder von systemischen Effekten maoglich [Monteiro-
Riviere 2006].

Die Haut bietet zum einen eine gute Expositionsflache fir Nanopartikel, zum anderen
stellt sie jedoch auch eine sehr effektive Korperbarriere dar. Nanopartikel, die sich
auf der Haut ablagern, mussen zunachst einmal die Hornschicht (Stratum corneum)
penetrieren, um die lebenden epidermalen Zellen zu erreichen und so eine toxische
Reaktion in den unteren Zellschichten auszulésen [Monteiro-Riviere 2006]. In einer
Studie von Lademann et al., (1999) wurde die Penetration von Titandioxid-Partikeln
in die lebende humane Epidermis gemessen. Auch nach Langzeitversuchen konnten
lediglich im oberen Teil der Epidermis, dem Stratum corneum, Partikel nachgewiesen
werden. Eine neuere Studie von Ryman-Rassmusen et al. (2006) zeigte dagegen,
dass bei Schweinen Quantum dots mit einem Durchmesser von 4,5-12 nm sogar bis
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in die Dermis gelangen konnen. Ein Eindringen von Nanopartikeln in tiefere
Hautschichten ist Uber die Epidermiszellen oder durch Schweil3driisen, Haarfollikel
und durch sensorische Nervendigungen denkbar [Oberdorster 2005].

Anatomisch gesehen gibt es drei mdgliche Absorptionsrouten durch die Haut
[Monteiro-Riviere 1991]:

) Interzellular (zwischen den einzelnen Zellen hindurch)
1)) Transzellular (durch die Zellen hindurch)

1)} Transappendageal (durch die Haar-Follikel oder Schweil3drtisen)

Ob Nanopartikel allerdings durch diese Routen zu lebenden Zellen vordringen
kénnen, st bislang ungeklart, da entsprechende Untersuchungen zu
unterschiedlichen Ergebnissen kommen [Peter 2005]. Bei Partikeln wie Zink oder
Titandioxid, welche in Haut- und Sonnenschutzprodukten Anwendung finden, konnte
eine Penetration durch die Hornschicht der Kaninchenhaut nachgewiesen werden
[Landsdown 1997]. Eine hohe Absorptionsrate wurde dabei fir wassrige und dlige
Partikel festgestellt. In der Pharmakologie werden bereits Lipid-Nanopartikel und
Liposomen speziell fur das erleichterte Einschleusen und die verbesserte
Bioverfugbarkeit von Medikamenten (drug delivery) Uber die Haut entwickelt
[Monteiro-Riviere 2005]. Ein mégliches Risikopotential liegt im direkten Kontakt der
Partikel zu den Zellen und die Verteilung der Nanopartikel tber den Blutstrom im
gesamten Organismus. Daneben kénnen jedoch auch gestresste Keratinozyten als
Immunozyten reagieren und so Zytokin-Kaskaden auslosen, die dann zu allergischen
Reaktionen oder Hautirritationen fiihren, ohne dass eine Penetration stattfinden
muss [Monteiro-Riviere 2005]. Zahlreiche Studien beschaftigen sich daher mit der
Untersuchung der Zytotoxizitat, der dermatologischen Gefahrdung und dem
hautreizenden Potential von Nanopartikeln. Auch ist die Frage, inwieweit eine
geschadigte Haut gefahrdet ist, noch offen und muss ebenfalls genau untersucht

werden.
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Inhalative Exposition

Die inhalative Resorption von luftgetragenen Nanopartikeln wird als wichtigster
Expositionspfad angesehen [Zhao 2007]. Gleichzeitig wird dieser Aufnahmeweg
auch als besonders gefahrlich eingestuft, da Partikel mit einer Grol3e kleiner 2,5 um
von den Flimmerharchen nicht wirksam zurtickgehalten werden [Zhao 2007]. Kleine
Partikel kbnnen daher tief in den Respirationstrakt bis zu den Alveolen eindringen. In
diesem Bereich ist durch den stattfindenden Gasaustausch die Grenzschicht
zwischen Lunge und Blutkreislauf sehr dinn und ein Eindringen von Nanopartikeln
durch diese Barriere scheint daher als sehr wahrscheinlich [Heyder 2002].

Da die Nanopartikel dazu neigen, Agglomerate zu bilden, kann sicherlich ein Grof3teil
der eingeatmeten Partikel Uber den natirlichen Reinigungsmechanismus der unteren
Atemwege gebunden und entfernt werden [Fubini 2007]. Allerdings muss auch hier
untersucht werden, inwiefern der Kontakt von Partikeln mit den Zellen eine irritative
Wirkung haben koénnte oder die Partikel etwa in der Lage sind, die Barriere der

Epithelzellen zu durchdringen.

Aufbau und Funktion der Luftréhre

Die Luftréhre (Trachea) ist ein muskuléser, ca. 11 cm langer Schlauch, der den
Kehlkopf (Larynx) mit den Bronchien verbindet (Abbildung 4). Um ein Kollabieren des
Muskelschlauchs beim Einatmen zu verhindern, wird dieser durch 16-20 nach dorsal
geobffneten Knorpelspangen stabilisiert. Zwischen den einzelnen Spangen liegt
elastisches Bindegewebe, das die Luftrohre auch in Langsrichtung dehnbar macht.
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Abbildung 4 Anatomischer Aufbau der Luftréhre [Sobotta 2000]

Entsprechend den oberen Atemwegen ist auch das Lumen der Trachea mit einem
Epithel aus mehrreihigen Zellen ausgekleidet. Dieses respiratorische Epithel besteht
zum einen aus zilientragenden Epithelzellen und zum anderen aus
schleimproduzierenden Becherzellen (Abbildung 5). Die Becherzellen kleiden die
Atemwege mit einer Schleimschicht aus, der die Zellen schitzt und Partikel bindet,
wahrend die Zilien des Flimmerepithels fur einen metachronen Zilienschlag Richtung

Rachenraum sorgen.

: 0 . 1% % . J ) n{\
Abbildung 5 Aufnahmen des humanen respiratorischen Epithels: (A) Movat-Pentachrom Farbung,

blau gefarbt sind die Becherzellen, (B) Aufnahme der zilientragenden Zellen mit dem Raster-
elektronenmikroskop

Diese zwei sich erganzenden Komponenten bilden den natirlichen
Reinigungsmechanismus der Atemwege, die sogenannte ,Mukozilidre Clearance.”

Partikel, die in die unteren Atemwege gelangen, kénnen so durch den Schleim
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gebunden und Uber den ziliaren Transport aus dem Respirationstrakt entfernt
werden. Die Luftréhre stellt somit nach dem oberen Respirationstrakt eine zweite
Barriere fur eingedrungene Partikel dar (Abbildung 6).

Gefahrdungspotential der Nanopartikel fir den Resp irationstrakt

Studien mit ultrafeinen Partikeln aus Verbrennungsprozessen zeigten bei
langerfristiger Exposition eine Schadigung des Herz-Kreislauf-Systems [Nemmar
2002]. Gleichzeitig konnte nachgewiesen werden, dass hier die Toxizitat ultrafeiner
Partikel mit der Teilchengrof3e korreliert [Peter 2005]. Versuche mit Ratten ergaben,
dass nach Langzeitexposition mit Carbon Black und Titandioxid Entziindungen,
Lungenfibrosen und auch Krebs verursacht werden kdénnen [Oberdorster et al.
1999b, 1999a, 1992].

Angriffsorte Partikel-
durchmesser

Nasen- 5-10phmM
Rachenraum

Luftréhre 3-5Um
Bronchien 2-3um
Bronchiolen 1-2um
Alveolen 0,1-1um

(Lungenblaschen)

Abbildung 6: Schema des Abscheidegrads von Partikeln und Aersolen, nach Tortora und Derrickson

Partikel der verschiedenen GroRRenfraktionen werden an unterschiedlichen Stellen
des Respirationstrakts herausgefiltert, wobei die oberen und Teile der unteren
Atemwege mit der mukoziliaren Clearance einen besonderen
Reinigungsmechanismus aufweisen. Denkbar ist allerdings auch das Auftreten von
Entzindungsreaktionen in diesen Bereichen, ausgel6st durch oxidativen Stress,
soliten die Zellen des Respirationstrakts flr einen langeren Zeitraum mit
Nanopartikeln in Kontakt stehen [Dick 2003]. In Bezug auf die Reaktion von
Nanopartikeln auf die Zellen des Alveolarbereichs wurden bereits mehrere Studien
durchgefuihrt, meist jedoch an Ratten oder mit diversen Zelllinien [Rehn 2003,
Veronesi 2005]. Teilweise wurden dabei in Bezug auf die Carbon Nanotubes

Vergleiche zur toxischen Wirkung des Asbests gezogen [Poland 2008, Brunner 2006]
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Entwicklung dreidimensionaler Modelle durch das Ti ssue
Engineering

Der Bereich des Tissue Engineering ist heute ein wichtiger Bestandteil der
biomedizinischen Forschung. Ziel dieses Forschungsgebietes ist dabei die
Geweberekonstruktion aus humanen oder tierischen Zellen, bei dem die Zellen ihre
Funktionalitat nicht verlieren und daher entsprechende gewebespezifische
Eigenschaften analog in vivo ausbilden kdnnen. Als organoide, also organahnliche
Systeme, kdénnen sie dann in der Transplantationsmedizin verwendet werden, um
geschadigtes oder zerstortes Gewebe zu ersetzen [Skalak 1988]. Alternativ kbnnen
diese Systeme als Testsysteme eingesetzt werden und stellen eine gute
Ersatzmethode bzw. Ergdnzung zum Tierversuch dar. Man verspricht sich
gleichzeitig durch die an die in vivo Situation angepasste Kultivierung der Zellen auch
eine bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen. Fir erste
Beurteilungen neuer Medikamente oder Chemikalien liefern diese Modelle
aussagekraftige Ergebnisse und ermdoglichen als kompakte bioartifizielle Systeme
das molekulare Targeting, die Aufklarung komplexer molekularer und zellbiologischer

Zusammenhange und Vorgénge innerhalb und zwischen den Zellen [Maurer 1994].

Einsatz von Bioreaktoren zum Aufbau dreidimensiona ler Gewebe-

modelle

Es ist erwiesen, dass sich dreidimensional kultivierte Zellen besser zur biologischen
Grundlagenforschung eignen, als einfache Monolayerkulturen [Abbott 2003]. In vivo
erhalten die Zellen durch verschiedenste Einflussfaktoren, wie Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, aber auch biomechanische Stimuli, wie
Druck, Scherstress oder elektrische Impulse Signale fir die Ausbildung ihrer
Funktionen.

Der Einsatz von Bioreaktoren ermoglicht eine kontrollierte und standardisierte
Kultivierung von Zellen auf einer entsprechenden Matrix [Wendt 2008]. Dabei sollen
durch sie in erster Linie die natirlichen in vivo Stimuli der jeweiligen kultivierten
Zellen nachgeahmt werden und so eine gezielte Differenzierung bewirken. Im
Hinblick auf die Entwicklung eines Trachea-Bioreaktors sollte daher die Luftstromung
durch die Respiration beriicksichtigt werden.
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Einsatz dreidimensionaler in vitro Modelle als Testsysteme

Im Bereich der Nanotechnologie stellen die dreidimensionalen Gewebemodelle ein
geeignetes Testsystem dar, um die Ergebnisse aus Versuchen mit Monolayer-
Zellkulturen und aus Tierversuchen zu interpretieren und zu verknupfen.

In Versuchen mit Monolayer-Zellkulturen werden Nanopartikel in direkten Kontakt mit
Zellen gebracht. Auch dies entspricht nicht den natirlichen Bedingungen, denn ob
und wie die Partikel mit den Zellen in Kontakt treten, kann nur aufgeklart werden,
wenn diese auch in der Lage sind, Korperbarrieren zu durchdringen. Gleichzeitig
werden in den durchgefiihrten Versuchen oftmals Zelllinien oder immortalisierte
Zellen verwendet, sodass hier wiederum kein direkter Vergleich zum lebenden
Organismus maglich ist, da diese Zellen nicht mehr Uber dieselben Eigenschaften
verfugen, wie primare Zellen des menschlichen Korpers [Brunner 2006, Soto 2005,
Pantarotto 2004].

Dagegen kann in Tierversuchen zwar die Wirkung der Nanopartikel auf einen
Gesamtorganismus untersucht werden, der tierische Organismus unterscheidet sich
jedoch vom menschlichen, sodass die Ergebnisse nicht direkt Ubertragen werden
konnen. In der Ratte, dem bevorzugten Versuchstier, sind nach der Inhalation von
Nanopartikeln mehr Entzindungsreaktionen und andere Symptome feststellbar als in
grolReren Saugetieren, wie Hunden, Affen oder auch dem Menschen [Nikula 2001
und 1997, Snipes 1996]. Problematisch ist dabei auch die Versuchsauslegung, da
den Tieren viel zu hohe Dosen intratracheal verabreicht werden, die in keinem
Verhaltnis zu nattrlich vorkommenden Aerosolen stehen und dadurch groftenteils
ein Ersticken der Tiere bewirken. Gerade die oft als Versuchstiere herangezogenen
Ratten erwiesen sich sehr sensitiv gegeniber einer CNT-Inhalation und eine
Extrapolation auf den Menschen ist somit nicht ohne weiteres maoglich [Fiorito 2006].

Fur den Aufbau dreidimensionaler Testsysteme werden gréRenteils primare Zellen
eingesetzt, die durch eine physiologische Kultivierung ihre zellspezifischen
Eigenschaften und Funktionen nicht verloren haben. Vorteil dieser Gewebemodelle
ist durch die Verwendung primarer Zellen eine bessere Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf den Menschen. An ihnen lassen sich gezielt Prozesse an einzelnen
Korperbarrieren untersuchen, storende oder beeinflussende Signale aus dem

restlichen Organismus, wie z.B. im Tierversuch, kdnnen somit ausgeblendet werden.
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1.5.2.1 Barrierestrukturen des in vitro Hautmodells
Der Einsatz dreidimensionaler Zellmodelle ermoéglicht im Gegensatz zu den
Monolayer-Zellkulturen die Nachbildung von Kérperbarrieren (Abbildung 7).

> 7 7
; 9

Abbildung 7 Vergleich der (A) humanen Haut mit (B) dem 3D-Hautaquivalent

Das 3D-Hautmodell wird als eine zweilagige organotypische Kokultur aus humanen
Keratinozyten und Fibroblasten mit einem Kollagen aufgebaut [Green 1977]. Das
Kollagen bildet mit den Fibroblasten den dermalen Anteil, die Epithelzellen werden
auf diese Schicht ausgesat und bilden durch die ,air-liquid* Kultivierungsmethode
eine mehrschichtige Epidermis aus [Menon 1997]. Durch diese Kultivierungsmethode
lasst sich die Reifung und Ausdifferenzierung der Keratinozyten und damit die
Ausbildung des Stratum corneum gezielt induzieren. Die Ausbildung der Hornschicht
ist fir die Nachahmung der Barrierefunktion essentiell, denn so lassen sich, nicht nur
im Hinblick auf die Nanotoxikologie, effiziente Studien durchfihren. Daneben ist es
notwendig, dass die Epithelzellen im Modell auch eine geschlossene Zellbarriere
ausbilden. Die Zell-Zell-Kontakte (Tight Junctions) umgurten die Zellen und schliel3en
die Zellzwischenraume. Es entsteht eine parazellulare Diffusionsbarriere, die die
Zellpolaritat erhalt und die Diffusion wasserloslicher Molekile durch die Zellschicht
verhindert [Alberts 2001]. Substanzen oder Partikel treffen so in erster Instanz auf die
Hornschicht, missen dann jedoch entsprechend der Echthaut als zweite Instanz die
Epithelzellbarriere Uberwinden.
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1.5.2.2 Barrierestrukturen des in vitro Tracheamodells

Bislang gibt es noch keine dreidimensionalen Tracheamodelle auf Basis einer
biologischen Tragerstruktur, die in einem Bioreaktorsystem unter Simulation der
Atmung kultiviert werden. Fir den Aufbau eines funktionellen Tracheamodells
mussen die Zellen gezielt differenziert werden, d.h., die eingesetzten Zellen missen
in der Lage sein, den naturlichen Reinigungsmechanismus (= mukozilidre Clearance)
nachzubilden. Die Flimmerepithelzellen kénnen bis zu 300 Zilien pro Zelle ausbilden,
die mit einer Frequenz von 15 Hz schlagen. Dieser Mechanismus stellt eine effektive
Barriere der Atemwege dar. Durch Mucussekretierende Becherzellen werden
eingeatmete Partikel gebunden und durch den metachronen Zilienschlag der
Flimmerepithelzellen aus der Trachea befdrdert. Die Ausbildung von Becherzellen
und zilientragenden Epithelzellen stellt damit eine wesentliche Barrierefunktion dar.
Daneben ist ebenfalls die Ausbildung einer geschlossenen Epithelzellschicht als

parazellulare Diffusionsbarriere in Form der Tight Junctions notwendig.

Nur durch eine breitgefacherte und abgestimmte Untersuchung von Nanomaterialien
wird es moglich sein, realistische Aussagen Uber potentielle Risiken der einzelnen
Partikel treffen zu kénnen. Ein wichtiger und gezielter Schritt in diese Richtung ist
dabei der Vergleich von in vitro Monolayer-Versuchen, Tierversuchen und Versuchen

an dreidimensionalen in vitro Gewebemodellen.

Zielsetzung der Arbeit

Diese im Rahmen des vom BMBF und Wing (Werkstoffinnovationen fir Industrie und
Gesellschaft) geforderten Projekts TRACER (Toxicological risk assessment of

carbon nanomaterials) durchgefuihrte Arbeit gliederte sich in 2 Aspekte:

Ein Ziel war die Entwicklung eines dreidimensionalen Tracheamodells, um auch die
wichtigste Koperbarriere in Bezug auf die Nanotoxikologie, den Respirationstrakt,
simulieren und fir Inhalationsstudien einsetzen zu koénnen. Fur den Aufbau des
Tracheamodells waren die Etablierung der Isolation und Kultivierung der primaren
humanen Trachea-Epithelzellen aus Biopsaten sowie deren physiologische
Kultivierung in einem speziellen Bioreaktorsystem notwendig. Ein entsprechender

Bioreaktor wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt und eingesetzt. Die Zellen
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solliten durch eine dynamische Kultivierung ihre funktionellen Eigenschaften
(mukoziliare Clearance) nicht verlieren. Exemplarisch konnte in Bezug auf die
Nanotoxikologie nach dem Aufbau des 3D-Tracheamodells ein Versuch zur
Untersuchung einer mdglichen Penetration von Nanopartikeln durchgefihrt werden.
Ein weiteres Ziel war die Etablierung aussagekréftiger Methoden zur Risikoanalyse
von Nanomaterialien am bereits bestehenden Hautmodell. Ein solches Modell wurde
am Fraunhofer IGB bereits entwickelt und patentiert [DIN Iso 10933-5]. Mit dem
etablierten Hautmodell sollten neue Methoden zur Untersuchung der Nanotoxikologie
evaluiert werden, da sich Methoden zur toxikologischen Untersuchung aus den
Monolayerkulturen nicht einfach auf die dreidimensionalen Modelle Ubertragen
lassen und fur die Testung proteinadsorbierender kohlenstoffbasierter Nanopartikel
nicht geeignet sind.

Der Einsatz des Haut- und Tracheamodells, die den natirlichen Kérperbarrieren der
menschlichen Haut und Luftrohre nachempfunden sind, soll eine bessere
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den menschlichen Organismus und eine bessere
Vergleichbarkeit zu Versuchen an Monolayer-Zellkulturen und Tierversuchen
gewahrleisten.

Untersucht wurde zum einen Titandioxid, das bereits in Kosmetikprodukten
eingesetzt wird. Daneben wurden auch zwei verschiedene Arten von Kohlenstoff-
Nanopartikeln eingesetzt. Neben den Partikeln des Carbon Black wurden
réhrenférmige Nanopartikel, die so genannten Kohlenstoff-Nanorohren (Carbon
Nanotubes, CNT), untersucht. Durch ihre Faserform werden die Kohlenstoff-
Nanorbhrchen oftmals mit Asbest verglichen. Auch wenn der Ausgangsstoff ein
anderer ist, stellt sich doch die Frage, welche Auswirkungen diese Fasern im
Nanoformat auf den menschlichen Kérper haben konnten und stellen damit
momentan ein sehr brisantes Forschungsthema auf dem Gebiet der Nanotoxikologie
dar.
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2 Material

Zellmaterial

Primare Fibroblasten und Keratinozyten wurden aus humanem Praputium isoliert.
Die Biopsate wurden von Spendern (0-8 Jahre) am Olga Hospital in Stuttgart
entnommen und zur Verfigung gestellt. Der Transport des Gewebes erfolgte in
DMEM mit 1% Gentamycin. Nach der Operation sollte die Isolation der Zellen

maoglichst rasch erfolgen (Lagerung maximal 2 Tage bei 4C).

Biopsate der humanen Luftréhre dienten zur Isolation primarer Trachea-Epithelzellen
und stammten aus Operationen der Klinik Schillerhéhe. Als Transportmedium wurde
MEM mit 1% Penicillin-Streptomycin verwendet. Die Lagerung der Proben erfolgte
bei 4C, die Isolation der Zellen sollte innerhalb von 4 Tagen nach der Operation
erfolgen.

Zur Gewinnung der biologischen Matrix, wurden porcine Jejunumsegmente
verwendet. Diese wurden in der Abteilung Experimentelle Medizin der
Universitatsklinik Tubingen unter sterilen Bedingungen deutschen
Landrasseschweinen (15-25 kg) entnommen. Bis zur Aufarbeitung lagerte der Darm
maximal einen Tag in phosphatgepufferter Salzlésung.

Die Entnahmen der tierischen und humanen Biopsate wurden durch die
Ethikkommission der Uniklinik Tubingen, bzw. durch das Regierungsprasidium
TUbingen genehmigt.

Neben den priméren Zellen wurden auch Zelllinien ei  ngesetzt:

Tabelle 3 Eingesetzte Zelllinien

Zelllinie Herkunft derZellen Bezugsquelle
Calu-3 Humanes Lungenkarzinom ATCC (HTB 55)
HBE Humane Bronchiale Epithelzellen California Pacific Medical
(immortalisierte Zellen) Center Research
FHTE Fotale Humane Trachea Institute/Kalifornien
Epithelzellen (USA)

HaCaT Humane Keratinozyten Zelllinie DKFZ/Heidelberg
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Getestete Nanomaterialien und Referenzstoffe

Tabelle 4 Eingesetzte Nanomaterialien

Testmaterial Hersteller Bestellnummer Merkmale

Titandioxid P25 Evonik/Frankfurt Lot. 4165061998 anorganisch

Carbon Black Evonik/Frankfurt CH-000122 (14 nm) organisch
Lot. 000124

Multiwalled Carbon FutureCarbon Lot. 060007-LA-MW- organisch

Nanotubes GmbH/Bayreuth 1000

Blauasbestfasern
(Krokydolith)

Frenzelit-Werke
GmbH/Himmelkron

anorganisch

Chemikalien

Tabelle 5 Eingesetzte Chemikalien

Chemikalie Hersteller Bestellnummer Lagerung
Acrylamid/Bis-Losung(30%; 37, Bio-Rad/Mulinchen 161-0100 RT
5:1)
Advantage®2 Polymerase Mix TAKARA Bio Inc. 639201 -20C
(1 rxns/ul) (Clontech)/Saint-Germain-
en-Laye France
Alcianblau Sigma Aldrich/Miinchen A-5268 RT
Antibody Diluent Dako/Hamburg S3022 2-8C
Apo-Transferrin Sigma Aldrich/Minchen T4382 2-8C
Aquatex Merck/Darmstadt 1.08562.0050 RT
BD PrimeScript™ (200 U/pl) TAKARA Bio Inc. 2680A -20C
(Clontech)/Saint-Germain-
en-Laye France
Beta-Mercaptoethanol Roth/Karlsruhe 4227.3 RT
Bouins Reagenz Sigma-Aldrich/Minchen HAT 101128 RT
Bovines Fibronektin Invitrogen/Karlsruhe 33010-018 -20C
Bovines Serum Albumin (zum Sigma Aldrich/Minchen A9647 2-8C
Blocken)
Brilliantcrocein R Chroma/Munster 1B 109 RT
Calciumchlorid (CaCl, x 2 H,O)  Merck/Darmstadt 2382 RT
CASY®-clean Scharfe- 43008 2-8C
System/Reutlingen
CASY®-ton Schérfe- 43001 RT
System/Reutlingen
Cholesterol solution Sigma Aldrich/Minchen S5442 2-8C
Chondroitin-4-sulfat Sigma Aldrich 27042 2-8C
(Fluka)/Miinchen
Chondroitin-6-sulfat Sigma Aldrich 27043 2-8C

(Fluka/Mlnchen
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Chemikalie Hersteller Bestellnummer Lagerung

Dako Cytomation antibody Dako/Hamburg S3022 2-8C

diluent

Dako Cytomation Dako/Hamburg K4007 2-8C

EnVision+System labelled

polymer — HRP anti mouse

Dako Cytomation peroxidase Dako/Hamburg S2023 2-8C

blocking reagent

Dako Cytomation Target Dako/Hamburg S2369 2-8C

Retrieval Solution Citrat pH 6

Dako Cytomation Target Dako/Hamburg S2367 2-8C

Retrieval Solution Citrat pH 9

Dako EnVision™ Detection Dako/Hamburg K5007 2-8C

system Peroxidase/DAB,

Rabbit/Mouse

Delimiting Pen Dako/Hamburg S2002 2-8C

D-Glucose Merck/Darmstadt 8337.1000 RT

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich/Miinchen D2438 RT

Dispase Invitrogen/Karlsruhe 17105-041 2-8C

DMEM Pulver Invitrogen/Karlsruhe 52100-021 2-8C

dNTP Set (4x100 pmol) Fermentas GmbH/St. R0182 -20C
Leon-Rot

Eosin B Sigma Aldrich/Minchen 861006 RT

Epidermal Growth Factor (EGF) Sigma Aldrich/Minchen E9644 -20C

Essigsaure Merck/Darmstadt 1.00056.1000 RT

Ethanol 96% Roth/Karlsruhe K928.3 RT

Ethanol fur Molekularbiologie Roth/Karlsruhe 9065.1 RT

FACS ®-Clean Becton 340345 RT
Dickinson/Heidelberg

FACS ®-Flow Becton 342003 RT
Dickinson/Heidelberg

FACS ®-Rinse Becton 340346 RT
Dickinson/Heidelberg

Fotales Kalberserum (FCS) fur  Invitrogen/Karlsruhe 10270-106 -20C/2-8C

Zellkulturmedien Lot. 41F1361K

Fotales Kalberserum (FCS) zur  Invitrogen/Karlsruhe 10270-106 -20C/2-8C

Disersionsherstellung Lot. A64905-

0786

Fungizone Invitrogen/Karlsruhe 15290-026 -20C

Gentamycin Invitrogen/Karlsruhe 15710 2-8C

Glutardialdehyd Sigma Aldrich 49629 2-8C
(Fluka)/Munchen

Glykogen (20 mg/ml) Fermentas GmbH/St. R0561 -20C
Leon-Rot

Hepatocyte growth factor (HGF) Sigma Aldrich/Minchen H1404 -20C
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Chemikalie Hersteller Bestellnummer Lagerung
HEPES Roth/Karlsruhe 9105.3 2-8C
Hydrocortison Sigma Aldrich/Miinchen H6909 -20C
Insulin solution human Sigma Aldrich/Minchen 19278 2-8C
Isomount® LABOnNord/Templemars 05547535 RT
(B)
Isopropanol Merck/Darmstadt - RT
Kaliumchlorid (KCI) Merck/Darmstadt 4936.5000 RT
Kaliumhydrogenphosphat Merck/Darmstadt 4873.1000 RT
(KH2POy)
Kollagenase NB4 Serva/Heidelberg 17454 2-8C
Korsolex® AF Bode Chemie/Hamburg PZN: 8532038 RT
L-Glutamin Biochrom/Berlin K0283 -20C
Magnesiumchlorid (MgCl, x 6 Merck/Darmstadt 5833 RT
H,0)
Mayer’'s Hamalaunlosung Merck/Darmstadt 1.09249.2500 RT
Mayers Hamalaunlésung Merck/Darmstadt 1.09249.2500 RT
MEM Amino acid solution 50x Sigma Aldrich/Miinchen M5550/100 ml 2-8C
Minimum essentiell Medium Sigma-Aldrich/Minchen M4655 2-8C
MEM (Fertiglésung)
Molekularbiologisches Wasser Roth/Karlsruhe T143.2 2-8C
Natrium Pyruvat Sigma Aldrich/Minchen S8636 2-8C
Natriumacetat Merck/Darmstadt 6268.1000 RT
Natriumchlorid (NaCl) Roth/Karlsruhe 3957.1 RT
Natriumdesoxycholat Roth/Karlsruhe 3884.2 RT
Monohydrat
Natrium- Sigma Aldrich/Miinchen E-1644 RT
Ethylendiamintetraessigsaure
Na-EDTA Salz
Natriumhydrogencarbonat Roth/Karlsruhe 8551.1 RT
Natriumhydrogenphosphat Merck/Darmstadt 6580.1000 RT
Dihydrat
(Na;HPO,4 x 2 H,0)
Natriumhydroxidplatzchen Merck/Darmstadt 1.06482.1000 RT
(NaOH)
Non essential amino acids Sigma Aldrich/Minchen M7145 2-8C
solution 100x
Paraffin LABOnNord/Templemars F097200 RT
(B)
Penicillin-Streptomycin Invitrogen/Karlsruhe 3879 -20C
Peroxidase-Blocking Solution Dako/Hamburg S2023 2-8C
Phosphorwolframsaure Sigma Aldrich/Miinchen P4006 RT
Platinum® Tag DNA Invitrogen/Karlsruhe 11304-011 -20C

Polymerase (5 U/ul)
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Chemikalie Hersteller Bestellnummer Lagerung
Restriktionsendonuklease (Rsal New England RO167L -20C
10 U/ul) Biolabs/Frankfurt, Main
Roti®-Histofix Roth/Karlsruhe P087.3 RT
Roticlear® Roth/Karlsruhe A538.1 RT
Saffron du Gatinais Sigma Aldrich/Miinchen S8381 RT
Saurefuchsin Serva/Heidelberg 21915 RT
SyBR® Gold /10 000x) Invitrogen/Karlsruhe S11494 -20C
T4-DNA Ligase (400 U/ul) New England MO0202L -20C
Biolabs/Frankfurt, Main
Taq DNA Polymerase (4 U/ul) L. Schalwyk, ICRF/London * -20C
Target Retrieval Solution Citrate Dako/Hamburg S2369 2-8C
pH 6
Target Retrieval Solution pH 9,0 Dako/Hamburg S2367 2-8C
TEMED Bio-Rad/Miinchen 161-0861 RT
Transcriptor High Fidelity Roche/Mannheim 05091284001 -20C
Transferrin Sigma Aldrich/Miinchen T1147 -20C
Triiod-L-thyronin sodium salt Sigma Aldrich/Miinchen T5516 -20C
Tris Hydrochloride Sigma Aldrich/Minchen T-5941/500 G RT
Trizma base Sigma Aldrich/Miinchen T6066/500 G RT
Trypsin 10x Invitrogen/Karlsruhe 15400 -20C
Tween 20 Merck/Darmstadt 822184 RT
Versene Invitrogen/Karlsruhe 15040 2-8C
Xylol Roth/Karlsruhe 9713.3 RT

*die Tag-Polymerase wurde von Ekkehard Hiller isoliert und zur Verfigung gestellt [Isolation nach

Pluthero 1993]
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Medien, Puffer und Lésungen flr die Zellkultur

Zellkulturmedien

Alle zu verwendenden Medien, Losungen, Puffer und sonstige Materialien missen

steril eingesetzt werden, bzw. durch entsprechende Methoden sterilisiert werden.

Tabelle 6 Eingesetzte Zellkulturmedien, Puffer und Losungen

Trachea-Epithelzell Medium (MEMr II)

MEM ad 100 ml
Insulin 5 pg/ml
Hydrocortison 1 pl/ml
EGF 0,5 ng/ml
HGF 0,1 ng/ml
L-Glutamin 1mi
Nicht essentielle Aminosauren 0,5ml
Essentielle Aminosauren 0,5ml
Apo-Transferrin 5 pg/ml
Vitamin Lésung 1mi
Triiod-L-Thyronin 2 ng/ml
Glucose 1ml
Fibroblasten/HaCaT Medium (DMEMTr)

DMEM (13,38 g/l DMEM + 3,70 g/l NaHCO3) ad 100ml
FCS 10 ml
Gentamycin (nur bei Bedarf) 1mi
Keratinozyten Medium (KBMr)

KBM ad 500 ml
GA-1000 0,5 pg/ml
Hydrocortison 0,5 pg/ml
Insulin 5 pg/ml
BPE 4 ul/ml
EGF 50 ng/ml
Airlift Medium

KBM ad 500 ml
GA-1000 0,5 pg/ml
Hydrocortison 0,5 pg/ml
Insulin 5 pg/ml
CaCl, 1,88 mM
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FHTE/HBE Medium

MEM ad 100 ml
FCS 10 ml
L-Glutamin 1ml
Calu-3 Medium

MEM ad 100 ml
FCS 10 ml
Natrium-Pyruvat 1mi

Nicht essentielle Aminosauren 1ml
Tabelle 7 Eingesetzte Puffer

PBS'(pH 7,2)

NacCl 140 mM
KCI 2mM
KH,PO, 1,5mM
Na,HPO, x 2H,0 8,5 mM
H,O bidest. ad 1000 ml
PBS" (pH 7,2)

NacCl 140 mM
KCI 2 mM
KH,PO, 1,5 mM
Na,HPO, x 2H,0 8,5 mM
MgCl, x 6 H,O 0,5mM
CaCl, x 2 H,O 0,9 mM
H,O bidest. ad 1000 ml
PBS/EDTA (pH 7,2)

NacCl 140 mM
KCI 2 mM
KH,PO, 1,5 mM
Na,HPO, x 2H,0 8,5 mM
Na-EDTA Salz 0,5mM
H,O bidest. ad 1000 ml
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2,5%ige Glutardialdehydlésung in Salzlésung (pH 7,3 )

Glutardialdehydlésung

2,5% (v/v)

KH,PO, 1,45¢
NaHPO, 7649

NacCl 4,89

H,O bidest. ad 1000 ml

Losungen fur die Zellbiologie

Tabelle 8 Eingesetzte Losungen fir die Zellbiologie

Azellularisierungs-Lésung

Natriumdesoxycholat 45¢

H,O bidest. ad 2000 ml
Gelneutralisationslosung

2-fach konzentriertes DMEM 235,5 ml
3 M HEPES-L6sung 7,5 ml

5 mg/ml Chondroitin-4-sulfat-L6sung 1,25 ml
5 mg/ml Chondroitin-6-sulfat-Lésung 1,25 ml
FCS 7,5 ml
Trypsin/EDTA

Trypsin 549l
EDTA- 4Na 249l
NacCl 8,5 g/l

Versene (1:5000)

10 ml Trypsin/EDTA auf 100 ml Versene

3 M HEPES-L6sung (pH 7,8)

HEPES
H,O bidest.

3,574 g
ad 10 ml

Fibronektin Beschichtungslosung fir FHTE/HBE Kultiv ierung

DMEM 88 ml
FCS 10 mi
Kollagen (3 mg/ml) 1mi
Bovines Fibronektin (1 mg/ml) 1ml
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LOsung Ansatz

Kollagenlésung Kollagen (5,5 mg/ml) in 0,1%iger Essigsaure
Beschichtungskollagenlésung Kollagen (500 pg/ml) PBS

Kollagenase 500 Units/ml

Fibronectin Lyophilisat 50 pg/ml in H,O bidest.

Dispase 2 Units/ml

Lésungen fur die Immunhistochemie und Histologie

Tabelle 9 Eingesetzte Losungen fir die Immunhistochemie und Histologie

Ldsung Ansatz

Fixierungsreagenz Bouins 0,9% Pikrinsaure
9% Formaldehyd
5% Essigsaure

Eosin B 100 ml 1% Eosinlésung
+1 Tropfen Eisessig
Differenzierungsalkohol 13,7 ml 1M HCI

+ 200 ml 50% Ethanol

Alcianblau 1 g Alcianblau
+ 1 ml konzentrierte Essigsaure
+ 100 ml H,O bidest.
Eisenhamatoxylin Lésung A:
1 g Hamatoxylin
+ 100 ml 96% Ethanol (I6sen unter erwdrmen, bis die
Farbe rotbraun erscheint)
LOsung B:
2,48 g Eisen-2-Chlorid Hexahydrat
+ 100 ml H,O bidest.
Gebrauchslésung:
Losung A und B zu gleichen Teilen mischen
Brilliant Crocein-Saurefuchsin ~ Lésung A:
0,1 g Brilliant Crocein R
+ 0,5 ml konzentrierte Essigsaure
+ 99,5 ml H,O bidest.
LOsung B:
0,1 g Saurefuchsin
+ 0,5 ml konzentrierte Essigsaure
+ 99,5 ml H,O bidest.
Gebrauchslésung:
8 Teile Lésung A und 2 Teile Lésung B mischen

Saffron du Gatinais 6 g Saffron du Gatinais
+ 100 ml 100% Ethanol
48 h bei 50T extrahieren in einem luftdichten Gefa 3

Alkalischer Alkohol 10 ml Ammoniumhydroxid (Na;OH)
+ 90 ml 96% Ethanol
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Losung A (pH 7,5)

Tris HCL 65,3 ¢
Trizma base 1189
H,O bidest. ad 500 ml
LOsung B

NacCl 146,1 g
H,O bidest. ad 500 ml

CaCl,-Losung

CaC|2 8,5 g
H,O bidest. ad 50 ml

Tris-Waschpuffer (2-3 Wochen bei 2-8C haltbar)

Losung A 200 ml
Losung B 60 ml
CaCl,- Lésung 4 ml
BSA (zum Blocken) 29
H,O bidest. ad 2|

Puffer und Lésungen fir die molekularbiologischen
Anwendungen

Tabelle 10 Eingesetzte Puffer und Losungen fir die Molekularbiolgie

LOsung Ansatz
50 x Tris-Acetat-EDTA-Puffer 2 M Tris
(TAE) +1 M 100%ige Essigsaure
+50 mM EDTA in H,O bidest.
10 x NEB-Puffer (NEB) 100 mM Bis Tris Propane-HCI (pH 7,0)

+ 10 OmM MgCl,
+ 10 mM Dithiothreitol
10 x NEB T4-DNA Ligase Puffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
+ 10 mM MgCI2
+ 10 mM Dithiothreitol
+1mMATP
+ 25 pg/ml BSA
10 x Thermopol-Puffer, 10 mM KCI
detergentfrei (pH 8,8) + 10 mM (NH,4)2S04
+ 20 mM Tris-HCI
+ 2 mM MgSO,
1% Agaroseldsung 1% Agarose in TAE-Puffer in der Mikrowelle erhitzen, bis
die Losung Klar ist

10% Ammoniumpersulfat (APS) 10% (w/v) APS in H,O bidest.
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Antikorper
Tabelle 11 Eingesetzte Antikdrper
Antigen Bestelinr. Hersteller Verdinnung Lagerung
Bestellnr. Demaskierung
Beta-Tubulin T4026 Sigma 1:200 -20C
Aldrich/Minchen
FoxJ1 (Anti- Clone 3-19 Upstate/Lake Placid 1:500 -20C
HFH-4) 05-837 (USA)
Gastric-Mucin Clone 45M1 Sigma- 1:1000 -20C
M5293 Aldrich/Munchen
Villin VI616C01 DCS Innovative 1:100 2-8C
Diagnostik
Systeme/Hamburg
Z0-1 Tight 33-1500 Zymed® Laboratories 1:200 -20C
Junction- Invitrogen/Karlsruhe
associated
Polypeptide
Zytokeratin 18 Clone DC 10 Dako/ Hamburg 1:200 2-8C
M7010
Zytokeratin 5/6 Clone D5/16 B4 Dako/Hamburg 1:200 2-8C
M7237
Isotypkontrolle Hersteller Bestellnr. Lagerung
Negativ Control Mouse Dako/Hamburg X0931 2-8C
lgG1
Rabbit Immunglobulin Dako/Hamburg X0903 2-8C
Sekundar- Spezifitat Hersteller Bestellnr. Lagerung
Antikérper
EnVision+- Anti mouse Dako/Hamburg K4007 2-8C
System
EnVision+- Anti mouse/rabbit Dako/Hamburg K5007 2-8C

System
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Verwendete Kit-Systeme
| "
Tabelle 12 Eingesetzte Test-Kits
Bezeichnung Hersteller Bestelinr. Lagerung
Quantikine Human IL- R&D DLA50 2-8C
lalpha ELISA Systems(R)/Wiesbaden-
Nordenstadt
Quantikine Human IL- R&D DLB50 2-8C
lbeta ELISA Systems(R)/Wiesbaden-
Nordenstadt
Human IL-1beta-ELISA NatuTec 88-7010-88 2-8C
Ready Set Go (eBioscience)/Frankfurt
Human IL-4 ELISA Ready NatuTec 88-7046-88 2-8C
Set Go (eBioscience)/Frankfurt
Human IL-6 ELISA Ready NatuTec 88-7066-88 2-8C
Set Go (eBioscience)/Frankfurt
Human IL-8 ELISA (Core  KOMA BIOTECH/Seoul, K0131216 2-8C
Kit) Korea Alliquots bei
Bestellung tber NatuTec -20C
FlowCytomix Comboplex BenderMed Systems/Wien BMS899-12FF 2-8C
12plex
FlowCytomix Simplex-Kit BenderMed Systems/Wien BMS8215FF 2-8C
IL-10
FlowCytomix Simplex-Kit BenderMed Systems/Wien BMS82029FF 2-8C
MIP-1alpha
FlowCytomix Simplex-Kit BenderMed Systems/Wien BMS8204FF 2-8C
IL-8
FlowCytomix Simplex-Kit BenderMed Systems/Wien BMS82001FF 2-8C
G-CSF
FlowCytomix Simplex-Kit BenderMed Systems/Wien BMS8213FF 2-8C
IL-6
FlowCytomix Simplex-Kit BenderMed Systems/Wien BMS8225FF 2-8C
IL-4
FlowCytomix Simplex-Kit BenderMed Systems/Wien BMS8224FF 2-8C
IL-1beta
Cytotoxicity Detection Kit ~ Roche/Mannheim 1644 793 Angaben des

(LDH)

Herstellers
beachten!




Material

55

# $%&

C(#

)

Tabelle 13 Eingesetzte Kitsysteme fir die Molekularbiologie

Bezeichung Firma Bestellnummer Lagerung
RNA® Mini Kit Quiagen/Hilden 74104 RT
QIAquick PCR Purification Kit  Quiagen/Hilden 28106 2-8C
RNA 6000 Nano Kit Agilent 5067-1511 2-8C

Technologies/Waldbronn

- Verwendete Oligonukleotide fur die MESSAGE-Technol  ogie
Alle Primer stammten von der Firma Thermo Scientific und wurden in einer
Konzentration von 10 pM eingesetzt.

Tabelle 14 Eingesetzte Primer fiir die MESSAGE-Technologie

Primer Sequenz (5'-3") Reinheit
Adapter Primer AP1  TGTAGCGTGAAGACGACAGAA HPLC
A2-Sau3a AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT HPLC
SMART_dM AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGG HPLC
SMART T13 (VN) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTVN HPLC
Long_Oligo_Rsal GCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTGCGGAGG HPSF

GCGGT

Short_Oligo_Rsal ACCGCCCTCCGC HPSF
Ad_non_extended AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT HPSF
SMART-T13_AA AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTAA HPLC
SMART-T13_AC AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTAC HPLC
SMART-T13_AG AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTAG HPLC
SMART-T13_ AT AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTAT HPLC
SMART-T13 CA AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTCA HPLC
SMART-T13 _CC AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTCC HPLC
SMART-T13 _CG AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTCG HPLC
SMART-T13 CT AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTCT HPLC
SMART-T13 GA AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTGA HPLC
SMART-T13 GC AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTGC HPLC
SMART-T13_GG AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTGG HPLC
SMART-T13 GT AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTTTTTTTTTGT HPLC
SMART_dM_AT AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGGAT HPLC
SMART _dM_TC AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGGTC HPLC
AdE_GA-Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCGA HPLC
AdE_GC-Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCGC HPLC
AdE_GG-Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCGG HPLC
AdE_GT-Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCGT HPLC
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Verbrauchsmaterial

Tabelle 15 Verbrauchsmaterial

Material Hersteller
Chirurgischer Faden Silkam® Braun Melsungen A/Melsungen
Combitips fur Multipette Eppendorf/Hamburg

Deckglaser

®
Easy-Load Pipettenspitzen 100 pl,
200 pl und 1000 pl

Einmalhandschuhe, Safestein PFE

Menzel-Glaser/Braunschweig
Greiner/Frickenhausen

Kimberley-Clark/Zaventem,B

Einmalpipetten Cellstar®
Eppendorf Cups

Folienschlauch PE

Greiner/Frickenhausen
Eppendorf/Hamburg

NeolLab/Heidelberg

Gewebekulturflaschen Cellstar®, 25 cm?2 und
75 cm?
Gewebekulturplatten, 6-well und 24-well

Greiner/Frickenhausen

Greiner/Frickenhausen

Inserts fur 12 Well (Porengréf3e 1,0 um) und
24 Well (PorengrofRe 0,4 um)
Kryoréhrchen 1,8 ml

Greiner/Frickenhausen

Nunc/Wiesbaden

Lab Tek® Chamber-slides, 8-well

Nunc/Wiesbaden

Objekttrager mit Mattrand
Petrischalen: 60 mm, 94 mm, 145 mm

Menzel/Braunschweig
Greiner/Frickenhausen

Probenzahlgefalle
Safe-Lock-Reaktionsgefalie
1,5mlund 2,2 ml

SafenSeal-tips Premium 2,5 pl, 10 pl und
20 pl

Sarstedt/Nimbrecht
Eppendorf/Hamburg

Biozym Scientific GmbH/Oldendorf

Sterilfilter, Rotrand 0,2 um

Schleicher&Schuell/Dassel

Sterilfilter, Sterivex GS 0,22 um
Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

Millipore/Eschborn
Greiner/Frickenhausen
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/ Laborgeréate

Tabelle 16 Laborgerate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage Precisa 405M-200A

Sartorius/Gottingen

Autoklav GE 66 Getinge/Rastatt
Autoklavispa FEDEGARI FVS/3 Fedegari/Albuzzano (1)
Begasungsbrutschrank BBD 6220 Heraeus/Hanau

Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies/Waldbronn

Camilla hochaufldsende Digitalkamera (3500-

2300)

Raytest Isotopenmessgeréate
GmbH/Straubenhardt

Dispenser Seripettor
Einbettautomat Citadell 1000

Brand/Wertheim
Shandon/Frankfurt a. M.

Einbettzubehor

Shandon/Frankfurt a. M.

Eismaschine
Elektrophorese Power Supply (EPS 301)
Eppendorf Zentrifuge 5415R

Ziegra/lsernhagen
Amersham GmbH/Freiburg
Eppendor/Hamburg

Eppendorf Zentrifuge 5810 R
Erlenmeyerkolben, Becherglaser
FACS Calibur

Eppendorf/Hamburg
Schott-Glas/Mainz
Beckton Dickinson/Heidelberg

Farbetrbge

Assistent/Sondheim

Folienschweil3gerat Melag/Berlin
Fotometer Spekol 1200 Analytik Jena AG/Jena
Glasplatten fur Gele BioRad/Miinchen
HeiRluftsterilisator ST-5050 Heraeus/Hanau
Heizblock (Digi-Block®-JR) neolLab/Heidelberg
Heizplatte Stork Tronic Medax/Kiel
Kugelmiihle MM200 Retsch/Haan

Kuhlschrank FKU 1800
Laborfeinwaage Precisa 4000C

Liebherr/Ochsenhausen
Sartorius/Gottingen

®
Laborflaschen mit Gewinde Duran , versch.

Grof3en
Laserscanner FLA-5100

Schott-Glas/Mainz

Raytest Isotopenmessgerate
GmbH/Straubenhardt

Liquidblocker Super PapPen
Magnetruhrer IKAMAG-RCT mit Heizung

Daido Sangyo/Tokyo, J
IKA-Labortechnik/Staufen i. Br.

Mehrkanalpipette

Messpipetten fur Gewebekultur, versch.
GrolRen

Messzylinder, versch. Gré3en

Eppendorf/Hamburg
Hirschmann/Eberstadt

Brand/Wertheim
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Gerat

Hersteller

Mikrotiterplattenreader Spectra Thermo

Tecan/Maennedorf, CH

Multifunktionsuhr, elektronisch neolLab/Heidelberg
Multipette Plus Eppendorf/Hamburg
Nikon Mikroskop Diaphot Nikon/Dusseldorf
Paraffin-Giel3gerat Stork Tronic Medax/Kiel

Partikelzahlgerat CASY-1

Schéarfe System/Reutlingen

pH-MeRgerat

Pharmacia Fine Chemicals/Freiburg

Pipetboy acu

Integra Biosciences/Fernwald

Plastik-Becherglaser, versch. Gréen

Praparierbesteck
Protean Il xi System

Brand/Wertheim

Assistent/Sondheim
Lauda DR.R. Wobser GmbH & Co KG/Lauda-
Konigshofen

Protean Plus Dodeca Cell (2.D)

Puffer Rezirkulations Pumpe

Lauda DR.R. Wobser GmbH & Co KG/Lauda-
Kdnigshofen
Lauda DR.R. Wobser GmbH & Co KG/Lauda-
Konigshofen

Raman Spektroskop fur biologische Analysen:

Olympus IX 81
HoloSpec 1.3
Laser Df-Beam 785

Olympus/Hamburg
Kaiser/Michigan (USA)
Toptica/Grafelfing

Raman Spektroskop fur chemische Analysen:
NTegra Spectra
Rasterelektronenmikroskop LEO 1430VP

NT-MDT/Hueckelhoven

Zeiss/Jena

Rotationsmikrotom RM 2145

fur Paraffinschnitte

Schlauchpumpe fir Sterilfiltrationsanlage XX-
80-202-30

Leica/Nussloch

Millipore/Eschborn

Schttler Polymax 1040 Heidolph/Kelheim
Septophag 22 Hesse/Emmerich
Sterilbank Hera Safe Heraeus/Hanau

Stickstoffbehalter fir Langzeitkonservierung
GT 330

L"air Liquide-D.M.C./Champigny-sur Marne, F

Thermocycler (MJ Research Peltier Thermal BioRad/Mlnchen
Cycler PTC-200)

Thermostat Ultra Temp Julabo/Seelbach
Tiefkiihlschrank ULT 1786 (-80C) Revco/Asheville, USA
Tischautoklav Typ 24 Melag/Berlin

TMS
Ultraschallgerat Sonorex Super RK 510H

Nikon/Dusseldorf
Bandelin Electronic/Berlin

Ultrathurax, Miccra-D8

Art-Labortechnik/Mullheim

Universalwarmeschrank (U)
Vacuboy

Memmert/Schwabach
Technomara AG/Fernwald
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Gerat

Hersteller

Vakuum manifold
Vakuumpumpe MZ 2C

BenderMed Systems/Wien
Vacubrand/Wertheim

Varipetten, versch. Gréf3en

Eppendorf/Hamburg

Wasseranlage, Super Q
Wasserbad fur Paraffinschnitte
Wasserbad WTEvar 3185

Millipore/Eschborn
Medax/Kiel
Assistent/Sondheim

Zeiss Mikroskop Axiovert 200M

Zeiss/Jena
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3 Methoden

Zellisolation

Isolation primarer humaner Keratinozyten

Das Praeputium muss zunachst aus dem Transportmedium in eine sterile Petrischale
uberfuhrt und zweimal mit PBS™ gespiilt werdeb. AnschlieRend sind Blutreste, sowie
Fett- und andere Gewebereste zu entfernen und die Gewebestiicke erneut 2-mal mit
PBS" zu spiilen. AnschlieRend wird das Biopsat in kleine Stiicke zerteilt, mit 2,0 U/ml
Dispase-Ldsung Uberschichtet und bei 4C Uber Nacht verdaut. Am nachsten Tag
lassen sich die Epidermis und Dermis voneinander trennen. Aus dem epidermalen
Anteil werden die Keratinozyten isoliert, aus dem dermalen Anteil die Fibroblasten
(val. 3.1.2).

Zur lIsolation der Keratinozyten wird die Epidermis in einer separaten Petrischale
gesammelt, sehr klein zerhackt und mit einer Trypsin/EDTA-L6sung fur 18 min im
Brutschrank inkubiert. Die Enzymreaktion anschlieRend mit FCS abstoppen, gut
resuspendieren, um die Zellen zu vereinzeln und 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren,
den Uberstand verwerfen, das Pellet je nach GréRe mit KBMr resuspendieren und in
einer entsprechenden Zellkulturflasche aussaen.

Isolation primarer humaner Fibroblasten

Zur Isolation der Fibroblasten wird der dermale Anteil des Praeputiums verwendet.
Die Dermissticke werden nach dem Verdau mit Dispase (vgl. 3.1.1) in einer
separaten Petrischale gesammelt, zerkleinert und mit einer 500 U/ml Kollagenase-
Losung fur 45 min bei im Brutschrank inkubiert. Die Zellsuspension gut
resuspendieren, um die Zellen zu vereinzeln und dann 5 min bei 1000 rpm
zentrifugieren. Den Uberstand verwerfen und das Pellet einmal mit DMEM-Medium
waschen, erneut zentrifugieren und das Pellet anschliel3end in einer entsprechenden

Zellkulturflasche aussaen.

Isolation primarer humaner Trachea-Epithelzellen

Die Isolation primarer humaner Trachea-Epithelzellen erfolgt aus Trachea-und
Bronchus-Biopsaten mittels einer Auswachsmethode. Dazu werden 6-Well Platten
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mit 500 pug/ml Kollagen Typ 1 aus der Ratte beschichtet. Nach Erhalt der Biopsate
werden diese zunachst mit MEM gewaschen, mit einem Skalpell er6ffnet und das
respiratorische Epithel mit einer Pinzette abgezogen. Das Epithel wird anschlie3end
mit einem Skalpell in kleine Stiicke (ca. 2 mm?) zerteilt und in die beschichteten
Wells der Zellkulturplatte gesetzt. Nach kurzem Antrocknen der Gewebestlcke
werden sie vorsichtig mit dem Trachea-Epithelzellmedium betropft. Alle 3 bis 4 Tage
wird ein Medienwechsel durchgefihrt und die Gewebestiicke nach 7 Tagen entfernt.
Nach 14 bis 21 Tagen bilden die Zellen in den Wells einen konfluenten Monolayer

und kdnnen fur Versuche verwendet werden.

Kultivierung der Zellen

Steriles Arbeiten an einer Laminar-Flow

Alle Zellkulturarbeiten sind steril unter einer Laminar-Flow-Werkbank vorzunehmen.
Die Zellkulturansatze werden bei 37C, 5 % CO , und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Je nach Zellart ist 1- bis 2-mal pro Woche eine mikroskopische Kontrolle, in deren
Rahmen das Kultivierungsmedium gewechselt wird, durchzufihren. Wenn die
Monolayer-Kultur, je nach Zellart, zu 70 — 90 % konfluent gewachsen ist, ist eine

Subkultivierung durchzuftihren.

Subkultivierung der Zellen

Die Subkultivierung wird an die unterschiedlichen Zelltypen angepasst:

Keratinozyten, Trachea-Epithelzellen, HBE und FHTE

Die Subkultivierung wird bei 70 - 80%iger Konfluenz durchgefuhrt. Der Zelllayer wird
2-mal mit PBS/EDTA Uberschichtet und fur jeweils 10 min bei 37T inkubiert.
Anschliel3end wird 0,25% ige Trypsin/EDTA zugegeben und die Zellen fir 1 - 3 min
bei 37<C inkubiert (dieser Schritt kann bei Trachea -Epithelzellen auch wegfallen,
wenn sich die Zellen bereits vollstandig geldst haben). Der enzymatische
Ablosevorgang wird unter dem Phasenkontrastmikroskop kontrolliert und kann u. U.
durch vorsichtiges Klopfen am Flaschenboden beschleunigt werden.

Die Trypsin/EDTA-Reaktion ist durch die Zugabe von 1 % FCS abzustoppen. Die

Zellen kénnen anschlieRend abgenommen, in einem Falcon-Réhrchen gesammelt
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und bei 1000 rpm fir 5 min pelletiert werden. Zuvor sind 100 pl Zellsuspension fur
die Zellzahlung im Casy-Partikelzahlgeréat einzusetzen. Das durch die Zentrifugation
gewonnene Zellpellet wird in einer entsprechenden Menge Zellkulturmedium

aufgenommen und 10* Zellen/cm? in eine Zellkulturflasche ausgesat.

Fibroblasten, HaCaT und Calu-3

Der Zelllayer wird 1-mal mit PBS/EDTA gewaschen und anschlieBend mit einer
0,25% igen Trypsin/EDTA-LAsung fir 3 min bei 37T inkubiert. Der enzymatische
Ablésevorgang wird unter dem Phasenkontrastmikroskop kontrolliert und kann u. U.
durch vorsichtiges Klopfen am Flaschenboden beschleunigt werden. Das Abstoppen
des Abloseprozesses erfolgt durch die Zugabe von 1 % FCS. Die Zellsuspension
wird in einem Falcon-Réhrchen gesammelt und 100 pl davon fir die Zellzahlung am
Casy eingesetzt. Die Zellsuspension ist bei 1000 rpm fur 5 min zu zentrifugieren. Das
Zellpellet ist im entsprechenden Zellkulturmedium zu resuspendieren und die Zellen

in einer Konzentration von 4 x 10° Zellen/ml auszusaen.

Zellz&hlung und Vitalitatstest

Aus der Zellsuspension werden 100 ni entnommen und mit 10 ml Casyton® (isotone
Elektrolytldsung) in einem Casy-Zahlréhrchen verdinnt.

Die Zellzahlung erfolgte elektronisch nach dem Widerstandsprinzip mit dem
Zellzahlgerat CASY 1, dies geschieht Uber eine Messkapillare. Sobald eine Zelle in
die Messkapillare eindringt, entsteht ein elektrischer Puls Uber die
Widerstandsanderung. Die entstandenen Impulse sind nach Gr6RRe differenziert,
dabei ist die jeweilige Pulsflache zum Zellvolumen proportional. Die angegebene
GroRRenverteilung bietet wichtige Informationen Uber den Zustand der gemessenen
Zellen, da sowohl zwischen Zelltrimmern als auch zwischen toten und vitalen Zellen
unterschieden werden kann. Gemessen werden jeweils 3 x400pul der
Zellsuspension. Daraus ist der Mittelwert zu berechnen. Die entsprechende

Verdinnung ist jeweils in das Ergebnis mit einzubeziehen.
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Herstellung des Kollagen-Tragermaterials

Gewinnung von Kollagen Typ 1 aus dem Rattenschwanz

Zur Gewinnung des Kollagen Typ 1 werden Rattenschwénze verwendet. Dazu
mussen die Rattenschwénze zunachst mit 70%igem Ethanol desinfiziert,
anschlieend die Sehnenfasern herausprapariert und mit Essigsaure bei 4 - 8C fur
5-7 Tage gelost werden. Anschliel3end wird die Konzentration des Kollagens auf
6 mg/ml eingestellt.

Das Kollagen wurde freundlicherweise von Herrn Schandar und Frau Mester zur

Verfligung gestellt, die die Isolation regelmafig durchfuhren.

Herstellung der azellularisierten Kollagenmatrix (  BioVaSc) aus

dem Schweinedinndarm

Zur Explantation der BioVaSc (Biological Vascularized Scaffold) werden deutsche
Landrasseschweine von 15 - 25 kg eingesetzt. Die Tiere werden heparinisiert und
unmittelbar vor der Explantation durch eine Uberdosis Narkotika getotet. Dann sind
Darmabschnitte im Bereich zwischen Jejunum und Duodenum mit sichtbarer Arterie
und Vene frei zu praparieren und die Blutgefa3e mit Brauntlen zu versehen. Das
versorgte Darmsegment muss mit einer 0,9%igen NaCl-Losung gespult und
anschlieBend das Darmlumen und weitere abfiihrende GefélRe so abgebunden
werden, dass ein ca. 50-80cm langes Stick mit erhaltenem Gefal3system,
arteriellem Zufluss und ventésem Ruckfluss, verbleibt. Der Transport der BioVaSc
erfolgt in einem verschlossenen Plastikbehalter auf Eis in PBS™ mit 1 % Gentamycin.

Die Azellularisierung sollte am Tag der OP erfolgen, spatestens aber einen Tag
danach, dann ist eine ausreichende Spulung der BioVaSc mit PBS™ im Anschluss an

die Explantation durchzufihren.
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Abbildung 8 Aufbau des Pumpsystems zur
Azellularisierung der BioVaSc.

(1) BioVaSc ist in einem Glasgefal3 durch die
Braunilen an das Pumpsystem angeschlossen
(2) Drucksensor zur Regulation des
Pumpdrucks

(3) Rollerpumpe

(4) Vorratsgefal fur die Azellularisierungslésung
(5) Abfallgefan fur die abflieRende

Azellularisierungslésung

Derselbe Aufbau wird auch fir die

anschlieBenden Spulvorgange verwendet.

Vor der Azellularisierung ist die BioVaSc mit PBS™ ausreichend zu sptlen, um Blut-
und Kotreste zu entfernen. Anschliel3end erfolgt die Spulung des Darmsegments mit
Natriumdesoxycholat Uber die Braunulen. Insgesamt wird mit einem Volumen von 2 |
bei einem Perfusionsdruck von 80 - 100 mmHg gesplilt, wobei auch etwas Lésung in
das Darmlumen gegeben werden muss, um auch hier eine optimale Zelllyse zu
gewahrleisten. Nach der Azellularisierung ist die BioVaSc mit mindestens 5 Litern
einer 0,9%igen NaCl-Loésung und dann mit 41 PBS zu spulen. Auch bei den
anschlieenden Spilvorgangen muss ein Perfusionsdruck von 80 - 100 mmHg

eingehalten werden.

Abbildung 9 (A) Schweinedinndarm vor dem Azellularisierungsvorgang, (B) Schweinediinndarm
wahrend der Azellularisierung, die Braunilen wurden an ein Schlauchsystem angeschlossen, welches
das Natriumdesoxycholat kontinuierlich mit gleich bleibendem Druck durch die GefalRe pumpt, (C)
Darmmatrix nach der Azellularisierung (BioVaSc), alle porcinen Zellen wurden entfernt, tibrig bleibt ein

weil3es Kollagengerist.

Nach den abschlieRenden Spilvorgdngen erscheint die verbliebene Darmmatrix
weil3, die Serosa kann nun abgezogen und die Blutgefalle konnen abgetrennt
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werden. Die azellularisierte BioVaSc ist dann in kleinere Stiicke zu zerteilen und bei
4 in sterilem PBS ™ auf einem Schiuttler zu waschen. Dabei ist das PBS™ alle 4 - 8h
auszutauschen. Im Anschluss muss die BioVaSc in frisches steriles PBS™ uberfuhrt
und Uber Nacht bei 25kGray sterilisiert werden. Nach der Gamma-Sterilisation und
der Uberfiihrung in frisches steriles PBS™ lasst sich die Kollagenmatrix bei 4T

lagern.

Aufbau der dreidimensionalen Modelle

Fur die Durchfihrung der Toxizitdts- und Biokompatibilitdtstests wurden
dreidimensionale Gewebemodelle eingesetzt. Diese wurden aus einem
entsprechenden Tragermaterial und den entsprechenden Zellen aufgebaut und unter

gewebetypischen Bedingungen kultiviert.

Aufbau des 3D-Hautmodells

Das Hautmodell ist aus priméren Fibroblasten in einer Typ 1-Kollagenmatrix und
darauf ausgesaten primaren Keratinozyten aufgebaut. Das zu verwendende Kollagen
und die Gelneutralisationsldsung werden in Falcon-Réhrchen vorgelegt und auf Eis
gestellt.

Die Fibroblasten sind wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben abzuldsen und die Zellen einer
Konzentration von 80 000 Zellen/400 pl GelgieR3lésung zu resuspendieren, die
GelgieBlosung setzt sich dabei 2:1 aus Kollagen-Typ1l und der
Gelneutralisationslosung zusammen. Mit Hilfe einer Multistep-Pipette werden ziigig
und luftblasenfrei jeweils 400 yl in die Inserts einer 24-Well Platte gegossen.
Anschliel3end erfolgt eine Inkubation der Gele fur 10 min im Brutschrank, um die
Gele gelieren zu lassen. Nach dem Ausgelieren wird jedes Well mit 1,5 ml DMEM mit
10 % FCS versetzt und tUber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag ist
das Medium vorsichtig abzusaugen und jedes Gel mit 25 pl Fibronektin zu
beschichten. Die Gele missen dann erneut fir 30 min im Brutschrank inkubiert
werden. Wahrend dieser Zeit erfolgt das Ablésen der Keratinozyten, wie in Kapitel
3.2.2 beschrieben. Pro Gel werden 1x10° Zellen aufgesat, dazu sind die
Keratinozyten in KBMr-Medium mit 5% FCS zu resuspendieren. Nach
anschlieBender Inkubation der Gele im Brutschrank fir 45 min werden diese mit
demselben Medium submers gesetzt, d.h. die Gele werden vollstandig mit Medium
bedeckt. Innerhalb von 6 - 7 Tagen wird die Konzentration des FCS im Medium von

5% auf 0% reduziert. Nach dieser Zeit sind die Gele Iuftexponiert (Airlift-
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Kultivierung) weiterzukultivieren und kénnen nach 14 - 16 Tagen fir Versuche
verwendet werden. Um den korrekten Aufbau der Hautgele zu gewéhrleisen, ist nach
9 Tagen Airlift-Kultivierung ein Gel mit Histofix zu fixieren, in Paraffin einzubetten und
der fertige Schnitt mit Hamalaun/Eosin zu farben.

Abbildung 10 Kultivierung der 3D-Hautmodelle in 24-Well Inserts: (A) verwendete PET-Inserts, (B)
Hautgele bei submerser Kultivierung, d.h. sie sind noch vollstandig mit Medium Uberdeckt, um die
Proliferation der Keratinozyten zu gewahrleisten, (C) Hautgel bei der Airlift-Kultivierung, die Gele
erhalten nur noch von basal Medium, apikal hat das Hautmodell Luftkontakt, damit die Kerationzyten

differenzieren und eine Hornschicht ausbilden kdnnen.

Aufbau des 3D-Tracheamodells

Zum Aufbau des Tracheamodells werden die Zellen auf die azellularisierte BioVaSc
aufgesiedelt. Dazu sind die azellularisierten und sterilen Darmsticke zuvor in dem
entsprechenden Medium zu inkubieren, um die Adhéasion von Proteinen aus dem
Zellkulturmedium an der Kollagenmatrix zu gewdahrleisten. Sowohl bei der Insert- als
auch bei der Matrixbesiedelung werden pro cm? Flache jeweils 500 000 primare
Fibroblasten und 1 x 10° primére Trachea-Epithelzellen oder maximal 500 000 Calu-
3 Zellen ausgesat. Die Fibroblasten sind wie in 3.2.2 beschrieben abzulésen und in
maximal 100 pl Medium auf die Lumenseite der zugeschnittenen BioVaSc

aufzusaen. AnschlieRend sind die Zellen fur 24 h im Brutschrank zu inkubieren.
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Abbildung 11 (A) Azellularisierte BioVaSc vor der Besiedelung mit Zellen, (B) mit Fibroblasten

besiedelte BioVaSc zur dynamischen Kultivierung im Bioreaktor. Die rétliche Farbe der BioVaSc
entsteht durch den Farbstoff Phenolrot, der dem Fibroblastenmedium zugesetzt ist. (C) Bioreaktor
zum Aufbau des dreidimensionalen Tracheamodells, die BioVaSc wird mit einem kleinen Rahmen
eingespannt, (D) eingespannte BioVaSc in Zellkronen zur statischen Kultivierung des Tracheamodells,
(E) bereits eingespannte und mit Fibroblasten besiedelte BioVaSc in Zellkronen, (F) statische
Kultivierung der Zellkronen in einer 24-Well Platte, die Zellen erhalten basolateral Medium und haben
apikalen Luftkontakt.

Nach 24 h Inkubation wird die Matrix, bzw. das Insert umgedreht und die Oberseite
mit den Trachea-Epithelzellen oder Calu-3 Zellen besiedelt. Anschlie3end ist
nochmals eine statische Kultivierung bei 37T im Brutschrank fir 24h
durchzufihren. Wahrend die Inserts nach diesem Kultivierungsschritt auch weiterhin
statisch kultiviert werden, ist die BioVaSc in den sterilen Trachea-Bioreaktor zu
tberfuhren und unter dynamischen Bedingungen zu kultivieren.

Die Drehzahl der Pumpe fir die Luftzufuhr sollte dabei auf 28,7 U/min alternierend
eingestellt sein, das entspricht einer Frequenz von 0,1 Hz und 0,6 V. Die Pumpen-

drehzahl fir den Medienkreislauf ist auf 5 U/min einzustellen.
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Herstellung der Nanopartikel-Dispersion

Fur die Untersuchung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen mussen die Nanopartikel in
einer bestimmten Konzentration auf die Zellen, bzw. die Gewebemodelle aufgetragen
werden. Dazu sind Dispersionen der Nanopartikel mit DMEM und 10%igem FCS

nach folgendem Protokoll herzustellen:

Tabelle 17 Einzelne Arbeitsschritte zur Herstellung der Nanopartikel-Dispersionen

Arbeitsschritt

Bemerkung

Einwiegen von jeweils 5 mg Probenmaterial
in ein Probengefal? aus Glas

ProbengeféalRe mit Alufolie verschlieRen
Im Hitzesterilisationsschrank bei 160C
trockener Hitze fur mindestens 3 h, am
besten aber tGber Nacht

Abklihlen der Proben

Das Probenmaterial ist elektrostatisch, daher
mdglichst vorsichtig in die Glaschen
einfillen, um Staubbildung zu vermeiden.
Weil3e Schraubdeckel der Probengefalie
missen separat autoklaviert werden (im
Dampfsterilisator bei 2 bar fur 25 min)

Zugabe von jeweils 10 ml
Dispergierungsmittel (DMEM + 10% FCS)

Zur Homogenisierung der Referenzproben,
werden Blausasbestfasern fir 30 Sekunden
mit dem Ultrathruax zerkleinert

Das Dispergierungsmittel schon vorher
komplett ansetzten (wichtig: die
entsprechende Charge FCS wegen der
Vergleichbarkeit verwenden)

Ab hier mussen die Proben unter der
Sterilbank weiterverarbeitet werden.

Die Aufsatze fur den Ultrathurax missen vor
der Verwendung mit 70%igem Ethanol
sterilisiert werden.

Alle Probengefal3e anschlieRend mit den
weilden Schraubdeckeln verschlieRen und 2

Mal fur 15 min im Ultraschallbad behandeln.

Die Glaschen so einspannen, dass sie
keinen Kontakt zum Gefalirand des
Ultraschallbads haben und ein Drittel des
Probengefalies im Wasser liegt. Wasserbad
bezuglich der Temperatur zwischen den
Ultraschallbehandlungen kontrollieren, ggf.
mit Eis kihlen.

Nach den Dispergierungsschritten kénnen die sterilen Proben in 15 ml Falcon-
Rohrchen Gberfihrt und bei 2 - 8C gelagert werden, die Konzentration pro Probe

betragt 500 pg/ml.
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Durchfiihrung nanotoxikologischer Versuche an Monol ayer-

kulturen in Inserts

Zur Untersuchung freigesetzter Entzindungsmediatoren werden primare
Keratinozyten und HaCaT-Zellen in Inserts ausgesat, um eine Trennung der apikal
zugegebenen Nanopartikel und der basal abgenommenen Medienprobe zu
erreichen. Es sind 12-Well Inserts einzusetzen, auf die jeweils 1 x 10°> Zellen
ausgesat und fur 24 h bei 37C bis zur Verwendung fir den Versuch inkubiert
werden. Vor dem Versuch muss das Zellkulturmedium basal mit 500 ul frischem
Medium erneuert und das Zellkulturmedium apikal komplett entfernt werden. Die zu
testenden Nanopartikelpulver sind mit einer Pasteurpipette apikal direkt auf die
Zellen aufzustduben. Von den Dispersionen und Referenzsubstanzen in Ldsung
werden jeweils 200 pl apikal auf die Zellen aufgetragen. Zu untersuchen sind
Dispersionen und Pulver von Carbon Black, Carbon Nanotubes und Titandioxid.
Eingesetzte Negativkontrollen sind die jeweils eingesetzten Zellkulturmedien,
Keratinozytenbasalmedium und das DMEM mit 10%igem FCS, Positivkontrolle stellt
0,1%iges SDS dar.

Alle Proben sind bei 37<C fir 24 h bis 48 h zu inku bieren, anschlieRend ist basal eine
Probe des Zellkulturmediums von 150 pyl zu ziehen und bis zur weiteren
Untersuchung bei -20C zu lagern. Die Zellen werden mit Histofix fir 30 min fixiert, in
Paraffin eingebettet und Schnitte sowie Ubersichtsfarbungen mit Hamalaun/Eosin
angefertigt.

Durchfiihrung nanotoxikologischer Versuche an Monol ayer-

kulturen in Well-Platten

Fur die Untersuchungen des nanotoxikologischen Effekts durch die
Genexpressionsanalyse werden die primaren Keratinozyten in einer Zelldichte von
2 x 10* Zellen pro Vertiefung in eine 12-Well Platte ausgesét. Bei einer Konfluenz
von 80 — 90 % konnen die Kulturen fir die Versuche eingesetzt werden. Das Medium
ist dafir abzunehmen und durch jeweils 500 ul der zu untersuchenden Dispersion
und zuséatzlich 500 pl frischem Zellkulturmedium zu ersetzen. Die eingesetzten
Proben und Inkubationszeiten entsprechen denen aus den Versuchen mit

Monolayerkulturen in Inserts.
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Durchfiihrung nanotoxikologischer Versuche an 3D-Ge webe-
modellen

Zur Untersuchung der Toxizitat von Nanopartikeln an den 3D-Gewebemodellen,
werden pro Modell jeweils 50ul der zu testenden Dispersionen und
Referenzsubstanzen mit einer Eppendorfpipette aufgetropft. Die Nanomaterialpulver
sind wie auch in den Monolayerversuchen mit einer Pasteurpipette aufzustauben. Die
Inkubation ist fiir 24 h bis 48 h bei 37T durchzufi hren.

Charakterisierung der Zellen mittels Immunhistoche mie

Herstellung von Paraffinschnitten

Nach der Versuchsdurchfihrung, sowie zur Kontrolle des Modellaufbaus ist zu
verschiedenen Zeitpunkten die Fixierung von Haut- und Tracheamodellen
durchzufihren. Die Zellmodelle werden dazu aus den Zellkulturplatten, bzw. den
Bioreaktoren genommen und in einer separaten Platte mit Histofix fir minimal 1 h bei
RT fixiert und anschlieend 2 - 6 h in Leitungswasser gewassert. Das Einbetten der

Proben erfolgt anschlieRend in einem Einbettautomaten (Tabelle 18).

Tabelle 18 Programm des Einbettautomaten

Lésung Zeit [h]

Leitungswasser | 1

Leitungswasser Il

70% Ethanol (v/iv)%
90% Ethanol (v/v)%
96% Ethanol (v/v)%

Isoproponal |

Isoproanol Il

Xylol/Isopropanol 1:1

Xylol |
Xylol I

Flissiges Paraffin |

W W R R R R R R R R R

Flissiges Paraffin Il
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Nach dem Einbetten missen die Proben in flussigem Paraffin in Metallschalen
geblockt und anschlieend mit dem Mikrotom in 3 um didnnen Schnitten auf
Glasobjekttrager gezogen werden. Vor der Verwendung der Schnitte fir eine
histologische oder immunhistologische Farbung ist eine Entparaffinierung
durchzufihren (Tabelle 19), um die entsprechenden Bindungstellen der Zellen fir die
Farbstoffe oder Antikdrper frei zu legen. Vor dem Beginn der Entparaffinierung sind
die Objekttrager fur 30 min bei 60T zu lagern, um ein Schmelzen des Paraffins zu

bewirken.

Tabelle 19 Die einzelnen Schritte der Entparaffinierung

Arbeitsschritt Zeit [min]

Roticlear | 10

Roticlear Il

96% Ethanol |

96% Ethanol Il

70% Ethanol

NN N N W

50% Ethanol

Herstellen von Cytospots

Zur Herstellung von Cytospots werden die Zellen zuerst, wie in 3.2.2 beschrieben,
passagiert und gezahlt. Dann erfolgt die Herstellung einer Verdinnung mit PBS’, je
nach Zelltyp ist eine Konzentration von ca.10 000 - 100.000 Zellen/ml einzustellen.
Je 200 ul davon werden in eine Shandon Cytospotapparatur mit Objekttrager (OT),
Cytofunnel und Filterkarte eingeflllt und im Cytospin bei 500 U/min fir 10 min
zentrifugiert. Die fertigen Spots lassen sich nach 30 min Lufttrocknung bei —20C

lagern.

Kultivierung und Fixierung von Zellen in Chamber s lides

Fur den Nachweis von Zell-Zell-Kontakten wurden 5 000 - 10 000 Zellen pro
Kammer in 8-Well Glas-Chamber slides ausgesat und nach 3 — 4 Tagen Kultivierung
fixiert. Das Zellkulturmedium ist dazu vorher abzunehmen und durch eine 1:1

Mischung Aceton/Ethanol zu ersetzen. Die Zellen werden anschlie3end fur 5 min bei
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RT fixiert, das Fixierreagenz abgenommen und die slides entweder direkt gefarbt

oder in Alufolie eingeschlagen bei -20C aufbewahrt .

Antikorperfarbung

Bei der Antikorperfarbung kdnnen gezielt spezifische Zellstrukturen nachgewiesen
werden. Die Zellen lassen sich somit eindeutig charakterisieren und auf bestimmte
funktionelle Zellbestandteile, auf ihre Differenzierung oder Zellkontakte hin
untersuchen. Die Antikorperfarbung wird mit dem EnVision Kit von Dako an fixierten
Zellen, bzw. Gewebeschnitten durchgefihrt. Ein Primarantikérper bindet dabei
spezifisch an Antigene der Zellen. AnschlieRend wird ein Sekundarantikorper
zugegeben, der gegen den Primarantikérper gerichtet ist und an diesen bindet.
Durch nachfolgende Zugabe eines Chromogens kommt es zu einem Farbumschlag,
der die Antikdrperbindung sichtbar macht. Eine Gegenfarbung der Zellkerne kann, je
nach Antikorperfarbung, mit einem Fluoreszenzfarbstoff mit 4,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) oder bei einer Farbung mit Meerrettich-Peroxidase (Horse radish
peroxidase, HRP) mit Hamalaun durchgefuhrt werden.

Je nach Antikorper ist eine Demaskierung der Epitope vorzunehmen, d.h. zunachst
muissen Paraffinschnitte nach Tabelle 19 entparaffiniert und anschlieRend evtl.
nochmals im Dampfgarer hitzebehandelt werden, um die Epitope freizulegen. Diese
Behandlungsschritte variieren je nach Antikdrper und sind in den einzelnen
Datenblattern angegeben. Alle Antikérper wurden vor der Verwendung an den

Gewebemodellen an Schnitten der nativen Gewebe getestet.
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Tabelle 20 Einzelne Schritte der Antikdrperfarbung mit dem Dako EnVision System

Lésung Zeit[min]  Bemerkung

Peroxidase Blocker 5 Blocken unspezifischer Bindungsstellen

Waschpuffer 2 Spilen

Primarantikorper (ca. 30-60 Spezifische Bindung des ersten Antikdrpers

50 ul/Schnitt)

Waschpuffer 3x2 Spulen

HRP gekoppelter 30 Bindung des zweiten Antikorpers

Sekundarantikorper

Waschpuffer 3x2 Spulen

Chromogen (mit 5 Farbung

Substratpuffer 1/50

verdinnt)

H,O dest. 1 Sptlen

Hamalaun kurz Gegenfarbung

H,O dest. - Unter flieRendem Wasser spuilen, bis Wasser
Klar ist

Leitungswasser 5 Blauen

70% Ethanol kurz Entwassern

96% Ethanol 2 Entwassern

96% Ethanol 2 Entwassern

Isopropanol | 5 Entwassern

Isopropanol Il 5 Entwassern

Alle Schritte sind bei Raumtemperatur (RT) durchzuflhren. Fur die Inkubation der
Peroxidase und der Antikodrper sind die Objekttrager jeweils in eine feuchte Kammer
zu legen. Anschlie3end kénnen die Schnitte mit Isomount® und einem Deckglas

eingedeckt werden.

Messung von Entziindungsmarkern mittels eines Enzym e Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) und FlowCytomix

Die Menge an gebildeten Entzindungsmarkern, bzw. Zytokinen, die in
Stresssituationen von den Zellen produziert und ausgeschiuttet werden, kann in den
Zellkulturiberstanden mittels ELISA bestimmt werden. Hierzu werden 96-Well
Platten verwendet, die mit den jeweiligen Antikrpern beschichtet sind, welche die
entsprechenden Antigene aus dem Uberstand binden konnen. Nach dem

Abwaschen nicht gebundener Proteine wird ein Sekundar-Antikdrper aufgetragen,
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der wiederum an das Antigen bindet. Der Sekundar-Antikdrper ist mit einem Enzym
gekoppelt, welches anschlieRend ein zugegebenes Chromogen in ein farbiges
Endprodukt umsetzt.

Die zu testenden Zellkulturiiberstdnde werden den Zellkulturen und organotypischen
Kulturen bei den jeweiligen Versuchen nach 24 h und 48 h entnommen und bei -
20T eingefroren. Zum einen wurden fur den Nachweis von IL-1alpha, IL-1beta, IL-4,
IL-6 und IL-8 Instant-ELISA-Kits der Firma BenderMed, aber auch Ready-SET-Go-
Kits der Firma eBioscience verwendet.

Desweiteren wurde auch mit einem Multiplex-System der Firma BenderMed
gearbeitet. Mit diesem System kdnnen gleichzeitig verschiedene Interleukine tber
FACS gemessen werden. Das Testprinzip entspricht dabei dem eines
herkdbmmlichen Sandwich-ELISA, mit der Ausnahme, dass sich die zu testenden
Antigene an Kugeln mit den entsprechenden Antikdrpern binden. Diese kénnen
spater Uber ihre GrolBe und Fluoreszenz im FACS gemessen werden. Die
Durchfiihrung des Tests findet auch in einer speziellen 96-Well Platte statt. Am Ende

des Tests werden die einzelnen Proben in FACS-R6hrchen tberfuhrt und gemessen.

Durchfiihrung des Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Assays

Das Absterben von Zellen in einer Kultur kann Uber eine Quantifizierung der
Membranschadigung bestimmt werden. Dabei ldsst sich die Konzentration des
zytosolischen Enzyms LDH im Medienuberstand messen. LDH ist ein ubiquitares
Enzym, welches bei Membranschadigung sofort ins Kulturmedium abgegeben wird.
Die gemessene Enzymaktivitdt im Medium ist direkt proportional zu der Anzahl der
lysierten Zellen. Das LDH kann dabei im Zellkulturmedium tber zwei
Enzymreaktionen gemessen werden. Im ersten Schritt reduziert die freigesetzte
Laktat-Dehydrogenase NAD* zu NADH/H® durch die gleichzeitige Oxidation von
Laktat zu Pyruvat. In der zweiten enzymatischen Reaktion werden Uber den
Katalysator Diaphorase, 2 Protonen (H) von NADH + H* auf das gelbe Tetrazolium-
Salz INT (2-[4-iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazolium Chlorid) Gbertragen.
Dieser Schritt reduziert INT zu rotem Formazan, welches photometrisch gemessen
werden kann.

Zur Untersuchung des LDH-Gehalts wurde der Cytotoxicity Detection Test der Firma

Roche nach dem im Kit beiliegenden Protokoll durchgefuhrt (2.6.1).
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- Charakterisierung der Zellen mittels histologische r

Farbungen

- Hamalaun-Eosin-Farbung

Zur Ubersichtsdarstellung von Schnitten aus den aufgebauten Gewebeaquivalenten
wird eine Hamatoxilin-Eosin Farbung durchgefihrt. Der Farbstoff Hamalaun wird aus
naturlichem Hamatoxylin hergestellt. Hamalaun farbt alle sauren, bzw. basophilen
Molekile (Zellkerne, DNA, raues Endoplasmatisches Retikulum) blau an, alle
basischen, bzw. acidophile Strukturen (Zellplasmaproteine) werden dagegen rot
angefarbt. Die Objekttrager mit Paraffinschnitten missen zunéchst, wie in Tabelle 19
beschrieben, entparaffiniert werden.

Tabelle 21 Einzelne Arbeitsschritte der Hamalaun-Eosin Farbung

Lésung Zeit[min]  Bemerkung

Hamalaun 8 Farben

H,O bidest. 3 Uberschiissige Farbelosung entfernen
HCI-Alkohol 0,5 Differenzieren

H,O bidest. 1 Spilen

Warmes Leitungswasser 5 Blauen

Eosin 1 Gegenfarben der Kerne

H,O bidest. 3 Uberschiissige Farbeldsung entfernen
70% Ethanol 1 Differenzieren

96% Ethanol 2 Entwéassern

96% Ethanol 2 Entwéassern

Isopropanol | 5 Entwassern

Isopropanol 11 5 Entwassern

Anschliel3end kénnen die Schnitte mit Isomount® und einem Deckglas eingedeckt

werden.

- Movat-Pentachromfarbung

Zur Herstellung von Ubersichtsschnitten nativer humaner Trachea wurde mit
Paraffinschnitten dieses Gewebes eine Movat-Pentachromfarbung durchgefinhrt.
Zellkerne sind anschlieBend blauschwarz, das Zytoplasma rot, Kollagen gelb,

mineralisiertes Knorpergewebe blau-griin, saure Glykosaminglykane hellblau und



76 Methoden

Muskelgewebe orange eingefarbt. Die Objekttrager mit Paraffinschnitten missen

zunéachst, wie in Tabelle 19 beschrieben, entparaffiniert werden.

Tabelle 22 Einzelne Arbeitsschritte der Movat-Pentachromfarbung

Lésung Zeit[min]  Bemerkung

Alcianblau 10 Farben

H,O bidest. 5 Spilen, hydratisieren
Alkalischer Alkohol 60 Fixierung des Alcianblau

H,O bidest. 5 Spilen unter flieRendem Wasser
Eisenhamatoxylin 10 Farben

H,O bidest. 1 Spilen unter flieRendem Wasser
Leitungswasser 15 Wassern

Brilliant Crocein S&ure- 30 Farben

fuchsin

0,5% Essigsaure kurz Spulen

5% Phosphorwolframsaure 15 Differenzieren

0,5% Essigsaure 5 Spulen (OT leicht schwenken)
96% Ethanol 2x5 Spilen

Saffron du Gatinais 60 Farben

70% Ethanol 1 Entwassern

96% Ethanol 2 Entwassern

96% Ethanol 2 Entwassern

Isopropanol | 5 Entwassern

Isopropanol Il 5 Entwassern

Anschlie3end kénnen die Schnitte mit Isomount® und einem Deckglas eingedeckt

werden.

- Alcianblau-Farbung

Mit der Alcianblau-Farbung lassen sich in histologischen Schnitten durch
elekrostatische Wechselwirkungen des im Farbstoff enthaltenen Kupfers mit
Mucopolysacchariden und Glucosaminoglykanen diese im Schnitt blau anfarben. Die
Objekttrager mit Paraffinschnitten missen zunachst, wie in Tabelle 19 beschrieben,

entparaffiniert werden.
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Tabelle 23 Einzelne Schritte der Alcianblau-Farbung bei pH 2,5

Lésung Zeit[min]  Bemerkung
3% Essigsaure 3 Spilen
Alcianblau pH 2,5 30 Farben

3% Essigsaure 1 Spilen
H,O bidest. 1 Spulen
Kernechtrot 5 Farben
H,O bidest. 1 Spulen
96% Ethanol 2 Entwéassern
96% Ethanol 2 Entwéassern
Isopropanol | 5 Entwassern
Isopropanol Il 5 Entwassern

Anschliel3end kénnen die Schnitte mit Isomount® und einem Deckglas eingedeckt

werden.

Fixierung von Gewebeschnitten flr das Rasterelektr ~ onen-
mikroskop

Um Aufnahmen von Gewebeschnitten mit dem Rasterelekronenmikroskop machen
zu konnen, mussen die Schnitte und Gewebestlcke zuvor speziell entwassert

werden. Paraffinschnitte sind zuvor zu entparaffinieren.

Tabelle 24 Fixierungsschritte von Schnitten oder Geweben mit Glutardialdehyd fir das REM

Lésung Zeit [min] Bemerkung

2,5%ige Glutardialdehydlésung 30min-8h Die Fixierungszeit der Probe
variiert je nach Dicke des
Gewebes/Schnittes

25 % Ethanol 5min-8h Auswaschen des Glutardialdehyd
50 % Ethanol 5min-8h Auswaschen des Glutardialdehyd
75 % Ethanol 5min-8h Auswaschen des Glutardialdehyd
96 % Ethanol 5min-8h Auswaschen des Glutardialdehyd

AnschlieRend die Proben lufttrocknen lassen.
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/ Untersuchung des Hautmodells mittels Raman-
Spektroskopie

Mit der Raman-Spektroskopie lassen sich Proben mit einer hohen Auflésung (unter
1 um) charakterisieren. Zum einen findet diese Methode Anwendung im Bereich der
Materialcharakterisierung, zum anderen wird sie aber immer mehr auch im Bereich
der biologischen Anwendungen, wie der Untersuchung von Bakterien oder Zellen,
eingesetzt. Durch die Wechselwirkung von eingestrahltem Laserlicht mit Molekilen in
einer Probe lassen sich durch die Frequenzverschiebung des zuriickgestreuten
Lichts (= Raman-Spektrum) einzelne Molekile detektieren. Dabei ergeben sich fir
die einzelnen Molekile charakteristische Fingerprints. Die Vorteile im Bereich der
biologischen Anwendungen liegen in einer zerstorungsfreien und marker-
unabhéngigen Methode, die auch zur Untersuchung von Hautmodellen in Kontakt mit
Nanopartikeln versuchsweise eingesetzt wurde.

Die zu untersuchenden Substanzen werden mit einer Pasteurpipette auf die
Hautgele aufgestaubt. Nach 24 h Inkubation der Gele im Brutschrank muss das
Nanomaterial-Pulver mehrmals durch Spilen mit PBS™ entfernt werden, dann sind die
Gele aus den Inserts zu nehmen und auf einen Glasobjekttrager zu setzen. Die
Untersuchung im Raman-Spektroskop fanden mit einem 785 nm Diodenlaser statt

und wurden freundlicherweise von Frau Dreiling durchgefuhrt.

0  Untersuchung mdglicher toxischer Einflisse mittels Gen-
expressionsanalyse

In Genexpressionsanalysen wird die genetische Information mit biochemischen und
molekularbiologischen Methoden untersucht. Dabei kdnnen sowohl qualitative
Aussagen uber die Genaktivitat als auch quantitative Aussagen uber verschiedene
Gene gemacht werden. Im Hinblick auf die Nanotoxizitat besteht so die Mdglichkeit,
durch ein breites Screening an Genen, die Gene heraus zu filtern, die durch den
Kontakt der Zellen mit den Nanopartikeln verstarkt oder vermindert reguliert werden.

Durch die am Fraunhofer IGB entwickelte Multidemensional Electrophoretic System
of Separation for the Analysis of Gene Expression (=MESSAGE) Technologie
[Lindemann 2006] ist es moglich, die differenzielle Genexpression in einem Genom

zu untersuchen. Die Grundlage bildet dabei ein zweidimensionales Gelsystem, in
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dem komplexe cDNA-Proben durch Gelelektrophorese hochauflésend getrennt

werden.

Abbildung 12 Prinzip der vergleichenden Genexpressionsanalyse MESSAGE (modifizierte Abbildung
nach BlOspektrum 2006)

Bereits 1ug des zu untersuchenden Materials reicht aus, um zun&chst
doppelstrangige cDNA zu synthetisieren, die dann mittels der Polymerase Chain
Reaction (=PCR) amplifiziert werden koénnen. AnschlieBend wird eine
zweidimensionale Gelelektrophorese durchgefuhrt. Hier wird in einem nicht-
denaturierenden Polyacrylamidgel zunachst die spezifische cDNA in der 1.
Dimension nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. In einer zweiten Auftrennung
erfolgt dann die Trennung nach dem GC-Gehalt, wobei das Gel einen zunehmenden
Denaturierungsgrad  aufweist.  AnschlieBend lassen sich die Gele mit
Fluoreszenzfarbstoffen, wie z.B. SYBR Gold anfarben und so cDNA-Fragmente in
Form einzelner Spots visualisieren. Die Spots kdnnen gezielt gepickt, reamplifiziert
und sequenziert werden; so lassen sich die Gene herausfiltern, die eine verstéarkte
oder verminderte Genexpression aufweisen (Abbildung 12).

Die Genexpressionsanalysen wurden im Rahmen einer von mir betreuten Master-

arbeit durchgefihrt.

0 Isolation der Gesamt-RNA aus Keratinozyten

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgt mit dem RNeasy Mini Kit von Quiagen nach
dem Isolationsprotokoll des Herstellers. Bei der Isolation der RNA aus dem
Keratinozyten-Monolayer in einer 12-Well Zellkulturplatte sind die Zellen zun&chst mit
PBS’ zu spulen und werden anschlieend mit jeweils 350 pul RLT-Puffer und einem

Zellschaber manuell abgelost. Die Homogenisierung erfolgt durch mehrmaliges Auf-
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und Abziehen einer Spritze mit Injektionsnadel (0,9 mm). Die Weiterverarbeitung ist,
wie in Tabelle 25 beschrieben, durchzufihren. Wichtig ist die Verwendung von
RNAse freiem Wasser, um eine Denaturierung der RNA und DNA zu verhindern.

Tabelle 25 Durchfiihrung der Isolation von Gesamt-RNA nach dem Protokoll des Herstellers

Arbeitsschritt Durchfuihrung

1 Lysat wird mit dem selben Volumen 70 % Ethanol vermischt
2 Lysat-Ethanol-Gemisch auf eine RNeasy Mini-Saule auftragen und fur

15 Sekunden bei 8000 g zentrifugieren

3 Zugabe von 700 pl RW1 Puffer auf die Mini-S&aule und erneutes
Zentrigugieren fir 15 Sekunden bei 8000 g

4 Waschen der Saule mit 500 ul RPE-Puffer, 15 Sekunden
zentrifugieren bei 8000 g

5 Waschen der Saule mit 500 ul RPE-Puffer, 15 Sekunden
zentrifugieren bei 8000 g

6 Elution der RNA mit 30 ul RNAse freiem Wasser, 1 min zentrifugieren
bei maximaler Geschwindigkeit

7 Die eluierte RNA kann bei -80C gelagert werden

0 Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der Gesamt -RNA

Zur Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der isolierten RNA wird der
Bioanalyzer 2100 von Agilent Technoloies in Kombination mit dem RNA 6000 Nano
Kit verwendet. Die Messung basiert auf der Kapillarelektrophorese, d.h., die
Nukleinsauren werden uber Mikrofluidtechnik elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Durchfiihrung des Tests erfolgt nach den Angaben des Herstellers, die Auswertung

wird mit der 2100 Expert Software des Bioanalyzers durchgefihrt.

0 Synthese der cDNA

Zunachst muss die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben werden. Dies erfolgt durch
die sogenannte Erststrangsynthese mit einem modifizierten Protokoll des SMART™
cDNA Library Construction Kit von BD Bioscience. Hierfir werden 1 -3 ul RNA
eingesetzt, die RNA-Gesamtkonzentration muss 1 pg betragen. Die RNA wird mit
jeweils 1 ul eines 10 uM SMART_dM Primer und SMART_T13_VN versetzt und mit
DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 5 pl aufgefillt. Zur Denaturierung der
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RNA-Sekundarstruktur wird der Ansatz fur 2 min bei 72C auf einem Heizblock
inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt. Anschlie3end werden 2 pl 5 x Erststrang
Puffer, 1 ul 100 mM DTT, 1 pl 10 mM dNTP-Mix und 1 pl des Enzyms PrimeScript
Reverse Transkriptase zugegeben und der Ansatz vorsichtig gemischt. Die
Enzymreaktion der Reversen Transkriptase erfolgt bei 42<C fir 1 Stunde und wird
durch die Uberfiihrung auf Eis abgestoppt. Nun kann die cDNA in einer Long
Distance PCR (LD-PCR) zu einer Doppelstrang DNA (dsDNA) synthetisiert werden.

0 Synthese der dsDNA

Die Synthese der dsDNA wird unter der Verwendung des BD Advantage™ 2

Polymerase Mixes durchgefilhrt. Dieser besteht aus der Platihum™ Tag-DNA
Polymerase in Kombination mit BD TaqStart'™™ Antikérper und der Proofreading
Polymerase.

Der Ansatz fur die LD-PCR setzt sich folgendermal3en zusammen:

Tabelle 26 Ansatz fur die LD-PCR

LOsung Menge
Erststrang-cDNA 10 pl
H,O 72 ul
10 x Advantage 2 PCR Puffer 10 ul
dNTP-Mix (10mM) 2 ul
A2Sau3A-Primer (uUM) 4 ul
50 x Advantage 2 Polymerase Mix 2 ul

Nach einer guten Durchmischung des Ansatzes kann dieser fir die LD-PCR
eingesetzt werden. Diese beginnt mit einem Heil3start und lauft nach dem Protokoll in
Tabelle 27 ab.

Tabelle 27 Protokoll der LD-PCR

Schritt Temperatur Zeit Bemerkung
1 95T 20 sec Denaturierung der Sekundarstruktur der
2 95T 5 sec Einzelstrang-cDNA (ss-cDNA) und der an die

DNA gebundenen Antikérper

3 68T 6 min Hybridisierung der  Oligonukleotide und

Elongation der cDNA
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Schritt 2 und 3 werden noch 4 Mal wiederholt, sodass geniigend dsDNA synthetisiert

wird.

0 Aufreinigung der DNA-Fragmente

Die Aufreinigung der DNA-Fragmente ist mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach
dem Protokoll des Herstellers durchzuftihren.

0 Restriktionsverdau und Fallung der dsDNA

Mit einem Restriktionsenzym kann die DNA an definierter Stelle geschnitten und die
DNA-Fragmente dann weiter untersucht werden. Fir den Restriktionsverdau wird
hier das Enzym Rsal verwendet. In einem 120 pl Ansatz werden 90 pl des DNA-
Eluats mit 12 pl 10 x NEB Puffer 1 pl und 12 pl 10 x BSA gemischt und nach der
Zugabe von 30U der Restriktionsendonuclease Rsal fur 2 Stunden bei 37T
inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Fallung der DNA durch die Zugabe von 0,1
Volumen Natriumacetat (pH 5,3), 6 ul Glykogen und 4 Volumen 100% Ethanol (auf -
80T gekuhlt) bei -80T fur 2 Stunden. Die ds-cDNA- Fragmente lassen sich durch
eine Zentrifugation bei 16 060 g, 4C fur 25 min pe lletieren und anschlieRend fir
5 min lufttrocknen. Das Pellet ist dann in 10 yl H20 aufzunehmen und kann fur die

Adapterligation eingesetzt werden.

0- Adapter-PCR | (Suppressions-PCR)

Die Adapter-PCR dient der selektiven Amplifizierung der 3’Fragmente der Rsal-
verdauten cDNA-Fragmente, die zuvor durch eine Ligation mit einem

entsprechenden Bindungsstiick verknlpft wurden.

Synthese des Adapter-Stocks (Adapter- Rsal)

Fur die Synthese eines 20 uM Adapter-Stocks werden jeweils 20 pl des 100 uM Long
Oligo Rsal- und des 100 pM Short Oligo Rsal-Primers mit 10 pl 10 x NEB_T4-DNA-
Ligase Puffer versetzt und mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 ul aufgefulit.
Durch die Inkubation des Ansatzes bei 95T fir 3 min und einer Abkthlungsphase
Uber Nacht hybridisieren die komplementaren Nukleotidsequenzen zu
doppelstrangigen Adaptoren, welche fir die Ligation der Rsal verdauten ds-cDNA

eingesetzt werden kénnen.
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Ligation des Adapter-Stocks

Fur die Ligation werden zu den 10 pl ds-cDNA, die mit Rsal verdaut wurde, 2 pl 10 x
NEB_T4-DNA Ligase Puffer und 1 pl T4-DNA-Ligase zugegeben und mit Wasser auf
20 ul aufgefllt. Der Ansatz ist gut zu mischen und Uber Nacht bei 16T zu
inkubieren. Die Aktivitat der Ligase wird durch die Inkubation des Ansatzes bei 65T
fur 10 min inaktiviert und anschlielBend mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von
100 ul aufgefullt. AnschlieRend ist der Ansatz mittels des QIAquick PCR Purification
Kits aufzureinigen und mit 60 pl Elutionspuffer zu eluieren. Aus diesem Pool kdnnen

in der Adapter —PCR | die 3’ Fragmente selektiv amplifiziert werden.

Zur Durchfuhrung der Adapter-PCR | wird der PCR-Ansatz nach Tabelle 28 pipettiert.

Tabelle 28 PCR-Ansatz fur die Adapter-PCR |

LOsung Menge
Eluat der adapterligierten ds-cDNA 4 ul
10 x PCR-Puffer 10 pl
MgCl, 3ul
dNTP-Mix (5 mM) 2 ul
H,O 77,4 pl
SMART_T13_ VN Primer (10 uM) 1l
Adapterprimer AP1 1l
Taq Polymerase 1,6 pl

Durch eine Zyklusoptimierung wird die optimale Zykluslange der Adapter PCR |
bestimmt und dann folgendes PCR-Programm durchgefuhrt:

Tabelle 29 Programm der Adapter-PCR

Schritt Temperatur Zeit
1 95¢C 5 sec
2 65T 30 sec X Zyklen
3 72T 1 min

Im Anschluss an die Adapter-PCR | wird der Ansatz 1:30 mit Wasser verdinnt und

kann dann fir die Adapter-PCR 1l eingesetzt werden.
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0. Adapter-PCR Il (Spezifische PCR)

Bei der spezifischen PCR werden spezielle Oligonukleotide, die so genannten
»<Anchored Primer“, eingesetzt, die sich mit 2 Basen in der Zielsequenz verankern.
Mit dem Adapterprimer AdE_NN_Rsal (5-AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGG-
TCCNN-3’) sind 16 Primervarianten moglich, wobei N die Base A, G, C oder T
reprasentieren kann. Von der 3 terminalen Seite werden die spezifischen
SMART_T13_VN-Primer (5-GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTVN-3’) eingesetzt,
sodass vom 3’-Ende 12 Primervarianten moglich sind. Das V kann die Basen A, G

oder C und N die Basen A, C, G oder T reprasentieren. Durch eine entsprechende
Primerkombination kdnnen somit 192 Subpopulationen der cDNA Fragmente
amplifiziert werden, die sich dann als Pool oder einzeln analysieren lassen.

Fur die Adapter-PCR Il wird der PCR-Ansatz nach Tabelle 30 pipettiert und nach
dem PCR-Programm in Tabelle 31 amplifiziert. Die Zykluslange muss zuvor erneut

durch eine Zyklusoptimierung bestimmt werden.

Tabelle 30 PCR-Ansatz firr die Adapter-PCR Il

LOsung Menge

cDNA aus der Adapter-PCR 1, 1:30 mit 10 pl

Wasser verdiinnt

10 x PCR-Puffer 10 ul
MgCl, (50 mM) 3ul
dNTP-Mix (5 mM) 4 ul
H,O 65,5 pl
SMART_T13_ VN Primer (10 uM) 2,5 ul
AdE_NN_Rsal (10 uMm) 1l
Taq Polymerase 20U

Tabelle 31 Programm der Adapter-PCR I

Schritt Temperatur Zeit
1 95<C 5 sec
2 65C 30 sec X Zyklen

3 72T 1 min
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Nach der PCR werden die einzelnen Subpopulationen als 1/8 des Transkriptoms mit
der zweidimensionalen Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert. Zuvor sind die
Proben jedoch aufzureinigen und aufzukonzentrieren.

Zu den gepoolten Proben wird 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,3) und
2,5 Volumen kalte 100%igen Ethanol (-20C) zugegeben und gut gemischt. Die
Féllung der cDNA ist bei -20T Uber Nacht und die P elletierung bei 13 000 g bei 4C
fur 25 min durchzufihren. Das getrocknete Pellet wird anschlieend in 100 pl H,O
aufgenommen und eine Aufreinigung mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach

Protokoll durchgefiihrt. Die Elution der gereinigten DNA erfolgt mit 30 pul Wasser.

0/ Zweidimensionale Auftrennung der cDNA

Die cDNA-Fragmente werden in der ersten Dimension nach ihrem Molekulargewicht

und in der zweiten Dimension nach dem GC-Gehalt aufgetrennt.

Auftrennung nach dem Molekulargewicht

Fur die Auftrennung in der ersten Dimension wird ein nicht-denaturierendes
Polyacrylamidgel mit einem Gehalt von 10% Acrylamid verwendet. Die
Geldimensionen betragen 0,1cmx 16 cmx 16 cm. Fur ein Gel werden 28 ml
Acrylamidlésung mit 0,001 Volumen TEMED und 0,1 Volumen APS gemischt und in
die vorbereitete Gelkammer eingegossen, fur die Taschen wird ein Kamm mit 15
Zahnen verwendet. Nach einer Stunde ist das Gel auspolymerisiert und der Kamm
kann entfernt werden. Die Taschen sind 1-mal mit TAE-Puffer zu waschen und mit
den Proben zu beladen. Zuvor missen die Proben mit 6 x GLD 1:5 verdinnt werden.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei Raumtemperatur in 1 x TAE-

Laufpuffer bei einer Spannung von 200 V flr 4,75 h.

Auftrennung nach dem GC-Gehalt

Fur die Auftrennung in der zweiten Dimension wird ein denaturierender Gradient
bendtigt. Hierfir sind die Gele mit einem speziellen Gradientenmischer (BioRad) zu
gieRen. Fur 8 Gele werden insgesamt 230 ml Denaturierungslésung bendtigt. Dazu
mussen in einem Messzylinder die héher konzentrierte Denaturierungslosung (55 %
Denaturant und 8 % Acrylamid) und die niedrig konzentrierte Losung (25 %
Denaturant und 8 % Acrylamid) vorgelegt werden. Zu den Losungen mussen jeweils
163 ul TEMED wund 1630 pl 10% APS zugegeben, die beiden Losungen
anschlie3end gut gemischt, in den Gradientenmischer eingefillt und die Gele dann in
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die vorbereitete Apparatur gegossen werden. Zur Bildung einer glatten Kante ist am
oberen Rand etwa 1 cm Platz zu lassen, der dann vor dem Auspolymerisieren mit
H20-gesattigtem n-Butanol gefillt wird. Bevor die erste Dimension aufgebracht wird,
muss das Butanol vorsichtig abgewaschen werden.

Die Spuren der ersten Dimension werden in voller Lange ausgeschnitten, mit einer
Overheadfolie auf das auspolymerisierte Denaturierungsgel aufgetragen und mit
einer 1%igen Agaroselosung uberschichtet. Die elektrophoretische Auftrennung ist
dann bei konstanter Temperatur von 60C in 1 x TAE- Laufpuffer bei 100 V fur 16 h
durchzufiihren. Der kontinuierliche Denaturierungsgradient verlauft dabei parallel zur

Elektrophoreserichtung.

00 Detektion, Auswertung und Identifikation der cDNA-

Fragmente

Nach der Auftrennung in der zweiten Dimension werden die Gele fir eine Stunde mit
SYBR® Gold-1 in 1 x TAE-Puffer (1:10 000-Verdiinnung) gefarbt. Die Féarbung
ermoglicht eine Visualisierung der DNA-Fragmente als Punkte, die mit einem
Laserscanner bei einer Anregung von = 473 nm sichtbar werden. Zur
Quantifizierung wird das Softwareprogramm Delta-2D von DECODON verwendet.
Zur ldentifizierung der einzelnen cDNA-Fragmente mussen diese gepickt und in einer
PCR erneut amplifiziert werden, anschliel3end kann eine Sequenzierung erfolgen, die
eine genaue Einordnung der Fragmente ins Genom ermdglicht.

Das Picken der einzelnen Spots aus den Gelen erfolgt auf einem UV-Tisch des
Camilla-Dokumentationssystems bei einer Wellenlange von =312 nm. Dazu wird
eine Glaskapillare verwendet, die zuvor auf eine 1 ml Einwegspritze gesteckt und mit
50 I Wasser beflllt wurde. Ausgestochene Fragmente werden in 1,5ml
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und bei 65C Uber Nacht e luiert. Am nachsten Tag wird
dann eine PCR mit dem Ansatz nach Tabelle 32 durchgefiihrt und nach dem

Programm in Tabelle 33 amplifiziert.
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Tabelle 32 Ansatz der PCR der gepickten Spots zur spateren Sequenzierung

LOsung Menge
Eluat 10 pl
10 x Thermopol-Puffer 10 pl
dNTP-Mix (5 mM) 2 ul
Ad_non_extended-Primer (10 uM) 1l
H,O 74,5 pl
SMART_T6 Primer (10 uM) 1l
Taq Polymerase (20 U) 1,5l

Tabelle 33 Programm der PCR zur Amplifizierung der gepickten Spots

Schritt Temperatur Zeit
1 95C 5 sec
2 65C 30 sec X Zyklen
3 72T 1 min

Die amplifizierten cDNA-Fragmente sind anschlieBend auf ihre Qualitat hin zu
Uberprifen und anschlieBend aufzureinigen. Zur Qualitatskontrolle werden die
Ansétze auf ein 1%iges Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetragen und bei 120 V
und 400 mA fur 30 min elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proben sind anschlie3end
mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufzureinigen und jeweils in 30 pul
Elutionspuffer zu eluieren.

Die cDNA-Fragmente werden dann zur Sequenzierung versendet (GATC). Die
sequenzierten 3’ terminalen ds-cDNA-Fragmente sind dann durch die Suche
homologer Sequenzen in der Datenbank am National Center for Biotechnology
Information (NCBI) mit dem Algorithmus Nukleotid-Nukleotid Blast durchzufiihren. Als
eindeutig identifizierte Fragmente werden alle Sequenzen betrachtet, die einen

e-value (expected value) kleiner 10 aufweisen.
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4 Ergebnisse

Die Haut und der Respirationstrakt sind die wesentlichen Schutzbarrieren des
menschlichen Korpers gegenuber Umwelteinflissen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden humane in vitro Gewebemodelle dieser Schutzbarrieren eingesetzt,
um das Gefahrdungspotential synthetischer Nanomaterialien zu untersuchen. Der
Aufbau eines 3D Gewebemodells der Atemwege (Trachea) sowie die Entwicklung
eines entsprechenden Bioreaktors erfolgten im Rahmen der vorliegenden Arbeit.

In Bezug auf das 3D-Hautmodell konnte auf ein in der Abteilung bereits etabliertes
Gewebemodell zurtuickgegriffen werden. Zur Testung des Gefahrdungspotentials und
Etablierung neuer Methoden wurden die Versuche zunéchst an Monolayerkulturen
durchgefuhrt.

Aufbau eines 3D-Tracheamodells

Neben dem Aufbau und Einsatz eines 3D-Hautmodells wurde mit der Lungen-
Zelllinie Calu-3 ein 3D-Tracheagewebemodell aufgebaut und daran erste

nanotoxikologische Untersuchungen durchgefihrt.

Verwendung primarer humaner Trachea-Epithelzellen

Parallel wurden primare humane Trachea-Epithelzellen zum Aufbau eines 3D-

Tracheamodells isoliert, charakterisiert und deren Kultivierung optimiert.

4.1.1.1 Isolation primarer humaner Trachea-Epithelz  ellen (hTEZ)

Die Isolation der humanen Trachea-Epithelzellen erfolgte durch eine
Auswachsmethode aus humanen Biopsaten. Dazu war es notwendig, die Well
Platten mit 500 pg/ml Kollagen Typ | zu beschichten, nur dann hafteten die
Gewebestiicke am Wellboden und die Zellen konnten proliferieren.

Nach 7 Tagen waren erste Zellen aus dem Gewebestick ausgewachsen (Abbildung
13), nach 14 bis 20 Tagen konnten die Zellen dann fir Versuche eingesetzt oder
passagiert werden.

Insgesamt wurden mit dieser Methode Zellen aus 64 Biopsaten verschiedener
Patienten isoliert, wobei die Zahl der auswachsenden Zellen je nach Patient variierte
(Tabelle 34). Das Alter der Patienten lag zwischen 37 bis 78 Jahren.
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Abbildung 13 (A) Phasenkontrastaufnahme humaner TEZ, die nach 7 Tagen aus einem

Gewebestilick ausgewachsen sind

Tabelle 34 Anzahl eingesetzter Biopsate fur die Zellisolation und erzielte Zellausbeute

Gesamtzahl der Sehr gute Isolation Sehr schlechte Isolation  Keine Isolation
Biopsate maoglich
64 23 33 9

(> 1 Mio Zellen/Isolation) (< 250 000 Zellen/Isolation)

4.1.1.2 Optimierung des Zellkulturmediums

Zur Verbesserung der Proliferation und vor allem der Differenzierung der Zellen
wurde das Zellkulturmedium an die Bedurfnisse der Zellen adaptiert. Im Vordergrund
stand dabei die fir die mucoziliare Clearance wichtige Ausbildung zilientragender
und schleimproduzierender Zellen. Mit dem kauflichen Airway Epithelium Cell Growth
Medium (AECG) =zeigten die hTEZ zwar die typische kubische Form der
Epithelzellen, eine Ausbildung von Zilien in den proliferierten Zellen konnte jedoch
nicht herbeigefiihrt werden (Abbildung 14 A). Auf Basis des Minium Essential
Mediums wurde daher ein neues Medium (MEMr Il) mit verschiedenen Zusatzen
entwickelt (6.4.1). Fur die Ausbildung und Aktivitat von Zilien zeigte sich die Zugabe
des Hepatozyten Wachstumsfaktors (HGF) als notwendig. Bei Differenzierungs-
versuchen ohne diesen Faktor konnte keine Zilienaktivitat beobachtet werden
(Tabelle 35).
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AECG-Medium MEMr 1I-Medium

Abbildung 14 Phasenkontrastaufnahme humaner Trachea-Epithelzellen (A) kultiviert mit AECG-
Medium, (B) Kultivierung in MEMr Il Zellkulturmedium

Die Verwendung des MEMr Il fihrte gleichzeitig zu einer Verdnderung der
Zellmorphologie. Diese zeigte sich durch teilweise rundere und kleinere Zellen oder
aber langgestrecktere Zellen, die oft eine starke Zilienentwicklung und -aktivitét
aufwiesen (Abbildung 14 B). Die Zellen bildeten nur Zilien aus, wenn sie nach der
Isolation mit dem Differenzierungsmedium kultiviert wurden. Die Zilienbewegung
konnte nur unter dem Mikroskop beobachtet werden, auf den Bildern (Abbildung 14)

sind die Zilien nicht zu erkennen.

Tabelle 35 Anzahl der Biopsate aus denen hTEZ mit mikroskopisch erkennbarer Zilienaktivitat isoliert

werden konnten

Anzahl der Ausbildung funktioneller Zilien
Kultivierungsversuche (=n) bei hTEZ aus n Biopsaten
Kultivierung in
24 0
AECG-Medium
Kultivierung in
24 8

MEMr [I-Medium
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4.1.1.3 Charakterisierung der humanen Trachea-Epith elzellen nach der
Kultivierung im Monolayer

Zum Aufbau eines 3D-Tracheamodells ist es notwendig, dass die isolierten Zellen

funktionell sind, d.h. sie missen in vitro in der Lage sein, wichtige Zellcharakteristika

fur eine funktionierende Barrierestruktur und die mucozilidre Clearance auszubilden.

Die Charakterisierung wurde Uber spezifische immunhistologische Marker zunachst

an Monolayerkulturen etabliert.

Nachweis von Becherzellen
Uber einen Anti-Gastric-Mucin-Antikorper wurde zunachst die Ausbildung schleim-

produzierender Becherzellen untersucht.

AECG-Medium MEMr [I-Medium

Abbildung 15 Immunhistochemischer Nachweis von Becherzellen (Anti-Gastric-Mucin): (A) hTEZ, die

mit AECG-Medium kultiviert wurden (B) hTEZ nach der Kultivierung im Differenzierungsmedium

Eine positive Farbung zeigte sich nur vereinzelt bei den hTEZ, die nach der Isolation
mit dem Differenzierungsmedium MEMr 1l kultiviert wurden (Abbildung 17 B).

Nachweis zilientragender Zellen
Zum Nachweis zilientragender Zellen in den Monolayerkulturen wurde ein Antikorper
gegen das beta-Tubulin eingesetzt. Dieses kommt verstarkt in den Zilien vor und

lasst sich somit spezifisch anfarben.
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AECG-Medium MEMr [I-Medium

Abbildung 16 Immunhistochemischer Nachweis von zilientragenden Zellen (Anti-beta-Tubulin): (A)
hTEZ, die mit AECG-Medium kultiviert wurden, (B) hTEZ nach der Kaultivierung im

Differenzierungsmedium MEMr I

Sowohl die in AECG als auch die in MEMr Il kultivierten Zellen zeigen eine positive
Farbung, sind also in der Lage, Zilien auszubilden (Abbildung 18). Eine Zilientatigkeit
konnte jedoch mikroskopisch nur bei Kultivierung der Zellen in MEMr I

nachgewiesen werden.

Nachweis von Tight Junctions
Mit dem Antikorper gegen die Tight Junctions (Zonula occludens) lassen sich enge
Zellkontakte nachweisen, die fur einen funktionierenden Gewebeverband und die

Ausbildung einer Barriere essentiell sind.

AECG-Medium MEMr [I-Medium

Abbildung 17 Immunhistochemischer Nachweis von Tight Junctions (Anti-Zonula Occludens): (A)
hTEZ, die mit AECG-Medium kultiviert wurden, (B) hTEZ nach der Kultivierung im

Differenzierungsmedium MEMr I
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Die in AECG-Medium kultivierten Zellen zeigten nur eine leichte, die Zellen im
Differenzierungsmedium dagegen eine starke Farbung, d.h., sie sind in der Lage,
Zell-Zell-Kontakte auszubilden (Abbildung 17).

Nachweis von Zytokeratin 18
Zytokeratin 18, ein Intermediarfilament, kommt verstarkt in Zellen des
Respirationstrakts vor, die bereits ausdifferenziert sind.

AECG-Medium MEMr [I-Medium

Abbildung 18 Immunhistochemischer Nachweis von ausdifferenzierten Zellen (Anti-Zytokeratin 18):
(A) hTEZ, die mit AECG-Medium kultiviert wurden, (B) hTEZ nach der Kultivierung im

Differenzierungsmedium MEMr I

Die in AECG-Medium kultivierten hTEZ zeigten eine schwéachere, die in MEMr II-
Medium kultivierten Zellen eine starkere positive Farbung.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die in dem optimierten
Zellkulturmedium MEMr 11 kultivierten hTEZ mehr Marker ausbilden konnten (Tabelle
36) als im AECG-Medium.

Tabelle 36 Vergleich der ausgebildeten Zellmarker nach der Kultivierung der isolierten Trachea-

Epithelzelle in AECG-Medium und MEMr II-Medium (- = keine Farbung, + = spezifische Farbung)

Eingesetztes Kultivierungsmedium
Untersuchte Zellmarker Kultivierung in AECG- Kultivierung in MEMr II-
zum Nachweis von: Medium Medium
Becherzellen - +
Zilientragende Zellen + +
Tight Junctions - +
Differenzierte Zellen + +
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Untersuchung relevanter Zelllinien zum Aufbau eine s 3D-
Tracheamodells

4.1.2.1 Kultivierung der Zelllinien

Humane Biopsate waren nur begrenzt verfligbar und lieferten je nach Spender auch
sehr unterschiedliche Zellzahlen (Tabelle 34). Aus diesem Grund wurden auch die
humane Lungenkarzinom-Zelllinie Calu-3, die immortalisierten humanen bronchialen
Epithelzellen (HBE) und die fétalen humanen Trachea-Epithelzellen (FHTE) fur die

Eignung zum Aufbau eines Tracheamodells untersucht.

Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 19 Phasenkontrastaufnahme von Monolayerkulturen der 3 getesteten Zelllinien: (A)
Lungencarcinom-Zelllinie Calu-3, (B) immortalisierte humane bronchiale Epithelzellen (HBE), (C)

immortalisierte fétale humane Trachea-Epithelzellen.

Wahrend die Calu-3 und die FHTE eine kubische Zellform aufweisen, zeigen die

HBE in der Monolayerkultur eher eine lang gestreckte Zellmorphologie.

4.1.2.2 Charakterisierung der Zelllinien nach der K ultivierung im Monolayer
Die Zelllinien sollten ebenfalls in der Lage sein, die fur eine funktionelle Trachea
wichtigen Zellmarker auszubilden. Die Expression der oben beschriebenen Marker

wurde auch fur die Zelllinien untersucht.

Nachweis von Becherzellen
Cytospots der Zelllinien wurden mit dem Anti-Gastric-Mucin-Antikérper auf die

Fahigkeit zur Bildung von Becherzellen hin untersucht.
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Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 20 Immunhistochemischer Nachweis von Becherzellen (Anti-Gastric Mucin): (A) Calu-3,
(B) HBE, (C) FHTE

Fur den Anti-Gastric-Mucin-Antikdrper konnte fur alle getesteten Zelllinien keine
spezifische Farbung nachgewiesen werden. Die Zelllinien zeigten nach der
Kultivierung im Monolayer keine Bildung mucinsekretierender Becherzellen
(Abbildung 20).

Nachweis zilientragender Zellen
Es wurde eine Antikorperfarbung gegen das beta-Tubulin zum Nachweis

vorhandener zilientragender Zellen durchgefuhrt.

Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 21 Immunhistochemischer Nachweis zilientragender Zellen (Anti-beta-Tubulin): (A) Calu-3,
(B) HBE, (C) FHTE.

Alle 3 Zelllinien wiesen nach der Kultivierung als Monolayerkultur keine Expression
des zilienspezifischen Markers beta-Tubulin auf (Abbildung 21).

Nachweis der Tight Junctions

Zum Nachweis von Zell-Zell-Kontakten, die fur eine geschlossene Barriere wichtig
sind, wurden Zellen der 3 Zelllinien mit einem Antikorper gegen die Tight Junctions
(Zonula Occludens) gefarbt.
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Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 22 Immunhistochemischer Nachweis von Tight Junctions (Anti-Zonula Occludens): (A)
Calu-3, (B) HBE, (C) FHTE

Bei der Farbung von Monolayerkulturen mit dem Anti-Zonula-Occludens-Antikdrper
konnten keine Tight Junctions nachgewiesen werden. Alle 3 Zelllinien zeigten keine
Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten (Abbildung 22).

Nachweis von Zytokeratin 18
Nach der Kultivierung der Zelllinien im Monolayer wurden diese mit einem Antikorper
gegen das Zytokeratin 18 gefarbt. Dieser Marker kommt verstarkt in Zellen des

Respirationstrakts vor, die bereits ausdifferenziert sind.

Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 23 Immunhistochemischer Nachweis von ausdifferenzierten Zellen (Anti-Zytokeratin 18):
(A) Calu-3, (B) HBE, (C) FHTE

Die FHTE zeigten im Vergleich zu den Calu-3 und den HBE eine spezifische Farbung
gegen das Zytokeratin 18.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Zelllinien in der
Monolayerkultur nicht in der Lage waren, die fir den Aufbau eines Tracheamodells

wichtigen Marker zu exprimieren.
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Tabelle 37 Vergleich der ausgebildeten Zellmarker nach der Kultivierung der Zelllinien Calu-3, HBE

und FHTE im Monolayer (- = keine Farbung, + spezifische Farbung)

Eingesetzte Zellen

Untersuchte Calu-3 HBE FHTE
Zellmarker zum

Nachweis von:

Becherzellen - - -

Zilientragende Zellen - - -

Tight Junctions - - -

Differenzierte Zellen - - +

Alle 3 Zelllinien zeigten im Gegensatz zu den primaren humanen Zellen bei den
immunhistochemischen Farbungen, mit Ausnahme der FHTE bei Zytokeratin 18,
keine spezifischen Farbungen.

Durch die Anpassung der Kultivierungsbedingungen an die physiologischen
Bedingungen der Zellen in vivo durch eine statische Kultivierung auf einer Matrix

sollte dieser Effekt auf die Zellen weiter untersucht werden.

Statische Kultivierung der hTEZ und der Zelllinien auf der
BioVaSc

Fur die Etablierung eines dreidimensionalen Trachea Gewebemodells erfolgte die
Entwicklung von Airlift-Kulturverfahren der Zellen auf einer Tragerstruktur. Die Zellen

erhalten in dieser Kultivierungsform apikalen Luft- und basalen Medienkontakt.

4.1.3.1 Optimierung der Kultivierungsparameter

Als Tragermaterial kam eine azellularisierte Kollagen basierte Matrix (BioVaSc,
Biological Vascularized Scaffold) und vergleichend PET-Inserts mit einer Porengrol3e
von 0,1 um zum Einsatz. Als Bewertungskriterium wurde die Zellmorphologie
herangezogen. Die Zellen sollten auf dem Tragermaterial eine hochprismatische

Morphologie entsprechend den nativen humanen Trachea-Epithelzellen ausbilden.

Der Aufbau statischer Kulturen erfolgte mit primaren Tracheaepithelzellen (hTEZ),
der Zelllinie Calu-3, immortalisierten humanen Bronchialzellen (HBE) und

immortalisierten humanen fétalen Trachea-Epithelzellen (FHTE).
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Fur das Wachstum der primaren humanen Trachea-Epithelzellen hatte sich die
Beschichtung der Kulturoberflache mit Kollagen als ideal herausgestellt. Deshalb
wurden auch die Inserts fir die Besiedelung mit den primaren hTEZ mit Kollagen
beschichtet, wahrend sich dies fir die eingesetzten Zelllinien als nicht notwendig

erwies.

hTEZ Calu-3

HBE FHTE

Abbildung 24 HE-Farbung statischer Kulturen auf Inserts: (A) hTEZ auf einem kollagenbeschichteten
Insert, (B) Calu-3, (C) HBE, (D) FHTE

Die hTEZ zeigten in der statischen Kultur ein hochprismatisches Wachstum und die
Ausbildung von Zilien (Abbildung 24 A). Gleichzeitig sind auch Zellen in die
Kollagenmatrix der Insertbeschichtung eingewandert. Eine ahnlich gute Proliferation
und Differenzierung konnte jedoch nur in 5% der Versuche reproduziert werden.

Die Besiedelung der PET-Inserts mit den Zelllinien (Abbildung 24 B-D) zeigte zwar
immer einen konfluenten Zellrasen, jedoch kein hochprismatisches Wachstum der
Zellen. Die FHTE (Abbildung 24 D) zeigten auf3erdem eine gute Proliferation und
wuchsen trotz der gleichen ausgesaten Zellmengen teilweise Ubereinander, wahrend

die Calu-3 und HBE nur eine Zellschicht ausbildeten.
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Bei der Besiedelung der BioVaSc entwickelte sich nur bei den Zelllinien ein
geschlossener Zellrasen (Abbildung 25 B-D). Die hTEZ konnten nicht auf der
biologischen Tragerstruktur adharieren oder proliferieren (Abbildung 25 A). Die HBE
und FHTE (Abbildung 25 A, B) zeigten auf der BioVaSc eine gute Proliferation und
wuchsen in mehreren Schichten tbereinander. Die Zellen waren jedoch abgeflacht
und zeigten kein hochprismatisches Wachstum. Die Calu-3 (Abbildung 25 C)
dagegen bildeten trotz gleicher ausgeséter Zellmenge nur eine Zellschicht aus und

wiesen bereits ein hochprismatisches Wachstum auf.

hTEZ Calu-3

HBE FHTE

Abbildung 25 HE-Féarbung statischer Kulturen auf der BioVaSc: (A) hTEZ, (B) Calu-3, (C) HBE, (D)
FHTE

Alle drei Zelllinien konnten erfolgreich auf der BioVaSc aufgesiedelt und statisch
kultiviert werden. Als optimale Zellzahl zur Besiedelung der BioVaSc mit den
Zelllinien wurden 500 000 Zellen eingesetzt, bei niedrigeren Zellzahlen konnte keine
Besiedelung nachgewiesen werden.

Zur Etablierung des Tracheamodells als Testsystem wurde deshalb mit den Zelllinien

weitergearbeitet.
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4.1.3.2 Charakterisierung der Zelllinien nach stati  scher Kultivierung

Wie bereits die Monolayerkulturen wurden auch die Zellen der statischen Kultivierung
auf der BioVaSc immunhistologisch auf die Ausbildung der Markerproteine fur
Becherzellen, zilientragende Zellen, Zell-Zell-Kontakte und differenzierte Zellen
charakterisiert (Abbildung 26).

Nachweis von Becherzellen

Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 26 Immunhistochemischer Nachweis von Becherzellen (Anti-Gastric Mucin): (A) Calu-3
(B), HBE, C) FHTE

Alle 3 Zelllinien zeigten auf der BioVaSc die Ausbildung von Becherzellen. Wahrend
die Calu eine starke Farbung vieler Zellen aufwies (Abbildung 26 A), bildeten die
HBE und FHTE nur vereinzelt Becherzellen (Abbildung 26 B, C), die jedoch ebenfalls
stark angefarbt wurden. Die FHTE zeigten eine eingeschrankte Proliferation, es

waren daher nur vereinzelt Zellen erkennbar.

Nachweis zilientragender Zellen

Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 27 Immunhistochemischer Nachweis zilientragender Zellen (Anti-beta-Tubulin): (A) Calu-3,
(B) HBE, (C) FHTE
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Die Zelllinien zeigten sich alle positiv fir den Marker beta-Tubulin gegen
zilientragende Zellen. Wahrend die Calu-3 eine schwache Farbung aufwiesen
(Abbildung 27 A), wurden die HBE und FHTE starker angefarbt.

Nachweis von Tight Junctions

Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 28 Immunhistochemischer Nachweis von Tight Junctions (Anti-Zonula Occludens): (A)
Calu-3, (B) HBE, (C) FHTE

Alle 3 Zelllinien zeigten die Bildung von Zell-Zell-Kontakten (Abbildung 28 A-C) durch
eine leichte Braunfarbung an. Die FHTE waren nur sehr vereinzelt auf der BioVaSc

gewachsen und bildeten keinen geschlossenen Monolayer (Abbildung 28 C).

Nachweis von Zytokeratin 18

Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 29 Immunhistochemischer Nachweis von ausdifferenzierten Zellen (Anti-Zytokeratin 18):
(A) Calu-3, (B) HBE, (C) FHTE

Calu-3 und HBE zeigten einen geschlossenen Monolayer auf der BiovVaSc und
zeigten eine starke Farbung ausdifferenzierter Zellen (Abbildung 29 A, B). Die FHTE
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zeigten eine sehr gute Proliferation und ebenfalls eine starke positive Farbung
ausdifferenzierter Zellen (Abbildung 29 C).

Tabelle 38 Ausgebildete Zellmarker nach der Kultivierung der Zelllinien Calu-3, HBE und FHTE im
Monolayer im Vergleich zur statischen Kultivierung auf der BioVaSc

(- = keine Farbung, + = spezifische Farbung)

Kultivierung im Monolayer Statische Kultivierung au f der
BioVaSc

Untersuchte
Zellmarker zum Calu-3 HBE FHTE Calu-3 HBE FHTE
Nachweis von:
Becherzellen - - - + + +
Zilientragende

- - - + + +
Zellen
Tight Junctions - - - + + +
Differenzierte

- - + + + +
Zellen

Im Gegensatz zur Kultivierung der Zellen im Monolayer zeigten die Zellen nach der
statischen Kultivierung eine positive Reaktion auf alle untersuchten Marker (Tabelle
38). Die Zelllinien wiesen eine Expression der Marker fir mucinsekretierende
Becherzellen, die Ausbildung zilientragender Zellen, ausgepragte Zell-Zell-Kontakte
und ausdifferenzierte Zellen auf.

Die Kultivierung der Zellen mit Luftkontakt zeigte damit eine positive Entwicklung der

Zellen, die durch diesen Stimulus mehr Marker ausbilden konnten.

Ein weiterer Verfahrensschritt bestand in der Simulation von physiologischen Reizen
wahrend der in vitro Kulturbedingungen. Dies erfolgte durch die Entwicklung eines
speziell konzipierten Bioreaktors, der zum einen die Versorgung der Zellen mit
N&ahrstoffen und zum anderen eine mechanische Stimulation der Trachea-

Epithelzellen durch eine Luftstromung gewahrleisten sollte.




Ergebnisse 103

Dynamische Kultivierung der Zellen

4.1.4.1 Entwicklung eines Bioreaktors zur Simulatio  n der Atmung

Zur gezielten Stimulation der Zellen wurden mit den 3 Zelllinien weitere
Kultivierungsversuche in einem neu entwickelten Bioreaktorsystem unter
dynamischer Kultivierung durchgefuhrt.

Der entwickelte Bioreaktor besteht aus 2 Kammereinheiten (Abbildung 30) mit einer

effektiven Besiedelungsflache von 1 cm?und einem Kammervolumen von 0,5 cm?®.

Abbildung 30 Schemazeichnung des Trachea-Bioreaktors

Die beiden Kammersysteme werden durch das Einspannen eines Tragermaterials
(BioVaSc) fur die Zellen raumlich voneinander getrennt (Abbildung 31 B). Der obere
Teil des Reaktors sorgt fur die mechanische Stimulation der epithelialen Zellen,
indem durch ein zufihrendes Schlauchsystem Luft wie bei der Inspiration und
Expiration der Atmung uber die Zellen gefuhrt wird (Abbildung 31 A). Die untere
Kammer dient der Versorgung der Zellen mit Zellkulturmedium (Abbildung 34 B).
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Abbildung 31 Aufbau des Bioreaktors zur Simulation der Atmung : (A) Obere (1) und untere (2)
Kammer des Systems, die nach dem Einspannen der BioVaSc mit den aufgesiedelten Zellen
miteinander verschraubt werden, (B) die einzelnen Kammern mit den zufiihrenden Schlauchen, (1)
Aussparung, in die die BioVaSc eingespannt wird, (2) Dichtring. (C) mit einem Rahmen (1)

eingespannte und so fixierte BioVaSc (2).

Zugefihrte Luft und das Zellkulturmedium werden laminar Uber die Zellen geleitet
(Abbildung 30). In Abbildung 32 ist der Fluss des Zellkulturmediums in
Stromungslinien dargestellt. Das Medium stromt mit einer Geschwindigkeit von 4 m/s
durch das untere Kammersystem. Durch eine breite Einstrom6ffnung und den
flachen Eintrittswinkel werden Turbulenzen vermieden und eine gleichméaRige

mechanische Stimulation der Zellen erméglicht (Abbildung 32 B).

Abbildung 32 Simulation des einstromenden Mediums in den Bioreaktor: (A) Strémungslinien, (B)

Stromungsgeschwindigkeit im Kammersystem

Die Respiration zur Stimulation der Zellen wurde mit einer Durchstromung der oberen
Kammer mit einer Geschwindigkeit von 2 ml Luft / sec nachgestellt. Insbesondere bei
der mechanischen Stimulation sollten Turbulenzen vermieden werden und eine
gleich bleibende mechanische Beanspruchung der Zellen in der gesamten Kammer
erfolgen (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Simulation der einstromenden Luft in die obere Kammer des Bioreaktors: (A)

Stromungslinien, (B) Stromungsgeschwindigkeit im Kammersystem.

Das System wurde in einen Brutschrank mit eingebauten Rollerpumpen uberfihrt,
(Abbildung 34 A) die Schlauche Uber Reiter in die Rollerpumpen eingehangt und das

System uber einen Computer gestartet und gesteuert.

Der Bioreaktor kann parallel an 2 Rollerpumpen angeschlossen werden (Abbildung
34 C). Eine Pumpe Ubernimmt dabei die Versorgung der Zellen mit dem
Zellkulturmedium, indem sie es mit einer konstanten Drehzahl von 5 U/min durch die
untere Kammer pumpt. Das entspricht einem Fluss von 3,8 ml Medium / min. Der
Druck wurde dabei nicht gemessen, es sollte lediglich eine kontinuierliche
Versorgung der Zellen mit dem Zellkulturmedium sichergestellt werden.

Abbildung 34 (A) Mobiler Brutschrank zur Kultivierung der Bioreaktorsysteme, (B, C) Rollerpumpen

(3,4) mit angeschlossenem Trachea-Bioreaktor (1) und Schottflasche mit Zellkulturmedium (2).

Eine zusatzliche Rollerpumpe wird sinusférmig mit einer Amplitude von 28,7 U/min
und einer Frequenz von 10 pro Minute angesteuert und sorgt damit fur die
mechanische Stimulation der Epithelzellen durch einen Luftstrom. Die Férdermenge
an Luft, die in einer Minute Uber die Zellen geleitet werden konnte, betrug damit

20 ml. Umgerechnet auf die Flache von 1cm? im Reaktor mit Zellen, die so
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mechanisch stimuliert werden soll, entspricht diese Menge der Halfte des
Atemzugvolumens eines Erwachsenen in Ruhe.

Die Luft wird direkt aus dem Inkubationsschrank mit einer Temperatur von 37C
durch einen Sterilfilter eingesaugt, zur Anfeuchtung zunachst durch die

Zellkulturvorratsflasche und dann Gber die Zellen geleitet.

4.1.4.2 Dynamische Kultur zur Etablierung des Trach  ea Gewebemodells
Alle 3 Zelllinien wurden dynamisch auf der BioVaSc fur 1 Woche unter den oben
genannten Bedingungen kultiviert. Insgesamt wurden 30 Tracheamodelle im

Bioreaktor aufgebaut.

Calu-3 HBE FHTE

Abbildung 35 HE-Farbung dynamisch kultivierter Zelllinien auf der BioVaSc: (A) Calu-3, (B) HBE, (C)
FHTE

Nur die Calu-3-Zelllinie zeigte nach der dynamischen Kaultivierung ein
hochprismatisches Zellwachstum (Abbildung 35) und wies damit eine den nativen
Trachea-Epithelzellen ahnliche Morphologie auf (Abbildung 36). Die immortalisierten
Zellen HBE und FHTE bildeten zwar einen geschlossen Zelllayer und zeigten eine

gute Proliferation, bildeten jedoch keine hochprismatischen Zellen.
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Native Trachea Calu-3

Abbildung 36 HE-Farbung: (A) native humane Trachea-Epithelzellen, (B) dynamisch kultivierte Calu-
3 Zellen

Da sich die Zellen hochprismatisch entwickelt hatten (Abbildung 36 B) und sich im
Phasenkontrastmikroskop nicht klar erkennen liel3, ob es sich um bei den
aufgelagerten Strukturen um Zilienansatze handelte, wurde Uber das REM zusatzlich

die Ausbildung ziliarer Strukturen untersucht (Abbildung 37).

Ein Vergleich der dynamisch kultivierten Calu-3 auf der BioVaSc (Abbildung 37 B, C)
mit Trachea-Epithelzellen der humanen Luftréhre (Abbildung 37 A) zeigte keine
Ausbildung ziliarer Strukturen auf den Calu-3-Zellen, wie sie im Flimmerepithel

vorkommen.

Native Trachea Calu-3 Calu-3

Abbildung 37 REM-Aufnahmen: (A) nativer humane Trachea-Epithelzellen, (B, C) dynamisch

kultivierter Calu-3 auf der BioVaSc. Die Pfeile markieren die Lage der Zilien auf den Epithelzellen.

Aufgrund der hochprismatischen Morphologie, die die Calu-3 unter der dynamischen
Kultivierung ausbildeten und die der Morphologie der humanen Trachea-
Epithelzellen entspricht, wurden die weiterfihrenden Experimente mit dieser Zelllinie
durchgefuhrt.
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4.1.4.3 Charakterisierung der Zelllinie Calu-3 nach der dynamischen
Kultivierung
Getestet wurden Marker, die bereits auch in der Monolayerkultur und in der

statischen Kultivierung untersucht worden waren.

Native Trachea Tracheamodell mit Calu-3

Becherzellen

Zilientragende

Zellen

Tight
Junctions

Zytokeratin 18

Abbildung 38 Immunhistochemischer Nachweis der nativen humanen Trachea-Epithelzellen im
Vergleich zu dynamisch kultivierten Calu-3 auf der BioVaSc: (A, B) Nachweis von Becherzellen (Anti-
Gastric Mucin), (C-D) Nachweis zilientragender Zellen (Anti-FoxJ1), (E, F) Nachweis der Tight

Junctions (Anti-Zonula Occludens), (G, H) Nachweis differenzierter Zellen (Anti-Zytokeratin 18)
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Becherzellen konnten in den dynamischen Kulturen der Calu-3 nicht spezifisch
nachgewiesen werden, sowohl die BioVaSc, als auch die Calu-3-Zellen zeigten eine
Braunfarbung (Abbildung 38 B). Positiv verliefen dagegen die Farbungen gegen
zilientragende Zellen, hier wurden die Calu-3 leicht angefarbt (Abbildung 38 D). Der
Nachweis der Tight Junctions (Abbildung 38 F) zeigte ebenfalls nur sehr leicht
gefarbte Zellen, obwohl diese eine geschlossene Zellschicht und ein
hochprismatisches Wachstum zeigten.

Beim Nachweis differenzierter Zellen (Abbildung 38 H) zeigten die Calu-3 eine sehr
starke Farbung. Morphologisch zeigten die Zellen immer einen geschlossenen
Zelllayer und hatten sich hochprismatisch entwickelt. In Tabelle 39 ist die statische
vergleichend zur dynamischen Kultivierung dargestellt, wobei in der statischen
Kultivierung alle untersuchten Marker nachgewiesen werden konnten. In der
dynamischen Kultivierung dagegen konnten nur die zilientragenden und
differenzierten Zellen spezifisch nachgewiesen werden.

Tabelle 39 Ausgebildete Zellmarker nach der statischen und dynamischen Kultivierung der Zelllinie

Calu-3 auf der BioVaSc (- = keine Farbung, + = spezifische Farbung, -/+ = leichte Farbung)

Statische Kultivierung Dynamische Kultivierung
Untersuchte Zellmarker zum
_ Calu-3 Calu-3

Nachweis von:

Becherzellen + -/+
Zilientragende Zellen + +

Tight Junctions + -/+
Differenzierte Zellen + +
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Untersuchungen zur Einschatzung des Gefahrdungs-

potentials von Nanomaterialien

Dispergierung und Charakterisierung von Nanomateri alien

Zur Untersuchung des Geféahrdungspotentials von Nanomaterialien missen Dosis-
Wirkungsverhéltnisse erstellt werden. Dies setzt die Herstellung stabiler Dispersionen
der zu testenden Probenmaterialien mit definierten Konzentrationen und einheitlichen
Partikelgréf3en voraus.

Als Dispergierungsmittel fir die verwendeten Nanomaterialien wurde in der
vorliegenden Arbeit das Zellkulturmedium DMEM mit einem 10%tigen Gehalt an FCS
ausgewahlt. Diese Entscheidung beruhte zum einen darauf, dass das
Dispergierunsmittel  fir die geplanten zellbasierten Testungen keinen
zellschadigenden Effekt aufweisen sollte. Zum anderen fand eine Abstimmung des
Dispergierungsmittels der 3 BMBF geférderten Konsortien TRACER, INOS und
NanoCare zur Risikobewertung von Nanomaterialien statt, um eine Vergleichbarkeit
der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Fur die Herstellung der Dispersionen wurden jeweils 5 mg des Probenmaterials
Carbon Black (Abbildung 39 A), Multiwalled Carbon Nanotube (Abbildung 39 C),
Titandioxid (Abbildung 39 B), und Blauasbest (Bild nicht gezeigt), als Kontrollmaterial
mit bekanntem Gefahrdungspotential, in ein Glasgefal eingewogen.

Es schloss sich eine Sterilisation der Materialien bei 160C uber Nacht an. Am
nachsten Tag wurden jeder Probe jeweils 10 ml Dispergierungslésung zugegeben.
Die Blauasbestfasern mussten zur Zerkleinerung fur 30 Sekunden mit dem

Ultrathurax behandelt werden.

Bei der Herstellung der Dispersionen wurden alle Proben 2 Mal fur jeweils 15 s im
Ultraschallbad inkubiert, um eine Homogenisierung der Dispersionen zu erreichen.
Vorhandene groRere Agglomerate sollten somit in kleinere gespalten und
idealerweise eine Nanopartikel-Dispersion generiert werden. Rein optisch zeigten
sich aber auch nach der Ultraschallbehandlung grol3ere Agglomerate in den
Dispersionen, die sich nach 1 h durch eine Reagglomeration der Partikel Carbon
Black und den Carbon Nanotubes noch verstarkte. Dabei war es unerheblich, ob die

Proben bei Raumtemperatur oder 4C gelagert wurden. Das Titandioxid und das
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Blauasbest bildeten keine Agglomerate, setzen sich ab und bildeten bei einer
Lagerung von 24 h ein Pellet. Vor Verwendung der Proben fiir die Versuche wurden
die Dispersionen daher fur 10 s gevortext.

Die PartikelgroRen konnten mit dem REM charakterisiert werden. Aufnahmen der
Proben mit dem Rasterelektronenmikroskop konnen jedoch nur in trockenem
Zustand durchgefiihrt und nicht leitende Stoffe, wie z.B. das Titandioxid, mussten mit
Platin beschichtet werden. Durch die Agglomeratbildung der Materialien auch im
trockenen Zustand war nur eine Abschatzung der Gréf3en einzelner Partikel méglich
(Abbildung 39).

Abbildung 39 Aufnahmen der Nanomaterialien mit dem Rasterelektronenmikroskop. (A) Carbon
Black Partikel, (B) Titandioxid Partikel, (C) Multiwalled Carbon Nanotubes, (D) Blauasbest-Fasern
(Bildquelle: www.enius.de/schadstoffe/Krokydolith.html)

Fur das Carbon Black (Abbildung 39 A) konnten Partikel detektiert werden, die eine
GroRe von 20-50nm aufwiesen, der Hersteller machte keine Angaben zur
Partikelgrof3e. Die Titandioxid Partikel zeigten eine durchschnittliche GrofRe von
20 nm (Abbildung 39 B), laut Herstellerangaben betragt sie 25 nm. Die Multiwalled
Carbon Nanotubes wiesen im Gegensatz zu den beiden anderen untersuchten

Nanomaterialien eine faserférmige Struktur auf (Abbildung 39 C). Im Durchmesser
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kénnen die Rohren 10 - 100 nm messen, die Lange kann von wenigen nm bis in den
pm-Bereich variieren. Eindeutigere L&ngenangaben sind durch die starke
Agglomeration nicht moglich. Das Blauasbest (Abbildung 39 D) kann einen
Durchmesser von 100 nm und mehr aufweisen, je nachdem, ob sich mehrere Fasern
zusammengelagert haben. Da sich die Fasern der Lange nach aufspalten kdnnen,

variiert der Durchmesser, die Lange kann bis in den mm-Bereich reichen.
Neben der Bestimmung der GroRR3e der einzelnen Partikel konnte auch mittels der
BET-Methode die spezifische Oberflaiche der Nanomaterialien ermittelt werden

(Tabelle 40).

Tabelle 40 Ermittlung der spezifischen Oberflache mittels BET

Untersuchte Gemessene spezifische Oberflache [m  ?/g]
Substanz

Titandioxid 49,287

Carbon Nanotubes 153,824

Carbon Black 313,084

Eine Messung der PartikelgroRenverteilung durch die Photonenkorrelations-
spektroskopie (PCS) war im Zusammenhang mit der Verwendung des DMEM und
FCS als Dispergierungsmittel und der starken Agglomeration unmdéglich.

Auch eine Messung des elektrischen Potentials der Partikel (Zetapotential) war nicht
mdoglich, da durch die Dispergierung der Partikel in DMEM mit FCS keine stabile
Dispersion hergestellt werden konnte.

Weitere Untersuchungen zur effizienten Charakterisierung dispergierter Nano-

materialien missen daher angestrebt werden.

Einsatz des 3D Tracheamodells als Testsystem

Da die Calu-3-Zellen mit der Ausbildung der hochprismatischen Morphologie den
Zellen der humanen Trachea stark ahnlich sind, wurden die Calu-3 zum Aufbau
mehrerer Tracheamodelle zur Testung der Nanotoxizitat eingesetzt.

Getestet wurde das Referenzmaterial Carbon Black (CB) in Pulverform (Abbildung
40).
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Abbildung 40 Nanotoxikologischer Versuch: (A) Negativkontrolle, hier wurde kein Carbon Black

Entsprechend den Hautmodellen lagerten sich die aufgestaubten Carbon Black
Partikel in Agglomeraten auf den Zellen ab. Penetrierte Partikel konnten mit dem
Phasenkontrastmikroskop nicht erkannt werden. Mittels eines Laktat-Dehydrogenase
(LDH)-Assays wurden die nach 24 h und 48 h abgenommenen Medieniberstande
aus 3 Versuchen untersucht. Mit dem LDH-Test lassen sich abgestorbene Zellen
Uber die Membranschadigung quantitativ nachweisen, da das im Cytoplasma
vorhandene Enzym LDH bei einer Zerstorung der Zellmembran in den
Medientberstand abgegeben wird.

Als Negativkontrolle wurde jeweils das zur Kultivierung verwendete Calu-3-
Zellkulturmedium mitgemessen. Das vor dem Versuchsbeginn im Bioreaktor
vorhandene Medium nach einer Kultivierungsdauer von 1 Woche wurde ebenfalls
abgenommen und untersucht, bevor es fur die nanotoxikologischen Tests erneuert

wurde.
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Versuch 1 Versuch 2

Versuch 3

Abbildung 41 LDH-Messung nach der Durchfihrung nanotoxikologischer Tests mit Carbon Black an
3 aufgebauten Tracheamodellen (A-D) (n = 3)

NK = Negativkontrolle (Zellkulturmedium), Versuchsbeginn = Zellkulturmedium nach 1 Woche
Kultivierung der Calu-3-Zellen im Bioreaktor, 24 h =24 h nach Versuchsbeginn abgenommenes

Zellkulturmedium, 48 h = 48 h nach Versuchsbeginn abgenommenes Zellkulturmedium

In Versuch 2 und 3 (Abbildung 41) wiesen die Werte des Zellkulturmediums nach 1
Woche Kultivierung jeweils 3 mg/dl auf und es kann davon ausgegangen werden,
dass die Zellen in beiden Versuchen gleich gut proliferierten, bzw. ein gleicher Anteil
der Zellen in diesem Zeitraum abgestorben war. In Versuch 1 dagegen war der Wert
zu Versuchsbeginn mehr als doppelt so hoch (Abbildung 41). Es waren demnach viel
mehr Zellen nach 1 Woche abgestorben als vergleichsweise in den Reaktoren der
Versuche 2 und 3.

Nach Zugabe des Carbon Black Pulvers zeigten alle Versuche (Abbildung 41) mit 2-
3 mg/dl gemessenes LDH vergleichbare Werte. Wahrend sich 48 h nach
Versuchsbeginn in Versuch 1 und 3 ein Anstieg des LDH-Wertes zeigte, fiel der Wert

in Versuch 2 ab.
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Aufbau und Einsatz der 3D Hautmodelle

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse zum Gefahrdungspotential von
Nanopartikeln an Monolayer-Zellkulturen mit den Daten aus 3D-Gewebemodellen
vergleichend untersucht und neue Messmethoden fiir die Nanotoxikologie etabliert.
Fur die Tests kamen sowohl primare Keratinozyten als auch die Zelllinie HaCaT zum

Einsatz.

Monolayer Versuche an verschiedenen Hautzelltypen
Zum Aufbau von Monolayerkulturen wurden primére Keratinozyten, isoliert aus
humanem Hautbiopsiematerial, und die Keratinozyten-Zelllinie HaCaT eingesetzt.
Zur Etablierung von Standardtest fir die Toxizitatsstudien in der Nanotoxikologie
wurden zunachst Versuche an Monolayerkulturen durchgefiihrt. Die Zellkulturen
wurden dazu in Inserts aufgebaut, um eine Trennung der apikal in die Inserts

zugegebenen Nanopartikel und der basal entnommenen Proben zu gewéahrleisten.

Priméare Keratinozyten HaCaT

Abbildung 42 Phasenkontrastaufnahmen von Monolayerkulturen in Zellkulturflaschen:

(A) primare humane Keratinozyten, (B) Zelllinie HaCaT

Da die Inserts nicht mikroskopierbar waren, wurden zur Uberpriifung der Konfluenz
parallel Zellen in entsprechende Well-Platten ausgesat und darin die Konfluenz
Uberwacht.

Die Zellen bildeten konfluente Zelllayer auf den Inserts und unterschieden sich
morphologisch nur geringflgig voneinander. Wahrend die primaren Keratinozyten
eine kubische Zellform ausbildeten (Abbildung 42 A), wuchsen die HaCaT auch
teilweise in langlichere Zellformen (Abbildung 42 B). Die Zellen wurden 24 h nach der

Aussaat fur die Versuche eingesetzt.
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Abbildung 43 Hange-Inserts mit Zellen und darauf aufgetragenen Proben (A) CNT-Dispersion, (B)
CNT-Pulver, (C) Inserts in der Seitenansicht, hier ist die basolaterale Versorgung mit Medium zu
erkennen.

Fur die Versuche wurden die Dispersionen und Pulver apikal auf die Zelllayer
gegeben (Abbildung 43) und entsprechend inkubiert. Am Versuchsende wurden die
Zellen fixiert und Schnitte angefertigt. Exemplarisch sind hier die Versuche mit den

primaren Keratinozyten gezeigt.
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Carbon Black Carbon Nanotubes Titandioxid

Dispersion

Pulver

Negativkontrollen Positivkontrolle

Abbildung 44 HE-Farbung der Inserts mit primaren Keratinozyten und aufgetragenen Proben: (A)
Dispersion Carbon Black (CB), (B) Dispersion Multiwalled Carbon Nanotubes (CNT), (C) Dispersion
Titandioxid, (D) Pulver CB, (E) Pulver CNT, (F) Pulver Titandioxid, (G) Negativkontrolle
Keratinozytenbasalmedium (KBMr), (H) Negativkontrolle DMEM/FCS, (I) Positivkontrolle SDS

Im Phasenkontrastmikroskop konnten keine in Zellen penetrierten Partikel festgestellt
werden. Das untersuchte Nanomaterial zeigte stets die Bildung von Agglomeraten
(Abbildung 44 A-F), die sich auf den Zellen ablagerten. Eine direkte Wirkung der
Partikel auf die Zellen lie3 sich durch diese Methode nicht feststellen. Die
Negativkontrolle KBMr (Abbildung 44 G) zeigte einen gut ausgebildeten Monolayer
der Keratinozyten. Bei der Negativkontrolle DMEM/FCS (Abbildung 44 H) war
ebenfalls ein geschlossener Monolayer erkennbar. Keratinozyten, die jedoch mit SDS
als Positivkontrolle behandelt worden waren, wurden geschadigt und der
geschlossene Zelllayer hatte sich aufgeldst (Abbildung 44 ). Primare Keratinozyten
und die Zelllinie HaCaT zeigten in den durchgeflihrten Versuchen vergleichbare

Ergebnisse.
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Da histologisch keine Aussage uber einen moglichen Einfluss der Nanopartikel
getroffen werden konnte, wurden in weiteren Tests Entzindungsmarker gemessen,
um die Reaktion der Zellen auf den Kontakt zu Nanopartikel-Agglomeraten zu

untersuchen.

Messung freigesetzter Entziindungsmarker an Keratin ozyten-
und HaCaT-Monolayerkulturen

Zum Nachweis exprimierter Entzindungsmediatoren wurden ELISA-Tests
eingesetzt. Fir eine parallele Untersuchung mehrerer Marker gleichzeitig erwies sich
die Verwendung eines Multiplex-Tests und die anschlieRende Auswertung uber das

FACS als geeignet.

Messung freigesetzter Entzindungsmarker in der Ker  atinozyten-
Monolayerkultur

Mit den Medienlberstanden aus den zuvor am Monolayer durchgefihrten Tests
wurde eine FlowCytomix-Analyse durchgefuhrt, bei der die folgenden
Entzindungsmarker gemessen werden konnten: das Monozyten-Entziindungs-
Protein lalpha (MIP-lalpa), das Chemokin 8 (IL-8), der Granulozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor (G-CSF), das Interleukin 6 (IL-6) und das Interleukin 4 (IL-4).

Da die Messungen nur einmal (n = 1) durchgefuhrt wurden, handelt es sich bei den
angegebenen Werten um Absolutwerte, eine Standardabweichung wurde nicht

berechnet.
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Vergleich der Entziindungsreaktionen der primaren Ke ratinozyten auf die aufgetragenen

Dispersionen und Pulver

Dispersionen 500 pg/ml Aufgestaubte Pulver

Abbildung 45 Messung verschiedener Entzindungsmarker an Keratinozyten-Monolayerkulturen:
(A, B) IL-6-Messung, (C, D) IL-8 Messung, (E, F) MIP-1alpha Messung. (n = 1)

Unbehandelt = Keratinozytenbasalmedium (KBMr), NK = Dispergierungsmittel DMEM/FCS,

PK = Positivkontrolle (SDS), CB = Carbon Black, CNT = Carbon Nanotubes

In Abbildung 45 waren die immer sehr hohen Werte der Negativkontrolle DMEM mit
10%igem FCS auffallend.

Die Positivkontrolle zeigte bei den gemessenen Marker IL-6 und IL-8 niedrigere
Werte als die Negativkontrolle (Abbildung 45 A, C). Die Pulver zeigten ebenfalls fur
das IL-6 und IL-8 niedrigere Werte als fur die getesteten Dispersionen. Nur bei dem
Marker MIP-lalpha waren die gemessenen Werte fur die Dispersionen und Pulver
vergleichbar (Abbildung 45 E, F)
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Ebenfalls nachgewiesen werden konnten die Marker IL-4 und G-CSF (Bild nicht

gezeigt), die jedoch nur in geringen Mengen exprimiert wurden.

Im gleichen Versuchsansatz wurde auch (getestet, ob sich eine
Konzentrationsanderung der Dispersionen auf die Zellreaktionen auswirkt.
Beispielhaft wurden Carbon Black und Titandioxid in jeweils 3 unterschiedlichen
Konzentrationen getestet (500 pg/ml, 50 pg/ml und 5 pg/ml).

Vergleich  unterschiedlicher  Konzentrationen der  Dis persionen  auf  exprimierte
Entziindungsmarker der primaren Keratinozyten

Carbon Black (5-500 pg/ml) Titandioxid (5-500 pg/ml )

Abbildung 46 Messung des Entzindungsmarkers IL-8 nach dem Auftragen unterschiedlicher
Konzentrationen an Carbon Black (A) und Titandioxid (B) NK = Dispergierungsmittel (DMEM/FCS),
CB = Carbon Black. (n =1)

Beispielhaft sind hier die Ergebnisse der Messung des Entztindungsmarkers IL-8
gezeigt, gemessen werden konnten daneben auch die Marker IL-6, MIP-1alpha und
G-CSF. Die Messung von IL-8 24 h und 48 h nach dem Auftragen verschiedener
Konzentrationen an CB und Titandioxid zeigten linear ansteigende Werte von der
hochsten zur geringsten eingesetzten Konzentration (Abbildung 46). Die Messwerte
fur das IL-6 zeigten den gleichen Verlauf. Generell waren die gemessenen Werte der
geringsten eingesetzten Konzentrationen vergleichbar mit der Interleukin-Expression
der Negativkontrollen.

MIP-lalpha und G-CSF waren bei den Monolayerkulturen mit priméaren Keratinozyten
zwar messbar, wiesen aber fir die geringsten getesteten Konzentrationen nicht wie
bei IL-6 und IL-8 die hdochsten messbaren Werte auf. Problematisch war immer die
Reaktion der Zellen auf die Negativkontrolle (DMEM/FCS), welches als
Dispergierungsmittel eingesetzt wurde. Die hier gemessenen Werte lagen
grundsatzlich sehr hoch.
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Messung freigesetzter Entzindungsmarker an der HaC aT-
Monolayerkultur

Mit den HaCaT-Monolayerkulturen wurden beispielhaft das Carbon Black und
Titandioxid untersucht. Als Negativkontrolle diente in diesem Versuch das
DMEM/FCS, welches neben der Verwendung als Dispergierungsmittel auch als

Zellkulturmedium fur die Zelllinie eingesetzt wurde.

Entziindungsreaktion der Zelllinie HaCaT auf die auf  getragenen Dispersionen und Pulver

Dispersionen (500 pg/ml) Aufgestaubte Pulver

Abbildung 47 Messung von IL-8 an HaCaT-Monolayerkulturen: (A) Testung von Dispersionen, (B)
Testung von Pulver. (n = 3)
NK = Dispergierungsmittel DMEM/FCS, PK = Positivkontrolle (SDS), CB = Carbon Black

Als Entzindungsmarker konnte in dem Versuch mit den HaCaT-Monolayern nur das
IL-8 detektiert werden.

In Abbildung 47 zeigt die Negativkontrolle (DMEM/FCS) wieder im Vergleich zu den
getesteten Proben hohe Werte, wahrend die Positivkontrolle (SDS) den geringsten
Anstieg an ausgeschleusten Entziindungsmediatoren verursachte.

Die Dispersionen und auch die Pulver wiesen immer nach 48 h einen Anstieg auf.
Wie die primaren Keratinozyten, zeigten auch die HaCaT nach dem Auftragen des

reinen Dispergierungsmittels bereits einen Anstieg des Markers IL-8.

Daneben wurden ebenfalls unterschiedliche Konzentrationen an Carbon Black und
Titandioxid untersucht (je 500 pg/ml, 50 pg/ml und 5 pg/ml), um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen den Konzentrationen und den ausgeschleusten

Entzindungsmarker zu untersuchen.
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Vergleich unterschiedlicher ~ Konzentrationen der Dis persionen  auf  exprimierte

Entziindungsmarker der Zelllinie HaCaT

Carbon Black (5-500 pg/ml) Titandioxid (5-500 pg/ml )

Abbildung 48 Messung des Entzindungsmarkers IL-8 nach dem Auftragen unterschiedlicher
Konzentrationen an (A) Carbon Black und (B) Titandioxid. (n=3) NK = Dispergierungsmittel
(DMEM/FCS), CB = Carbon Black

Die gemessenen IL-8 Konzentrationen zeigten auch hier eine steigende Tendenz hin
zur geringsten dispergierten Konzentration (Abbildung 48). Deutlich wird dies in den
gemessen Werten nach 48 h. Die Tendenz der IL-8 Konzentrationen entspricht den
Konzentrationen, die auch bei den IL-8 Messungen der Proben aus dem
Keratinozyten-Monolayer Versuch gemessen wurden. Bei den Konzentrationen von

5 und 50 pg/ml fallt jedoch auf, dass vor allem die nach 48 h gemessenen Werte eine

deutlich hohere Expression an IL-8 aufweisen als die Negativkontrolle DMEM/FCS.

Im Vergleich der Versuche an Monolayerkulturen mit priméaren Keratinozyten und der
Zelllinie HaCaT initiierte das Dispergierungsmittel grundsatzlich die Expression von
Entzindungsmakern. Diese lagen vor allem in den Versuchen an primaren
Keratinozyten viel h6her als die Werte der untersuchten Proben. Die Expression von
IL-8 der Keratinozyten lag dabei mit bis zu 4000 pg/ml um den Faktor 5 hoher als die

gemessenen Werte der Zelllinie.

Da ein direkter Kontakt der Nanopartikel und Nanopartikel-Dispersionen in vivo nur
stattfinden kann, wenn die Partikel auch bis zu den einzelnen Zellen vordringen und
mit ihnen in Kontakt treten, wurden 3D-Hautmodelle aufgebaut. An ihnen sollte
untersucht werden, wie die Zellen in ihrer nattrlichen Umgebung mit vorhandenen

Barriereschichten, wie z.B. der Hornschicht, auf die Partikel reagieren.
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Aufbau der 3D-Hautmodelle mit primaren Keratinozyt  en und
der Zelllinie HaCaT

Als komplexeres Testsystem wurden 3D-Hautmodelle zur Testung des
Risikopotentials von Nanomaterialien aufgebaut und eingesetzt.

Der Aufbau der Gele vor dem Einsatz als Testsystem wurde jeweils an Tag 9 der
Airlift-Kultivierung durch eine HE-Farbung kontrolliert (Abbildung 49).

Priméare Keratinozyten HaCaT

Abbildung 49 HE-Farbung der 3D-Hautmodelle: (A) aufgebaut mit primaren Keratinozyten, (B)
aufgebaut mit der Zelllinie HaCaT. (1) Stratum corneum (Hornschicht), (2) Epidermis, (3) Dermis mit
Fibroblasten.

Die 3D-Hautmodelle mit primaren Keratinozyten zeigten in ihrem Aufbau die
Ausbildung einer Hornschicht, die Epithelzellen proliferierten jedoch nicht so stark,
sodass im Vergleich zur der Zelllinie HaCaT weniger Zelllagen vorhanden waren
(Abbildung 49 A).

Da die Zelllinie generell eine starkere Proliferation aufwies als die primaren Zellen,
war die epidermale Schicht starker ausgepragt und verfiigte Uber mehrere
Zellschichten. Allerdings sind die HaCaT-Zellen nicht in der Lage, eine Hornschicht
auszubilden und verfigen damit nicht Gber diese wichtige Barrierestruktur (Abbildung
49 B).

Neben der Hamalaun-Eosin-Farbung wurden deshalb auch die Tight Junctions tber
eine Antikdrperfarbung spezifisch angefarbt. Die Zonula occludens (tight junctions)
bilden eine undurchlassige Kontaktzone zwischen benachbarten Epithelzellen. Fur
die Verwendung der Hautmodelle muss diese Barrierefunktion als Zeichen eines

funktionellen Gewebeverbandes vorhanden sein.
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Primére Keratinozyten HaCaT

Abbildung 50 Immunhistochemischer Nachweis der Tight Junctions (Anti-Zonula Occludens) bei

aufgebauten Hautmodellen: (A) mit primaren Keratinozyten, (B) mit der Zelllinie HaCaT

Sowohl die Hautmodelle mit primaren Zellen als auch die Gele mit der Zelllinie
HaCaT zeigten eine Ausbildung der Tight Junctions (Abbildung 50). Das
Vorhandensein dieses Gewebeverbandes auch bei der Zelllinie zeigte eine
geschlossene Zellbarriere an, sodass diese Hautgele trotz fehlender Hornschicht

ebenfalls als Testsysteme eingesetzt werden konnten.

Das 3D-Hautmodell als Testsystem
Zur Untersuchung der Toxizitat verschiedener Nanomaterialien wurden Hautmodelle
mit primaren Keratinozyten und der Zelllinie HaCaT aufgebaut und zunachst mit den
hergestellten Dispersionen oder direkt mit dem Pulver in Kontakt gebracht.
Anschlieend wurde eine mogliche Penetration von Partikeln oder auftretende
Schadigungen der Zellen histologisch entsprechend den Monolayerkulturen

untersucht. Die Konzentration der Dispersionen betrug immer 500 pg/ml.

4.5.1.1 Untersuchungen der Referenzsubstanzen an 3D -Hautmodellen mit
primaren Keratinozyten

Fur alle Versuche wurden entsprechende Referenzsubstanzen mitgefuhrt, die als
Negativ- oder Positivkontrollen dienen sollten. Als eine Negativkontrolle wurde
DMEM/FCS eingesetzt, welches auch als Dispergierungsmittel flr die Nanopartikel
Verwendung fand. Weitere Negativkontrollen waren das Airliftmedium, welches bei
der Kultivierung der Hautgele eingesetzt wurde und das Airliftmedium mit Tween.
Letzteres wurde als alternatives Dispergierungsmittel fir das DMEM/FCS getestet,
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da dieses in den Monolayerversuchen stets sehr hohe Werte an exprimierten
Entziindungsmarkern zeigte.

Als Positivkontrolle wurde Blauasbest (BA) eingesetzt, da hier der zellschadigende
Effekt bekannt ist und oftmals ein Vergleich der réhrenférmigen Carbon Nanotubes

mit Asbest gezogen wird.

DMEM/FCS Blauasbest-Dispersion Airliftmedium/Tween

Abbildung 51 HE-Farbung von 3D-Hautmodellen aufgebaut mit primaren Keratinozyten, die mit
verschiedenen Referenzsubstanzen in Kontakt gebracht wurden: (A) DMEM mit 10% FCS, (B)

Blauasbest-Dispersion, (C) Airliftmedium / Tween

Die Hautgele unterschieden sich im Aufbau und der Dicke der Epidermis
voneinander, welche zwischen 10-150 pum variierte. Das DMEM/FCS (Abbildung 51
A), das Airliftmedium (Abbildung 51 B) und auch die getestete Blauasbest-Dispersion
(Abbildung 51 C) zeigten keine sichtbare zellschadigende Wirkung auf die
Keratinozyten der mikroskopierten Hautgele.

4.5.1.2 Untersuchung der Nanopartikel-Dispersionen an 3D-Hautmodellen mit
primaren Keratinozyten

Untersucht wurden Dispersionen der Nanomaterialien Carbon Black (CB), der
Carbon Nanotubes (CNT) und des Titandioxids. Als Dispergierungsmittel wurde das
Airliftmedium mit Tween eingesetzt. Abbildung 52 zeigt beispielhaft 2 Schnitte von
Hautmodellen, die mit Nanopartikel-Dispersionen behandelt wurden. Exemplarisch
wurden die Versuche mit Carbon Black und den Multiwalled Carbon Nanotubes
durchgefuhrt.
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CB-Dispersion CNT-Dispersion

Abbildung 52 HE-Farbung von 3D-Hautmodellen aufgebaut mit primaren Keratinozyten, die mit
verschiedenen Nanopartikel-Dispersionen in Kontakt gebracht wurden: (A) Carbon Black-Dispersion
(CB), (B) Multiwalled Nanotube-Dispersion (CNT)

Sowohl bei den Hautgelen, die mit einer CB-Dispersion als auch bei denen, die mit
einer CNT-Dispersion behandelt wurden, war keine Penetration von Partikeln in die
Epidermis erkennbar (Abbildung 52). Dabei war es unerheblich, welches
Dispergierungsmittel verwendet wurde. Beispielhaft sind hier nur die Schnitte der
Hautgele gezeigt, welche mit einer Dispersion behandelt wurden, die mit Pulver
behandelten Hautmodelle zeigten histologisch dasselbe Bild.

Auffallend war immer eine starke Biundelung der CNT, die sich als kleine
Agglomerate auf der epidermalen Schicht ablagerten (Abbildung 52 B). Das Carbon
Black dagegen war feiner verteilt und bildete kleinere Aggregate, die sich ebenfalls
auf der Epidermis ablagerten (Abbildung 52 A).

Da sich histologisch keine Verénderungen der Zellen feststellen lieRen, wurden die
Medienuberstande, die bei allen Versuchen entnommen worden waren, auf

Entziindungsmarker untersucht.

4.5.1.3 Messung freigesetzter Entzindungsmarker an 3D-Hautmodellen mit
primaren Keratinozyten

Da die Epidermis eine effektive Barriere darzustellen scheint und histologisch keine

penetrierten Partikel detektiert werden konnten, wurde untersucht, ob die Zellen nach

24 h bis 48 h Kontakt mit den Nanopartikeln Entzindungsmarker ausschleusen. Zur

Untersuchung verschiedener Marker wurde eine Multiplex-Analyse durchgefthrt.
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Gemessen wurden die Entziindungsmarker entsprechend der getesteten Marker in
den Versuchen mit Monolayerkulturen. Da sich das Dispergierungsmittel DMEM/FCS
als nicht geeignet herausgestellt hatte, wurde das Airliftmedium mit Tween 80 als
Dispergierungsmittel verwendet und diente somit als Negativkontrolle (NK). Parallel

wurden die Uberstande unbehandelter Hautgele untersucht.

Vergleich der Entziindungsreaktionen des Dispergieru ngsmittels Airliftmedium/Tween an

Hautgelen mit primaren Keratinozyten

Abbildung 53 Messung von Entzindungsmarkern nach dem Auftragen unterschiedlicher
Dispersionen auf Hautgele mit primaren Keratinozyten: (A) IL6-Messung, (B) IL-8-Messung, (C) MIP-
lalpha-Messung, (D) G-CSF-Messung. (n = 1)

Unbehandelt = Airliftmedium, NK = Dispergierungsmittel Airliftmedium/Tween, PK = Positivkontrolle
(Blauasbest), CB = Carbon Black, CNT = Carbon Nanotubes

Auffallend waren die bei IL-6 und IL-8 gemessenen hoheren Werte fur die
Positivkontrolle im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Negativkontrollen zeigten
dabei gleich hohe Werte, wie die unbehandelten Hautgele (Abbildung 53 A, B).

Die aufgetragene Carbon Black-Dispersion unterschied sich in der Expression von
IL-6 und IL-8 kaum von der Negativkontrolle (Abbildung 53 A, B). Einen starken
Anstieg der gemessenen Entziindungswerte zeigte sich dagegen nach dem Auftrag

der CNT-Dispersion. Wahrend der Wert des IL-6 Uber der gemessenen
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Negativkontrolle lag, unterschied er sich nur gering von der Positivkontrolle
(Abbildung 53 A). Bei IL-8 dagegen lag der gemessene Wert um das doppelte hoher
als der gemessene Wert der Positivkontrolle (Abbildung 53 B).

Die Marker MIP-lalpha und G-CSF konnten in den Hautgelen mit priméren
Keratinozyten ebenfalls nachgewiesen werden (Abbildung 53). Sie zeigten jedoch fur
die Negativkontrollen im Vergleich zu den Dispersionen sehr hohe Werte, wahrend
die Positivkontrolle nur eine geringe (Abbildung 53 C) oder keine Expression der
Marker verursachte (Abbildung 53 D).

4.5.1.4 Einsatz einer neuen Positivkontrolle

Da sich das Blauasbest als Positivkontrolle im Zusammenhang mit den Hautgelen
widerspruchliche Ergebnisse lieferte, wurde fur weitere Versuche an 3D-
Hautmodellen zunéchst untersucht, ob ein verwundetes Hautmodell (= Wundmodell,
WM) als Positivkontrolle in weiteren Tests eingesetzt werden kann.

Im Schnitt l&sst sich der Einschnitt mit der geschadigten Epidermis gut erkennen
(Abbildung 54).

Abbildung 54 HE-Farbung eines 3D-Hautmodells aufgebaut mir primaren humanen Keratinozyten,

das durch einen Schnitt verwundet wurde.

Unter Stresssituationen wird von den Keratinozyten IL-1alpha gebildet und lost eine
Entzindungsreaktion aus, durch die auch weitere Zellen stimuliert werden. Als
Positivkontrolle wurden daher in diesem Versuch Hautgele mit Schnitten gezielt
verwundet, um eine Expression von IL-lalpha auszuldsen. Bei der Negativkontrolle

blieb das Hautgel unbehandelt.
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Abbildung 55 Vergleich der IL-1alpha-Konzentrationen aus 3 Hautmodellen: unbehandeltes Hautgel,
Positivkontrolle (=PK) mit Blauasbest behandelt, verwundetes Hautgel (= Wundmodell, WM). Die
Expression von IL-lalpha des Wundmodells unterscheidet sich dabei signifikant von der
Positivkontrolle (p < 0,05). (n = 3)

Die Expression von IL-lalpha liegt fur die Positivkontrolle genauso hoch, wie fir die
unbehandelte Negativkontrolle. Im Vergleich dazu zeigte das Wundmodell einen
signifikanten Anstieg des exprimierten IL-1alpha und wurde daher fir die folgenden
Versuche an Hautmodellen mit der Zelllinie HaCaT als Positivkontrolle eingesetzt
(Abbildung 55).

4.5.1.5 Untersuchungen der Referenzsubstanzen an 3D -Hautmodellen mit der
Zelllinie HaCaT

Die zu untersuchenden Nanomaterialien wurden nur aufgestdubt und nicht mehr

dispergiert, um den reinen Effekt der Nanopartikel auf die Zellen zu untersuchen. Als

Negativkontrolle wurde ein unbehandeltes Hautgel herangezogen, als

Positivkontrolle diente ein durch Schnitte verwundetes Hautgel (= Wundmodell, WM).

4.5.1.6 Untersuchung der Nanopartikel-Pulver an 3D- Hautmodellen mit der
Zelllinie HaCaT

Neben den Referenzen wurden die Pulver von Carbon Black (CB) und den

Multiwalled Carbon Nanotubes (CNT) untersucht.
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CB-Pulver CNT-Pulver

Abbildung 56 HE-Farbung von 3D-Hautmodellen aufgebaut mit der Zelllinie HaCaT, die mit
verschiedenen Nanopartikel-Pulvern in Kontakt gebracht wurden: (A) Carbon Black (CB), (B)

Multiwalled Nanotube-Dispersion (CNT)

Wie bereits bei den Hautmodellen mit primaren Keratinozyten, konnten auch bei den
Hautgelen mit der Zelllinie HaCaT histologisch keine in die Epidermis penetrierten
Partikel ~ detektiert werden. Auch aus diesen Versuchen wurden die

Medienuberstande auf exprimierte Entzindungsmarker hin untersucht.

4.5.1.7 Messung freigesetzter Entzindungsmarker der 3D-Hautmodelle
aufgebaut mit der Zelllinie HaCaT

Da die Hautmodelle trotz der Verwendung der Zelllinie HaCaT mit demselben
Airliftmedium kultiviert wurden, wie auch die Hautgele mit priméren Keratinozyten,
wurde als zusétzliche Negativkontrolle (=NK) das Dispergierungsmittel DMEM/FCS
auf die Gele getropft. Auch hier sollte nochmals der Effekt des reinen
Dispergierungsmittels auf die Zelllinie untersucht werden, da die HaCaT in der
Monolayerkultur auch mit DMEM und 10%igem FCS kultiviert wurden.
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Entziindungsreaktion von Hautgelen mit aufgestaubten Nanopartikeln:

Abbildung 57 Messung der Entziindungsmarker nach dem Auftragen der verschiedenen Proben:
(A) IL-6-Messung, (B) IL-8-Messung. (n = 3) Unbehandelt = Airliftmedium, NK = Dispergierungsmittel
DMEM/FCS, WM = Wundmodell, CB = Carbon Black, CNT = Carbon Nanotubes

Gemessen werden konnten nur die Marker IL-6 und IL-8. Das MIP-lalpha und G-
CSF, wie in den Hautmodellen mit primaren Zellen, konnten nicht nachgewiesen
werden. Auffallig war, dass die Hautmodelle, die nicht behandelt wurden, keine
Expression von Entzindungsmarkern zeigten (Abbildung 57). Hautmodelle, die
jedoch mit dem Dispergierungsmittel DMEM/FCS betropft wurden, zeigten immer
eine hohe vergleichbare Expression der Marker entsprechend dem Wundmodell,
welches als Positivkontrolle eingesetzt wurde (Abbildung 57).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die primaren Keratinozyten mit einem
breiteren Spektrum an exprimierten Entziindungsfaktoren auf  das
Dispergierungsmittel DMEM/FCS und auf die getesteten Partikel reagierten, wahrend
die HaCaT verstarkt nur IL-6 und IL-8 ausschitteten (Tabelle 41). Problematisch ist
daher der Einsatz des Dispergierungsmittels DMEM/FCS, da vor allem die primaren
Keratinozyten sehr stark darauf reagierten und so erhohte gemessene
Interleukinwerte nicht eindeutig den Partikeln zugeordnet werden konnten. Die
HaCaT-Zellen im Monolayer reagieren dagegen nicht so stark auf das
Dispergierungsmittel. Umgekehrt verhalt es sich dagegen in den 3D-Hautmodellen.
hier reagierten die Hautgele mit der HaCaT-Zelllinie mit einer bis zu 10fach héheren
Expression von Entziindungsmarkern, wenn zuvor die Kultivierung im serumfreien

Airliftmedium stattfand.
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Ergebnisse

In Tabelle 41 sind die einzelnen Ergebnisse aus den Versuchen mit den

Monolayerkulturen und den 3D-Hautmodellen aus primaren Keratinozyten und der

Zelllinie HaCaT zusammengefasst.

Tabelle 41 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Monolayerkulturen und 3D-Hautmodellen mit

priméren Keratinozyten und der Zellinie HaCaT in Bezug auf das Dispergierungsmittel

Monolayerkulturen

3D-Hautmodelle

Eingesetzte

Dispergierungsmittel:

Priméare

Keratinozyten

HaCaT

Priméare

Keratinozyten

HaCaT

DMEM/FCS

Ungeeignet,
da die Zellen
sehr stark
darauf

reagieren

Geeignet, da das
Dispergierungs-
mittel dem
Zellkulturmedium

entspricht

Nicht getestet

Starke Reaktion
der Zellen auf
das
Dispergierungs-
mittel (hach
vorheriger
Kultivierung mit

Airliftmedium)

Airliftmedium/Tween

Nicht getestet

Nicht getestet

Hat bei der
Messung von
IL-6 und IL-8
keinen Effekt.
MIP-lalpha und
G-CSF werden

stark exprimiert

Nicht getestet

Messbare

Entziindungsmarker

IL-6
IL-8
MIP-1alpha

v.a. verstarkte
Bildung von
IL-8

IL-8

Die IL-8-
Konzentrationen
sind im Vgl. zu
den priméren
Zellen um das

2fache reduziert

IL-6

IL-8
MIP-lalpha
G-CSF

IL-6

IL-8

Die Interleukin-
Konzentrationen
liegen im Vgl. zu
den Haut-
modellen mit
primaren Kerati-
nozyten um das
5fache hoher.
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Relevanz neuer Methoden zur Untersuchung der Nano-

toxizitat
Mikroskopische Untersuchungen sowohl der Zellen im Monolayer als auch der
komplexen 3D-Modelle gaben keinen Aufschluss Uber die Reaktion der Zellen nach
dem Kontakt zu den aufgetragenen Nanomaterialien. Rein morphologisch liel3en sich
keine Veranderungen feststellen, es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass die Zellen
durch einen langeren Kontakt mit den Partikeln geschadigt werden, bzw. diese eine
Stresssituation fur die Zellen darstellen. Es konnten jedoch deutliche Unterschiede
der Sensitivitat der primaren Zellen und der Zelllinie in der Monolayerkultur und der
3D-Kultivierung der Hautmodelle beim Nachweis von Entziindungsmarkern detektiert
werden.
Eindeutige Aussagen zur Toxizitdt der Nanomaterialien konnten allerdings nicht
gemacht werden, da auch die eingesetzten Dispergierungsmittel eine entziindungs-
ausldésende Wirkung auf die Zellen ausiibten. Daher wurde versucht, neue Methoden
fur die Untersuchung der Nanotoxizitat zu etablieren.

Genexpressionsanalysen mit der MESSAGE-Technologie

Mit einer Genexpressionsanalyse lassen sich mogliche Veranderungen der Zellen
bereits auf RNA-Ebene untersuchen, also bereits zu einem Zeitpunkt, an dem die
Proteine noch nicht synthetisiert und ausgeschleust wurden. Da noch nicht bekannt
ist, welche Prozesse dabei ablaufen und welche Signalkaskaden dabei involviert sein
kénnten, lassen sich mit einer globalen Genexpressionsanalyse die Genexpressions-
muster unbehandelter Zellen mit denen behandelter Zellen vergleichen und so eine
.Genkarte* erstellen, die es ermoglicht, einzelne transkribierte Gene (m-RNA) zu
detektieren und spater gezielt als Marker nachzuweisen.

Da die Zelllinie-HaCaT im 3D-Hautmodell bei der Untersuchung exprimierter
Entzindungsmarker bereits eine Uberschieliende Reaktion aufwies und sich damit
gravierend von der Reaktion der primaren Zellen unterschied, wurden im Rahmen

der Genexpressionsanalysen nur die primaren Keratinozyten untersucht.
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Genexpressionsanalysen an Monolayerkulturen mit pr iméren

Keratinozyten

Zur Etablierung der Methode wurden zunachst Versuche mit Monolayerkulturen der
primaren Keratinozyten durchgefiihrt, die eine spatere Ubertragung auf das 3D-

Hautmodell ermdéglichen sollten.

Negativkontrolle Carbon Black-Dispersion

Carbon Nanotubes-Dispersion Titandioxid-Dispersion

Abbildung 58 Phasenkontrastaufnahme eines unbehandelten Keratinozyten-Monolayers (A) im
Vergleich zu Keratinozyten, die mit verschiedenen Dispersionen behandelt wurden: (B) Carbon-Black,
(C) Carbon-Nanotubes, (D) Titandioxid

Nach 24 h Inkubation der primaren Keratinozyten mit den verschiedenen
Nanomaterialien fiel priméar vor allem die starke Agglomeratbildung der
verschiedenen Nanopartikel in der Dispersion auf (Abbildung 23 B, C und D). Die
Zellen zeigten in ihrer Adharenz und Morphologie keine Schadigung oder
Beeinflussung durch die Inkubation mit den Partikeln. Zur Isolation der RNA wurden
die Monolayerkulturen zunédchst mehrmals mit PBS™ gewaschen, um die Partikel zu
entfernen. Diese hafteten jedoch teilweise so stark an den Zellen oder auch an der
Zellkulturplatte, dass sie nicht komplett entfernt werden konnten.
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Die RNA wurde isoliert und ihre Qualitat sowie Konzentration im Agilent Bioanalyzer

bestimmt (Abbildung 59).

Abbildung 59 Messung der RNA-Qualitat und Quantitat im Agilent Bioanalyzer

Tabelle 42 Gesamt-RNA-Konzentrationen und Qualitat der isolierten Proben

Probe Konzentration der Gesamt- Qualitat (= RNA
RNA [ng/ul] Integrity Number, RIN*)
DMEM + 10% FCS 1 487 9,80
Carbon Black 1 632 9,80
Multiwalled Carbon Nanotubes 1 454 10,0
Titandioxid 1 359 9,90

*RIN-Nummer von 10 entspricht sehr guter Qualitat

Die isolierte RNA zeigte eine sehr gute Qualitat (Tabelle 42). Die RIN-Werte lagen

bei 9,80-10,0, wahrend die Konzentrationen in einem Bereich von 359-632 ng/ul

lagen und somit fir das MESSAGE-System eingesetzt werden konnten.

Bei der Zyklusoptimierung fur die Adapter-PCR Il erwiesen sich 21 Zyklen als optimal

fur ein ausgeglichenes Verhaltnis von Ankerprimern und Transkripten (Abbildung 60).




136 Ergebnisse

Abbildung 60 Zyklusoptimierung der spezifischen PCR. 6%ige Polyacrylamidgele, SYBR-Gold
gefarbt, die Lange der Basenpaare wird durch einen 50bp Marker angegeben. Dargestellt sind die
Zyklen 18 bis 23: (A) Negativkontrolle, (B) mit Carbon Black behandelte Probe, (C) mit Carbon

Nanotubes behandelte Probe, (C) Probe, die mit Titandioxid behandelt wurde.

Es konnten kleine Unterschiede im Bandenmuster der einzelnen Proben detektiert
werden. Die Negativkontrolle zeigte im Vergleich zu den anderen Proben zusatzlich
zwei Banden auf Hohe von 500 bp. Auch sind nochmals zwischen 100 bp und
150 bp zwei weitere Banden erkennbar, die bei den anderen Proben ebenfalls nicht
vorhanden waren.

AnschlieBend erfolgte die Amplifizierung von 48 Subpopulationen mit den
spezifischen SMART_T13 VN- und den AdE_Rsal_NN-Primern. Von den 48 Sub-
populationen wurden 24 Populationen gepoolt.

Eine Falschfarben-Uberlagerung macht unterschiedlich exprimierte Spots erkennbar
(Abbildung 61). Differentiell regulierte Spots der Negativkontrolle erscheinen als
grine, die der behandelten Probe dagegen als rote Spots. Gelbe Spots zeigen eine
Regulation in beiden Proben an.
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Falschfarbentberlagerung der Negativkontrolle mit d er Carbon Black behandelten
Probe

Subpopulation GA/GC Subpopulation GG/GT

Abbildung 61  Bild einer Falschfarben-Uberlagerung der Transkriptomanalyse von (A)
Negativkontrolle (DMEM/FCS) mit Carbon Black (Subpopulationen GA/GC), (B) Negativkontrolle mit
Carbon Black (Subpopulationen GG/GT)

Bei den mit Carbon Black behandelten Keratinozyten wurden im Vergleich zu den
Zellen der Negativkontrolle einige Gene vermindert exprimiert (z.B. grine Spots:
NK11l SPRR4, NK8 KLK7 und NK16 RPL10A). Daneben gab es nur wenige
Marker, die durch die Behandlung der Keratinozyten differentiell reguliert wurden
(z.B. rote Spots: CB_TAXREB 107, CB1_Wnt-13 oder CB4_ATPS6).

Vergleicht man nun die Ubereinanderlagerungen der Subpopulationen GA/GC mit
GG/GT, so lassen sich auch hier Unterschiede erkennen. In der Subpopulation
GG/GT der mit Carbon Black behandelten Zellen (Abbildung 61 B) traten verstarkt

erhohte Genregulationen auf (mehr rote Spots).
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Falschfarbentberlagerung der Negativkontrolle mit d er Carbon Nanotube behandelten Probe

Subpopulation GA/GC Subpopulation GG/GT

Abbildung 62 Bild der Transkriptionsanalyse von (A) Negativkontrolle mit Carbon Nanotubes,
(Subpopulationen GA/GC), (B) Negativkontrolle mit Carbon Nanotubes (Subpopulationen GG/GT)

Im Vergleich zeigten sich zwischen den mit CNT behandelten Zellen und denen der
Negativkontrolle (Abbildung 62) viele konstitutiv regulierte Gene (z.B. rote Spots:
CNT15/17_Wntl13, CNT30/31_RPL21). Aber auch hier gab es vereinzelt geringer
exprimierte Gene bei den mit Nanotubes behandelten Zellen (z.B. grine Spots:
NK12_SPRR4, NK3_PLODL1).

Daneben gab es bei der Subpopulation GG/GT der mit CNT behandelten Zellen
(Abbildung 62 B) mehr hochregulierte Gene (mehr rote Spots) als bei der Sub-
population GA/GC derselben Probe.
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Falschfarbentberlagerung der Negativkontrolle mit d er Titandioxid behandelten Probe

Subpopulation GA/GC Subpopulation GG/GT

Abbildung 63 Falschfarben-Uberlagerung der Transkriptomanalyse von (A) Negativkontrolle mit
Titandioxid (Subpopulationen GA/GC), (B) Negativkontrolle mit Titandioxid (Subpopulationen GG/GT)

Im Vergleich zwischen den Zellen, die mit Titandioxid behandelt wurden und der
Negativkontrolle wurden viele Marker geringer exprimiert (griine Spots: NK6_KRT6B,
NK3 _PLOD1, NK11/12 SPRR4 und NK16/17 _RPL10A). Als Gene der behandelten
Zellen, die differentiell reguliert werden, konnten nur sehr wenige eindeutig
identifiziert werden (z.B. rote Spots: TiO2_2/5 ATP6). Die Subpopulation GG/GT
wies im Vergleich zu GA/GC eine weniger differentielle Genregulationen auf (mehr

grine Spots).

Die einzelnen Gele einer Subpopulation von Titandioxid Carbon Black, den Carbon

Nanotubes und der Negativkontrolle zeigten ansonsten ein identisches Spotmuster.

Zur Uberpriifung der relativen cDNA-Abundanzen wurde anschlieRend die Intensitéat
und GroRRe der Spots im Verhdltnis zur Gesamtintensitat und der GesamtgroRRe aller
Spots verglichen und daraus das Verhaltnis der Genregulation von behandelten zu
nicht behandelten Keratinozyten berechnet. Die schlie3lich gestochenen und
identifizierten Spots sind in Tabelle 43 aufgeflhrt, gleichzeitig wird die Regulation der
Gene in den einzelnen Proben in Bezug auf die Negativkontrolle als Ratio

angegeben.
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Tabelle 43 Identifizierung und differentielle Regulation der gepickten Spots

Spot- Funktion des Genbereichs Ratio Ratio Ratio

Bezeichnung CB/NK CNT/NK TiO,/NK

CB2_RPS8 Komponente der 40S Untereinheit -1,275 -9,970 -3,583

CB5_YBX1 Positive Regulierung des Zellzyklus, -1,271 1,229 -4,689
Zellproliferation und Krebsentstehung

CNT9_YBX1 Positive Regulierung des Zellzyklus, 1,220 1,364 -1,782
Zellproliferation und Krebsentstehung

CNT10_YBX1 Positive Regulierung des Zellzyklus, 1,333 2,278 -1,121
Zellproliferation und Krebsentstehung

CB6_S100A10,02 Zellzyklus, Progression, Differenzierung 1,127 1,510 -1,397

CB7_TAXREB107 Ahnlich zu TAXREB 10, verwandt mit 5,986 1,449 -1,160
RPL6

CB9_TIF3S6IP Translationsinitiationsfaktor 3, Untereinheit 1,975 3,537 -2,782
E-interagierendes Protein

CB1_wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 3,699 2,650 2,594

CNT1 Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 1,422 1,159 -1,307

CNT2_Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 3,092 1,601 3,811

CNT3_Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 2,847 4,858 4,943

CNT4_Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 2,338 3,204 3,465

CNT5_Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 3,699 2,650 2,594

CNT14_Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 6,242 6,810 1,846

CNT15_Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 6,885 13,760 -1,057

CNT16_Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 7,624 15,181 2,440

CNT17_Wnt-13 Differenzierung, Krebsentstehung 14,440 18,053 -1,305

CNT12_TubAlA Cytoskelett, Gerustprotein -1,419 1,602 -2,173

CNT18_NADH- Elektronentransportkette 3,543 4,571 -1,187

DH

CNT19 _NADH- Elektronentransportkette 4,919 5,087 1,436

DH

CNT24_H3his- Protein der Histon H3 Familie 1,373 1,742 -1,265

fam3A

CNT26_CSSU1 Calcium abhangige Cysteinprotease; 1,472 1,043 1,090

Aktivierung kann durch oxid. Stress
ausgelést werden

CNT27_RPL21 Komponente der 60S Untereinheit von 2,555 2,517 2,029
Ribosomen der L21E Familie

CNT28_RPL21 Komponente der 60S Untereinheit von 2,881 2,503 1,946
Ribosomen der L21E Familie

CNT29_RPL21 Komponente der 60S Untereinheit von 8,383 4,028 3,794
Ribosomen der L21E Familie

CNT30_RPL21 Komponente der 60S Untereinheit von 2,907 1,933 2,350
Ribosomen der L21E Familie

CNT31_RPL21 Komponente der 60S Untereinheit von 3,212 2,219 2,029

Ribosomen der L21E Familie
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Spot- Funktion des Genbereichs Ratio Ratio Ratio

Bezeichnung CB/NK CNT/NK TiO,/NK

NK1 PLOD1 Lysylhydroxylase, Crosslinken von -2,910 -3,328 -2,933
kollagené&hnlichen Strukturen

NK2_PLOD1 Lysylhydroxylase, Crosslinken von 1,602 -3,255 1,134
kollagenéahnlichen Strukturen

NK3_PLOD1 Lysylhydroxylase, Crosslinken von -3,107 -20,871 -6,841
kollagenéhnlichen Strukturen

NK6_KRT6B Differenzierung des einfachen und -5,021 -3,600 -5,729
stratifizierten Epithels

NK7_SOX Polyaminoxidase -2,536 -22,369 -2,286

NK8_KLK7 Abschilferung der Haut -2,649 -1,226 -2,974

NK9 RPL13 Komponente der 60S Untereinheit von -2,984 -1,750 -6,905
Ribosomen der L13E Familie

NK10 RPL13 Komponente der 60S Untereinheit von -2,084 -2,281 -3,065
Ribosomen der L13E Familie

NK11 SPRR4 Fruher Differenzierungsmarker der -8,484 -13,000 -15,602
Keratinozyten

NK12_ SPRR4 Friher Differenzierungsmarker der -5,156 -8,750 -6,360
Keratinozyten

NK13_ RA-Pol Il Untereinheit von RNA Polymerase I, -6,307 -12,839 -2,256
Synthese der mMRNA

NK14_RA-Pol Il Untereinheit von RNA Polymerase I, -9,330 -20,660 -14,650
Synthese der mMRNA

NK15 RA-Pol Il Untereinheit von RNA Polymerase I, -7,003 -10,233 -17,462
Synthese der mMRNA

NK16 RPL10A Komponente der 60S Untereinheit von -3,729 -2,082 -22,571
Ribosomen der L1P Familie

NK17_RPL10A Komponente der 60S Untereinheit von -4,788 -22,471 -5,835
Ribosomen der L1P Familie

NK22_ SEC63 Posttranslationale Proteintranslokation in -4,088 1,058 -2,862
das ER

NK23 SEC63 Posttranslationale Proteintranslokation in -4,577 -3,694 -3,675
das ER

NK24 RPL13A Komponente der 60S Untereinheit von -3,536 -2,461 -4,233
Ribosomen der L13P Familie

NK26_GNB2L1 G Protein beta -1,186 -2,753 -2,453

NK28 RPL4 Komponente der 60S Untereinheit von -6,904 1,897 1,465
Ribosomen der L4E Familie

NK29 TubAlB Cytoskelett, Gerustprotein -1,907 -3,367 -4,890

NK30_ HEBP2 Hambindendes Protein 2,431 -1,442 -1,360

NK31 RPS19 Komponente der 40S Untereinheit von 1,030 -1,422 -2,178
Ribosomen der S19E Familie

NK32_PRL18 Komponente der 60S Untereinheit von -12,478 -6,209 -2,138

Ribosomen der L18E Familie
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Spot- Funktion des Genbereichs Ratio Ratio Ratio
Bezeichnung CB/NK CNT/NK TiO,/NK
NK33_RPSA Laminin Rezeptor -1,211 -3,345 -20,205
NK34_CCD2 Cyclin D2, eine regulierende Untereinheit -2,355 -3,298 -13,267
von CDK4/CDK6, im Zellzyklus bei G1/S
Ubergang
TiO2_4 TRIM14 Nicht determiniert, kommt in 1,222 1,143 1,620
cytoplasmatischen Kérpern vor
CB4_ATP6 ATP-Synthese 9,829 5,084 10,475
TiO2_2_ATP6 ATP-Synthese 12,637 1,563 1,594
TiO2_5 ATP6 ATP-Synthese 9,958 16,385 7,935

Die identifizierten Spots haben unterschiedliche Aufgaben in der Zelle, teilweise
handelt es sich dabei um Proteine, die eine Funktion bei der Differenzierung der
Keratinozyten ausuben, wie z.B. WNT13, SPRR4 oder KRT6B. Daneben wurden
auch Proteine der Zellatmung (z.B. ATP6) und der Zelladh&sion (GNB2L1, RPSA)
identifiziert.

In allen drei Proben im Vergleich zur Negativkontrolle zeigen die
Differenzierungsmarker SPRR4 und KRT6B eine sehr geringe Expression. Als
konstitutive Transkripte konnten dagegen TRIM14 und CSSU1 identifiziert werden.
Daneben war das Gen SOX um den Faktor -22 im Vergleich der mit CNT
behandelten Probe zur Negativkontrolle nach unten reguliert. Bei den Titandioxid-
behandelten Proben war das Gen RPSA auffallig um den Faktor -20 nach unten
reguliert. Gleichzeitig gab es auch Gene, die innerhalb einer Probe unterschiedlich
stark reguliert waren und sich keiner speziellen Behandlung der Zellen zuordnen
lieRen, z.B. WNT13, RPL21 oder PLOD1.

Einsatz der Raman-Spektroskopie
Als weitere Methode, um mogliche Zellveranderungen durch den Kontakt mit
Nanopartikeln zu erfassen, wurde die nicht invasive Raman-Spektroskopie

eingesetzt.

4.6.3.1 Untersuchungen von Monolayerkulturen mitde ~ m Raman-Spektroskop
Eine Untersuchung mit Nanopartikeln behandelter Monolayerkulturen als
Zellsuspensionen Uber die Raman-Spektroskopie war nicht moglich. Die trotz

mehrerer durchgeflhrter Waschschritte noch enthaltenen und zum Teil an Zellen
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agglomerierten Partikel machten die Auswertung der Messungen unmdglich
(Abbildung 64).

Unbehandelte Zellsuspension Zellsuspension mit Carb on Black

Zellsuspension mit Carbon Nanotubes Zellsuspension mit Titandioxid

Abbildung 64 Phasenkontrastaufnahme von Zellen der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 in einer
Zellsuspension in Kontakt mit verschiedenen Nanopartikeln: (A) unbehandelt, (B) Carbon Black, (C)
Carbon Nanotubes, (D) Titandioxid (600fache Vergréf3erung)

Kohlenstoffhaltige Partikel wie das Carbon Black oder die Carbon Nanotubes
absorbierten die Laserenergie und erhitzten sich somit sehr stark. Als Folge
zerplatzten die Zellen. Das Titandioxid dagegen streute das Laserlicht sehr stark,
sodass nur Spektren mit sehr hohen Rausch/Signal-Verhéaltnissen erzeugt werden

konnten.

4.6.3.2 Untersuchung von 3D Hautmodellen mit dem Ra  man-Spektroskop

Da die Untersuchung der mit Nanomaterialien behandelten Einzelzellen nicht moglich
war, wurden im Anschluss auch Versuche an 3D Hautmodellen mit aufgestaubten
Nanopartikeln durchgefuhrt. Fir diesen Versuch wurden jeweils Hautmodelle mit

primaren Keratinozyten und mit der Zelllinie HaCaT aufgebaut.
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Unbehandelte Hautgele lieBen sich mit behandelten Hautgelen Uber die
Frequenzverschiebungen des zurlckgestreuten Lichts miteinander vergleichen.
Wichtig war, dass aufgetragene Nanomaterial-Dispersionen oder Pulver mit PBS™ vor
der Messung so gut wie mdglich abgespilt wurden, damit der Laserstrahl nicht zu
sehr streute. Dadurch, dass die Zellen fest in dem Hautmodell verankert waren und
daher nicht als Einzelzellen vorlagen, konnten gezielt Zellen ausgewéhlt werden, die
untersucht werden sollten, sodass Zellen an denen noch zu viele Partikel hafteten,

gemieden werden konnten und dadurch auch keine Zellschadigung stattfand.

Unbehandeltes Hautmodell Hautmodell mit Carbon Blac k

Hautmodell mit Carbon Nanotubes Hautmodell mit Tita ndioxid

Abbildung 65 Phasenkontrastaufnahme von priméren Keratinozyten der mit unterschiedlichen
Proben behandelten Hautmodelle: (A) unbehandelte, (B) Carbon Black, (C) Carbon Nanotubes, (D)
Titandioxid (600fache Vergro3erung)

Abbildung 65 zeigt beispielhaft Ausschnitte der untersuchten Hautmodelle, aufgebaut
mit primaren Keratinozyten. Die rot umrandeten Bereiche zeigen Pulverriickstande
auf den Zellen.

Mit dem Raman-Spektroskop konnten die verschiedenen Spektren der Zellen mit

unterschiedlichem Probenauftrag aufgenommen werden.
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Zunachst wurden die Proben der Hautmodelle mit den primaren Keratinozyten
getestet und vermessen. Anhand der gemessenen unterschiedlichen Frequenzen
lieBen sich die einzelnen Proben in Gruppen unterteilen (Abbildung 66), die Zellen
schienen unterschiedlich auf die verschiedenen Materialien zu reagieren.

Dennoch zeigt die Messung hier nur eine Tendenz an, die im Bereich der
Nanotoxikologie durchaus eine zuséatzliche Kontrolle darstellen kann, um die Wirkung

von Nanomaterialien auf Zellen und Gewebe zu bewerten.

Hautmodelle aufgebaut mit priméaren Keratinozyten

Abbildung 66 Score Plot der Messdaten aus den Versuchen an Hautmodellen mit priméren
Keratinozyten. Die Hautgele wurden behandelt mit den Pulvern: CNT (= Carbon Nanotubes), CB (=
Carbon Black), TiO2 (= Titandioxid), NK = (unbehandeltes Hautgel) und NK_D (= mit dem
Dispergierungsmittel DMEM/FCS betropftes Hautgel)

Es sind teilweise Gruppierungen der CNT- und Titandioxid-behandelten Zellen
erkennbar, d.h., die Zellen schienen unterschiedlich auf die Materialien zu reagieren
(Abbildung 66).

Die Messungen lieferten einheitliche Spektren, allerdings zeigte sich durch die
Gelstruktur der Hautmodelle ein hohes Signal/Rauschverhéltnis.

In einem weiteren Versuch wurde das Hautmodell mit der HaCaT-Zelllinie aufgebaut
und dieselben Proben aufgetragen und vermessen. Auch hier wurde die Messung

zweimal zeitversetzt durchgefihrt.
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Hautmodelle aufgebaut mit der Zelllinie HaCaT

Abbildung 67 Score Plot der Messdaten aus den Versuchen an Hautmodellen mit der Zelllinie
HaCaT.Die Hautgele wurden behandelt mit den Pulvern: CNT (= Carbon Nanotubes), CB (= Carbon
Black), TiO2 (= Titandioxid), NK (= unbehandeltes Hautgel) und DMEM (= mit dem Dispergierungs-
mittel DMEM/FCS betropftes Hautgel)

Abbildung 66 zeigt den Score Plot der Messungen aus den Versuchen an
Hautmodellen, aufgebaut mit der Zelllinie HaCaT. Die mit den unterschiedlichen
Proben behandelten Zellen zeigen teilweise eindeutige Gruppierungen, v.a. die mit
Titandioxid und Carbon Nanotubes behandelten Zellen. Die mit Carbon Black
behandelten Zellen bildeten keine abgegrenzte Gruppe und auch die mit DMEM/FCS
behandelten Zellen lagen gestreut. Anhand der Gruppierungen lasst sich erkennen,
dass bei den gleich behandelten Zellen diese auch nach der Behandlung gleich

reagieren.

Die Raman-Spektroskopie scheint geeignet, um die Wirkung von Nanomaterialien zu
untersuchen. Allerdings konnten nur adhérente Zellen untersucht werden,
Zellsuspensionen in Kombination mit kohlenstoffhaltigen Partikeln lie3en sich nicht
untersuchen. Die Zellen zeigten jedoch nach der Behandlung mit den verschiedenen
Materialien unterschiedliche Score Plots, es kann also davon ausgegangen werden,

dass die Zellen auch entsprechend unterschiedlich auf die Partikel reagieren.
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5 Diskussion

Die rasch voranschreitende Entwicklung neuer Materialien im Bereich der
Nanotechnologie und die damit verbundenen mdéglichen gesundheitlichen Risiken
machen eine Etablierung neuer Testsysteme und Methoden im Bereich der
Nanotoxikologie erforderlich [Maynard 2007, 31 2002].

Toxizitats-Assays, wie sie bisher in der klassischen Toxikologie verwendet wurden,
lassen sich hier nicht einsetzen, da die Nanopartikel mit Proteinen aus diesen Assays
reagieren und so falsch-positive oder -negative Ergebnisse liefern kénnen [Worle-
Knirsch 2006]. Wichtig ist in erster Linie abzuklaren, ob Nanopartikel in der Lage
sind, die natiurlichen Korperbarrieren zu Uberwinden und in welcher Weise der
menschliche Organismus z.B. auf eine Langzeitexposition mit Partikeln reagiert.

Der Einsatz und die Entwicklung dreidimensionaler in vitro Testsysteme in der
Nanotoxikologie stellen in diesem Zusammenhang eine gute Mdglichkeit dar, die
Penetration und Permeation von Nanomaterialien durch die Zellbarrieren zu
untersuchen. Gleichzeitig bieten diese Modelle auch eine Schnittstelle zwischen
Experimenten an Monolayer-Zellkulturen und Tierversuchen. Durch die Verwendung
primarer humaner Zellen in einem gewebedhnlichen Aufbau ist eine bessere

Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen moglich [Walles 2007].

Aufbau eines 3D-Tracheamodells

Neben dem bereits am Fraunhofer IGB etablierten und patentierten Hautmodell sollte
ein Luftrohrenmodell entwickelt werden, da der Respirationstrakt in Bezug auf die
Nanotoxikologie eine sehr wichtige Barriere darstellt. Ziel war es, die funktionelle
Barriereschicht der Trachea-Epithelzellen in vitro nachzubilden. Die Zellen sollten
gezielt zur Differenzierung und damit zu einem hochprismatischen Zellwachstum mit
der Ausbildung von Zilien und Becherzellen angeregt werden. Diese sind fir die
mucozilidre Reinigungsfunktion (mucoziliare Clearance) der Atemwege zustandig
und somit fur ein funktionelles Tracheamodell unerlasslich [Dupuit 2000].

Humane Trachea-Epithelzellen (hTEZ) konnten aus Spendermaterial durch eine
Auswachsmethode isoliert werden. Die Beschichtung des zu bewachsenden
Untergrunds mit 500 pg/ml Kollagen Typ 1 hat sich dabei als zwingend notwendig

erwiesen. Sie bietet den Zellen eine in vivo dhnliche Situation durch die Simulation
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der Basalmembran. Aus 1/3 der verwendeten Biopsate konnten mit dieser Methode
jeweils mehr als 1 Mio. Zellen gewonnen werden. Das Gelingen der Isolation und die
ausgewachsene Zellzahl waren dabei abhangig von der vorherigen Behandlung des
jeweiligen Patienten, die teilweise eine neoadjuvante Therapie erhalten hatten
[abstract submitted: Impact of neoadjuvant radiochemotherapy on bronchial tissue
viability. Bioartificial Organs].

Durch den Einsatz des kauflichen Zellkulturmediums AECG liel3en sich die isolierten
hTEZ zwar zur Proliferation anregen, zeigten aber im Hinblick auf die
Zelldifferenzierung eine sehr geringe Ausbildung zilientragender Zellen. Auf Basis
des Minimum Essential Mediums wurde daher eine Erweiterung der Medienzusatze
im Vergleich zum AECG-Medium (2.4.1) vorgenommen. Durch die Neuentwicklung
dieses Differenzierungsmediums (MEMr II) konnten die isolierten hTEZ gezielt zur
Bildung aktiver Zilien angeregt werden.

Der Einfluss des optimierten Zellkulturmediums auf die Zellen wurde nach der
Kultivierung durch Anfarben verschiedener Zellmarker untersucht. Die Ausbildung
zilientragender Zellen und Becherzellen sind fur eine natirliche Reinigungsfunktion
auch im Tracheamodell entscheidend [Bals 1997], die entsprechenden Marker fur
Flimmerepithel- und Becherzellen [Shen 1997] wurden daher gezielt untersucht.
Weiterhin ist auch die Ausbildung einer geschlossenen Zellbarriere wichtig. Dies
kann mit einem Antikorper, gerichtet gegen Proteine der Tight Junctions, untersucht
werden. Dieser zeigt auch, ob die Zellen in der Lage sind, sich zu polarisieren [Shen
1997, Crepaldi 1994], was fur die Ausbildung von Zilien und einer geschlossenen
Zellbarriere wichtig ist. Durch den Zusatz des Hepatozyten-Wachstumsfaktors (HGF)
zeigten die Zellen eine Anderung der Morphologie und gleichzeitig eine verstarkte
Ausbildung und Aktivitat von Zilien. Die Zilienaktivitat konnte im Phasenkontrast-
mikroskop auch tber mehrere Tage beobachtet werden. Da die Zilienzellen terminal
differenzierte Zellen sind, die sich nicht weiter teilen kbnnen, muss hier eine
Differenzierung der Basalzellen stattgefunden haben. Auch in der humanen Trachea
bewirkt ein Anstieg der Produktion des HGF, z.B. nach Verwundung der Zellen, eine
verstarkte Differenzierung der Basalzellen zu Epithelzellen [Shen 1997, Ayers 1988].
Bei der Charakterisierung der hTEZ nach der Kultivierung im Monolayer konnte bei
Verwendung des optimierten Zellkulturmediums aulRerdem der Marker fur
Becherzellen eindeutig nachgewiesen werden. Bei der Kultivierung in AECG-Medium

bildeten die hTEZ diese Zellstrukturen nicht aus. Die vereinzelt vorliegenden
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Becherzellen konnten mit der sehr guten Differenzierung der hTEZ in zilientragende
Epithelzellen korrelieren, da diese nicht terminal differenziert sind und sich dadurch
auch in Zilienzellen umwandeln kénnen [Ayers 1988]. Bei Verwendung des
optimierten Zellkulturmediums waren die hTEZ auch in der Lage, gute Zell-Zell-
Kontakte auszubilden, wahrend sich bei der Kultivierung der Zellen in AECG-Medium
nur eine sehr schwache Anfarbung der Tight Junctions verzeichnen lie3. Das MEMrll
scheint die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten bei der Kultivierung der hTEZ zu
induzieren und das darin enthaltene HGF kann eine Polarisierung der Zellen
induzieren, was durch das hochprismatische Wachstum der hTEZ bei der statischen
Kultivierung eindeutig gezeigt werden konnte. Auch beim Nachweis differenzierter
Zellen zeigten die hTEZ nach der Kultivierung im optimierten Zellkulturmedium eine
starkere Braunfarbung als die Zellen, welche in AECG-Medium kultiviert wurden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, ein Zellkulturmedium zu
entwickeln, mit dem sich die Polarisierung, die Ausbildung von Tight Junctions und
die Ausbildung zilientragender Zellen bei primaren humanen Trachea-Epithelzellen
induzieren lasst. Dartber hinaus konnte mit dem neu entwickelten Zellkulturmedium
Uber mehrere Tage eine im Phasenkontrastmikroskop sichtbare Zilienaktivitat
induziert werden.

Da die Menge der primaren Zellen von der Anzahl humaner Biopsate abhangt, die
zur Verfligung stehen und gleichzeitig auch je nach Spender variieren kann, wurden
zum Aufbau des 3D-Tracheamodells zusatzlich 3 Zelllinien herangezogen und deren
Differenzierungspotential vergleichend zu den primaren Zellen getestet. Die
Kultivierung und Untersuchung der Ausbildung der verschiedenen Zellmarker erfolgte
entsprechend den hTEZ im Monolayer und fand in dem jeweils fur die Zelllinien
empfohlenen Zellkulturmedium statt. Bei allen 3 Zelllinien konnten jedoch im
Monolayer die untersuchten Marker fir Becherzellen, Tight Junctions, zilientragende
und differenzierte Zellen nicht nachgewiesen werden. Es ist moglich, dass den Zellen
die chemischen Reize fir eine Differenzierung fehlten, da nicht wie bei den hTEZ das
optimierte Zellkulturmedium MEMr Il eingesetzt wurde. Durch den Aufbau statischer
Kulturen wurde untersucht, inwieweit eine Kultivierung der Zellen mit Luftkontakt
(=Air-Liquid Kultivierung) eine Auswirkung auf die Entwicklung der Zellmorphologie
und der Zelldifferenzierung haben kann. Die Air-Liquid-Kultivierung sollte durch den

Luftkontakt der Epithelzellen fir eine Stimulation [Gray 1996] sorgen und die Zellen
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so zur Differenzierung, also zur Ausbildung von zilientragenden Flimmerepithelzellen
und Becherzellen anregen.

Als Tragerstruktur wurden Stiicke der azellularisierten BioVaSc und vergleichsweise
PET-Inserts eingesetzt. Statische Air-Liquid-Kulturen der humanen Trachea-
Epithelzellen (hnTEZ), der Lungenkarzinom-Zelllinie Calu-3, immortalisierten humanen
Bronchialzellen (HBE) und immortalisierten fétalen humanen Trachea-Epithelzellen
(FHTE) wurden aufgebaut und charakterisiert. Alle Zelllinien lie3en sich problemlos
auf der PET-Membran und der BioVaSc kultivieren, eine vorherige Beschichtung der
Oberflachen mit Kollagen Typ 1 war dabei nicht notwendig. Bei allen 3 Zelllinien
konnte sowohl auf dem Insert, als auch auf der BioVaSc durch die statische
Kultivierung kein hochprismatisches Zellwachstum induziert werden. Vergleichbare
Studien zum hochprismatischen Wachstum dieser Zelllinien wurden bislang in dieser
Art nicht durchgefuihrt. Die statische Kultivierung mit dem Fokus, die Morphologie der
Zellen in Richtung eines hochprismatischen Zellwachstums zu beeinflussen, fand
bislang nur an primaren Zellen statt. An diesen konnte gezeigt werden, dass eine
statische Air-Liquid-Kultivierung die Ausbildung hochprismatischer Zellen induziert
[Shen 1997, Hanamure 1994]. Die Entwicklung einer hochprismatischen Morphologie
wird dabei immer im Zusammenhang mit der Ausbildung zilientragender
Flimmerepithelzellen und schleimproduzierender Becherzellen gesehen, da durch
diese Morphologie die dafiir notwendige Polarisierung der Zellen stattfindet.

Fur die hTEZ konnten in 5% der Versuche auf einem mit Kollagen Typ 1
beschichteten Insert und unter Verwendung des zuvor optimierten Differenzierungs-
mediums erstmals das hochprismatische Wachstum der Zellen angeregt werden.
Gleichzeitig wurden Zilien ausgebildet, die zur Etablierung eines funktionellen
Tracheamodells unerlasslich sind. Auf der BioVaSc liel3en sich die Zellen bis dato
dagegen nicht kultivieren. Ein wesentlicher Faktor ist sicherlich die Abhangigkeit der
Zellisolation und —proliferation vom jeweiligen Spendermaterial. Gleichzeitig muss in
weiteren Untersuchungen die Zusammensetzung der Basalmembran analysiert und
so bessere Grundbedingungen fir die Zellen geschaffen werden. Eine Mischung
verschiedener Kollagene zur spezifischeren Nachbildung der Basalmembran und
eine zusatzliche Kokultivierung mit weiteren primaren Zellen, wie z.B. Fibroblasten,
sollite in weiteren Experimenten untersucht werden, um eine bessere Simulation der

Extrazellularen Matrix in vitro zu ermoéglichen.
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Die 3 Zelllinien konnten dagegen auf der BioVaSc in einer statischen Air-Liquid-
Kultur sehr gut proliferieren und bildeten im Gegensatz zu den Kulturen im Monolayer
die Zellmarker fur Becherzellen, zilientragende und differenzierte Zellen, sowie Tight
Junctions aus. Eine statische, luftexponierte Kultivierung wirkt sich damit bereits
positiv auf die Ausbildung zellspezifischer Merkmale aus. Diese Kultivierungsform hat
jedoch in Bezug auf die Kultivierung der Zelllinien keinen Einfluss auf die Entwicklung
einer hochprismatischen Zellmorphologie, wie sie die Trachea-Epithelzellen in vivo
aufweisen und die im Zusammenhang mit der Ausbildung von Zilien gesehen wird.
Das hochprismatische Zellwachstum konnte bei isolierten primaren humanen
Trachea-Epithelzellen bereits durch eine statische Air-Liquid-Kultivierung in
Kombination mit dem neu entwickelten Zellkulturmedium induziert werden. In den
parallel untersuchten Zelllinien konnte dagegen durch die statische Kultivierung keine
morphologische Veranderung der Zellen herbeigefiihrt werden.

Durch eine dynamische Kultivierung, wie unten beschrieben, [Peattie 2006] sollten
die Zellen daher gezielt zur Ausbildung einer hochprismatischen Zellform und zur
Ausbildung der relevanten Zellmarker angeregt werden, um die humane Trachea im
Gewebemodell méglichst naturgetreu simulieren zu kénnen. Da bisher unklar ist,
welche Prozesse fur die Steuerung der metachronen Zilienbewegung der Trachea-
Epithelzellen zustandig sind, wurde als ein mdglicher Faktor die mechanische
Stimulation der Zellen durch die Respiration angenommen. Eine Untersuchung der
maoglichen Auswirkungen einer solchen Stimulation auf die Zellen erforderte die
Entwicklung eines neuen Bioreaktorsystems, welches in der Lage ist, die
Kultivierungsbedingungen entsprechend der in vivo Situation in der Luftréhre zu

simulieren.

Entwicklung eines Bioreaktors zur dynamischen Kult Ivierung
der Zellen

Zur  Durchfihrung dynamischer Kultivierungsversuche wurde ein neues
Bioreaktorsystem entwickelt. Der Reaktor basiert auf 2 Kammereinheiten, die durch
das Einspannen der mit Zellen besiedelten BioVaSc raumlich voneinander getrennt
werden. Die untere Kammer dient der permanenten Versorgung der Zellen durch das
Zellkulturmedium, in der oberen Kammer kann dagegen die Luftstrotmung
entsprechend der Atmung durch einen alternierenden Pumpverlauf simuliert werden.

Der Prozess des Ein- und Ausatmens konnte damit nachgestellt und die Zellen
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mechanisch stimuliert werden. Bezogen auf die mit Zellen besiedelte Flache von
1 cm?, wurde die Respiration eines Erwachsenen im Ruhezustand simuliert. Die
Einstromoffnung fur die Luft wurde dabei so angelegt, dass keine Turbulenzen
erzeugt werden und eine gleichmalige Stimulation der Zellen durch einen Luftstrom
von 2 m/s erfolgt.

Der neu entwickelte Bioreaktor wurde in dieser Form patentiert (DE 102008056037).
Durch den Einbau von Sensoren soll das Reaktorsystem noch erweitert werden, um
Daten zum erzeugten Luft- und Mediendruck im System zu liefern und damit die
Kultivierung der Zellen reproduzierbar zu gestalten.

Zur Etablierung des Tracheamodells wurden die 3 Zelllinien eingesetzt, auf ein Stick
BiovVaSc aufgesiedelt und zur dynamischen Kultivierung in den Bioreaktor
eingespannt. Durch die kontinuierliche basolaterale Versorgung der Zellen mit
Medium und die gleichzeitige apikale mechanische Stimulation durch tGberstrémende
Luft konnten die Calu-3 Zellen in ihrer Morphologie beeinflusst werden.
Ausschlie3lich die dynamisch kultivierten Calu-3 Zellen bildeten nach 1 Woche
dynamischer Kultivierung hochprismatische Zellstrukturen aus, die sich in den
statischen Air-Liquid-Kulturen nicht entwickelt hatten. Ansatze ziliarer Strukturen
konnten im Rasterelekronenmikroskop nachgewiesen werden. Eine Optimierung des
Zellkulturmediums, wie bereits fur die hTEZ durchgefihrt, soll in weiteren
Untersuchungen klaren, ob Wachstumsfaktoren, wie z.B. HGF, in der dynamischen
Kultivierung die Ausbildung von Zilien begunstigen kann. Die HBE und FHTE
dagegen zeigten auch unter dynamischer Kultivierung kein hochprismatisches
Zellwachstum. Mdglicherweise haben diese immortalisierten Zellen im Vergleich zur
Lungenkarzinom-Zelllinie  Calu-3 die Fahigkeit zur Differenzierung der
Zellmorphologie verloren. Immunhistologische Féarbungen der hochprismatisch
gewachsenen Calu-3 Zellen dienten der Uberpriifung wichtiger funktioneller Marker,
die die nativen Trachea-Epithelzellen ausbilden und die in einem funktionellen
Tracheamodell auch vorhanden sein sollten. Untersucht wurde, ob die Zellen
Becherzellen ausbilden kdnnen. Diese sind fur ein funktionelles Modell wichtig, um
Partikel mit dem produzierten Mucus zu binden und so die Funktion der mucozilidren
Clearance zu gewahrleisten. Es zeigte sich eine starke Anfarbung der Zellen in
immunhistologischen Untersuchungen und auch der verwendeten BioVaSc, sodass
von einer unspezifischen Farbung ausgegangen werden muss, da sich bei der

statischen Kultivierung nur die Zellen spezifisch angefarbt hatten. Ob die Calu-3
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durch die dynamische Kultivierung Muzine produzieren und diese an die umgebende
Matrixstruktur abgeben, muss daher noch detailiert untersucht werden.

Ein weiterer Marker zum Nachweis der mucozilidren Reinigungsfunktion ist der Anti-
FoxJ1-Antikorper, mit dem sich die zilientragenden Zellen gezielt anfarben lassen.
Die Calu-3 Zellen wiesen allerdings nur eine schwache Féarbung auf. Es ist méglich,
dass die Zelllinien Uber eine eingeschrankte Fahigkeit zur Ausbildung von Zilien
verfugen. Eine Optimierung des Zellkulturmediums, z.B. durch den Zusatz von HGF,
kann in Bezug auf die dynamische Kaultivierung der Calu-3 eine Zilienbildung
induzieren und soll in weiteren Studien untersucht werden. Ebenfalls wichtig flr den
Aufbau des Tracheamodells ist die Ausbildung eines geschlossenen Zellverbandes
als Diffusionsbarriere [Bals 1997]. Dazu wurden die Zellen mittels des Antikorpers
Anti-Zonula Occludens auf die Ausbildung der Zell-Zell-Kontakte untersucht. Die
Calu-3 Zellen wiesen nach der dynamischen Kultivierung eine sehr schwache
Farbung der Zell-Zell-Kontakte im Vergleich zur statischen Kultivierung auf. Ein
Kriterium kann der Kultivierungszeitraum von 1 Woche sein, der fir die Ausbildung
der Tight Junctions unzureichend war, da sich in diesem Zeitraum zunachst ein
konfluenter Zellrasen ausbildet und erst im Anschluss daran die Ausbildung der Tight
Junctions stattfindet [Alberts 2006]. Spezifisch dagegen zeigten sich die Calu-3-
Zellen fur das Zytokeratin 18. Die Zytokeratine gehdren zu den
Intermediarfilamenten, die u.a. das Zytoskelett der Zellen bilden. Mit dem Anti-
Zytokeratin 18-Antikorper lassen sich gezielt ausdifferenzierte Zellen anfarben. Da
sich alle Zellen als bereits ausdifferenziert zeigten, muss untersucht werden, ob sich
durch eine Veranderung der Luftstromung oder Zusammensetzung des optimierten
Zellkulturmediums dennoch bestimmte Eigenschaften gezielt beeinflussen lassen.
Die Etablierung des Modells mit Vorlauferzellen und primaren hTEZ sollte daher
angestrebt werden. Die Kultivierung der Zellen unter dynamischen Bedingungen
wurde als Erfindungsmeldung fur ein Verfahrenspatent eingereicht (08F49656-1GB).
Durch die Entwicklung des neuen Bioreaktors ist es mdglich, Zellen der Trachea
durch einen Luftstrom entsprechend der humanen Respiration mechanisch zu
stimulieren. Die Zellen werden dazu von der Luft Gberstromt, wobei das Ein- und
Ausatmen im Reaktor nachgestellt werden kann und die Zellen damit einen
mechanischen Impuls zur Ausbildung eines metachronen Zilienschlags erhalten. Es

konnte erstmals gezeigt werden, dass eine Zelllinie unter diesen Versuchs-
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bedingungen wieder eine physiologische, hochprismatische Morphologie ausbilden

kann.

Untersuchungen zur Einschéatzung des Gefahrdungs-
potentials von Nanomaterialien

Neben dem Aufbau eines 3D-Tracheamodells im Rahmen dieser Arbeit stellte die
Untersuchung der Toxizitdt neuer Nanomaterialien anhand der etablierten 3D-
Gewebemodelle ein weiteres Ziel dar. Um Uber die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der
zu testenden Nanopartikel eine Aussage treffen zu kdnnen, missen die zu testenden

Substanzen zunéachst in einheitlichen Konzentrationen dispergiert werden.

Dispergierung und Charakterisierung von Nanomateri alien

Untersucht wurden Nanomaterialien von Titandioxid, Carbon Black und Carbon
Nanotubes. Bei Titandioxid handelt es sich um einen anorganischen rutilen Stoff, der
bereits in Kosmetikprodukten und in Farben sowie Lacken als Weil3pigment
eingesetzt wird und als gesundheitlich unbedenklich gilt [Evonik-Magazin 2008]. Das
Carbon Black dagegen besteht aus organischem, amorphem Kohlenstoff und wird
ebenfalls als Farbpigment eingesetzt [Evonik 2008]. Der Hersteller weist diesen Stoff
als nicht toxisch aus. Die ebenfalls untersuchten Carbon Nanotubes stellen eine
neue Art von Material dar, diese bestehen zwar auch aus Kohlenstoff, liegen jedoch
in einer rohrenformigen Struktur vor. Die Carbon Nanotubes sind ebenfalls
hydrophob, werden allerdings aufgrund ihrer faserartigen Struktur oftmals in
Verbindung mit Asbest gebracht [Brunner 2006]. Gerade fir die Carbon Nanotubes
wird daher eine genaue Untersuchung der Toxizitat gefordert, um Spatfolgen
entsprechend den Asbestosen ausschliel3en zu kdnnen.

Bei der Herstellung der Nanomaterialien bzw. deren Weiterverarbeitung wird zur
Herstellung einer homogenen Dispersion zumeist SDS verwendet. Ein Einsatz dieses
Dispergierungsmittels in der Zellkultur ist jedoch aufgrund der Toxizitat des SDS fur
die Zellen nicht mdglich [Islam 2003]. Verwendet wurde daher in dieser Arbeit das
Zellkulturmedium DMEM mit einem 10%igen Gehalt an FCS. Der Einsatz dieses
Dispergierungsmittels erfolgte in Absprache mit den beiden BMBF geftrderten
Konsortien INOS und NanoCare, die sich ebenfalls mit der Untersuchung der

Nanotoxizitat beschéftigen und sollte eine spéatere Vergleichbarkeit der Ergebnisse
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zwischen den drei BMBF geforderten Projekten INOS, NanoCare und TRACER
ermdglichen.

Die Herstellung einer homogenen Dispersion erwies sich dabei als nicht mdglich, da
die Nanomaterialien aufgrund der starken Agglomeration nicht in definierten
Konzentrationen eingesetzt werden konnten. Eine Charakterisierung der Dispersion
war aus dem gleichen Grund ebenfalls nicht mdglich. Es konnte jedoch die
Charakterisierung der PartikelgroRe mit dem REM und die Messung der spezifischen
Oberflache Uber die BET-Methode durchgefiihrt werden. Dabei zeigte sich, dass die
Carbon Nanotubes aufgrund ihrer Rohrenform grof3e Strukturen ausbilden,
gleichzeitig weisen sie auch eine groRRe spezifische Oberflache auf, die mit
153,824 m?g im Vergleich zum Titandioxid dreimal so groR ist. Da man bei den
Multiwalled Carbon Nanotubes von einer spezifischen Oberflache von 100 - 800 m?/g
ausgeht, kann man bei den hier untersuchten Carbon Nanotubes von einer
Blindelung, bzw. Agglomeration der R6hrchen ausgehen, da sich damit auch die
Oberflache reduziert [Alexander 2007]. Das Carbon Black wies mit einer
gemessenen spezifischen Oberflache von 313,084 m?/g wiederum die doppelte
Grol3e der reaktiven Oberflache auf, wie die Carbon Nanotubes. Damit lassen sich
die starken Agglomerationseigenschaften der kohlenstoffhaltigen Nanopartikel
erklaren, die gegeniber dem FCS eine starke Proteinadsorption aufweisen [Guo
2008], deshalb in standardisierten Toxizitatsassays wichtige Nachweisproteine
adsorbieren und somit diese Tests nicht auswertbar machen. Die Behandlung der
Dispersionen im Ultraschallbad zur Verminderung der Agglomeration wird auch von
anderen Arbeitsgruppen eingesetzt, zeigt aber nur mafdige Erfolge, da bei Carbon
Black und den Carbon Nanotubes dennoch Agglomerate in der Dispersion erkennbar
sind und auch eine spatere Reagglomeration auftreten kann [Rothen-Rutishauer
2006, Brunner 2006]. Ein negativer Nebeneffekt der Ultraschallbehandlung kénnte
aullerdem eine Verdnderung der Nanopartikel-Zusammensetzung sein, die sich je
nach Behandlungsdauer, Frequenz und Starke der eingesetzten Schallintensitat
unterschiedlich auf das dispergierte Material auswirken kann und daher noch viel
genauer untersucht werden muss [Suslick 1999].

Parallel wurde daher auch das nichtionische und chemisch inerte Tensid Tween 80
mit dem fur die Hautmodelle eingesetzten Airliftmedium verdinnt und als

Dispergierungsmittel bei den Versuchen an den Hautmodellen verwendet. Aber auch
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hier trat eine Agglomeration der Nanopartikel auf, sodass diese auch wiederum nicht
mehr die typischen Nano-Eigenschaften aufwiesen.

Die Dispergierung in dem fir die Zellen gut vertraglichen Zellkulturmedium mit FCS
oder Tween 80 induzierte stets eine Agglomeration der kohlenstoffhaltigen
Nanopartikel, die mit der gemessenen spezifischen Oberflache mittels der BET-
Methode korrelieren. Durchgefuhrte Toxizitatstest am 3D-Hautmodell mit den beiden
unterschiedlichen Dispergierungsmitteln zeigte jedoch, dass das Airliftmedium mit
Tween 80 im Vergleich zum DMEM/FCS eine um den Faktor 40 geringere

Expression von Stressmarkern induziert.

Untersuchung der Nanotoxizitat am 3D-Tracheamodell

Fur Untersuchungen zur Testung einer moglichen Nanotoxizitdt mit dem
Tracheamodell wurden die Calu-3-Zellen im Bioreaktor fur 1 Woche kultiviert. Nach
der Bildung eines geschlossenen Zellmonolayers auf der BioVaSc wurde die zu
testende Probe aufgestaubt. Eine Untersuchung fand nur mit Carbon Black-Pulver
statt, vergleichend dazu wurde in einer weiteren dynamischen Kultur die
Negativkontrolle DMEM/FCS aufgetragen. Die aufgestaubten Partikel setzten sich als
Agglomerate auf den Epithelzellen ab. Eine Penetration der Partikel in die Zellen
oder durch die epidermale Zellschicht konnte wie in den Versuchen zur Hautbarriere
histologisch nicht detektiert werden. Auch wurden nach 24 h und 48 h jeweils
Medienuberstande fur einen Laktat-Dehydrogenase-Test (LDH-Test) entnommen.
Die LDH wird beim Absterben der Zellen direkt ins Zellkulturmedium abgegeben.
Auffallend sind die gemessenen unterschiedlichen LDH-Werte zwischen den
einzelnen Tracheamodellen, die keine eindeutige Interpretation zulassen. Diese
schwanken bereits nach 1 Woche dynamischer Kultivierung von 3 mg/dl bis zu
7 mg/dl. Fir eine Vergleichbarkeit von Ergebnissen ist daher eine weitere
Optimierung der Kultivierung notwendig und es missen mehr Versuche durchgefihrt
werden, um Durchschnittswerte zu ermitteln. Gleichzeitig lasst sich auch nach
Zugabe des Carbon Black-Pulvers nicht immer ein Anstieg des LDH-Wertes nach
48 h verzeichnen. Denkbar ist auch, dass das Carbon Black durch die Absorption der
LDH keine Auswertung des Tests zulédsst [Monteiro-Riviere 2006]. Die Notwendigkeit
zur Etablierung neuer Methoden wird damit deutlich. Eine Auswertung der
Nanotoxizitat sollte demnach nicht auf proteinbasierenden Tests erfolgen, da diese
durch die kohlenstoffhaltigen Nanopartikel gebunden werden und damit falsch-
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positive und falsch-negative Testergebnisse erzeugt werden kénnen [Wohrle-Knirsch
2007, Monteiro-Riviere 2006].

Untersuchungen der Nanotoxizitat am 3D-Hautmodell

Neben dem Respirationstrakt bildet die Haut eine weitere wesentliche Barriere und
schitzt den menschlichen Korper gegen eindringende Fremdstoffe. In Bezug auf die
Nanotoxizitat ist bis jetzt ungeklart, inwieweit Nanopartikel diese Barriere Gberwinden
oder welche Auswirkung ein chronischer Kontakt der Partikel mit den Zellen der
epidermalen Schicht haben konnte. Eine Mehrzahl bisher durchgefuhrter Studien
wurde an Tieren oder an Monolayer-Zellkulturen mit primaren Zellen oder Zelllinien
durchgefiihrt [Donaldson 2008, Rothen-Rutishauser 2006, Monteiro-Riviere 2006].
Um die Aussagekraft der Experimente bei der Verwendung von Zelllinien zu
untersuchen, wurden in dieser Arbeit primare Keratinozyten und die spontan
immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie (HaCaT) sowohl in Monolayerkulturen, als
auch in 3D-Hautmodellen eingesetzt.

Als Negativkontrolle wurde das Dispergierungsmittel DMEM mit 10% FCS und bei
den Keratinozyten-Kulturen auch das KBMr Medium eingesetzt, als Positivkontrolle
wurde 0,1%iges SDS verwendet. Nach dem Auftragen der Dispersionen und Pulver
war bei den Monolayerkulturen, wie auch bei den 3D-Modellen, histologisch eine
Ansammlung der Agglomerate auf dem geschlossenen Zellrasen erkennbar. Eine
Penetration in die Zellen konnte mit dem Phasenkontrastmikroskop aufgrund der zu
geringen Auflésung nicht detektiert werden. Da sich REM-Aufnahmen bei den
untersuchten Nanomaterialien auf Kohlenstoffbasis ebenfalls nicht eignen, wurden
verschiedene Entzindungsmarker untersucht, die nach der Induktion von Stress von
den Zellen ausgeschittet werden [de Boer 2008]. Die Messung der
Entzindungsmarker nach dem Auftragen der verschiedenen Dispersionen auf die
Monolayer-Zellkulturen zeigte bei den priméren Keratinozyten die Expression der
Marker IL-6, IL-8 und MIP-lalpha, wahrend bei den HaCaT-Zellen nur IL-8
nachgewiesen werden konnte. Das Interleukin 6 ist ein Entziindungsmarker, der von
den priméren Keratinozyten bei Stress oder z.B. auch Verwundung der Epidermis
exprimiert wird und daher auch bei der Hautregeneration eine wichtige Rolle spielt
[de Boer 2008]. Das Chemokin Interleukin 8 dagegen wird nur im Rahmen der
Signalkaskade bei Verwundung der Haut von den Endothelzellen exprimiert [de Boer
2008] und kommt im Gegensatz zum proinflammatorischen Faktor IL-6 nur in
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entzindlichen Hauterkrankungen vor. Interessant ist, dass die primaren
Keratinozyten MIP-1alpha ausschleusen kénnen, wenn auch nur in geringen Mengen
von 1-12 pg/ml, einen Entzindungsmarker, der von Fibroblasten exprimiert wird [de
Boer 2008]. Die Zelllinie scheint im Gegensatz nicht mehr in der Lage zu sein, im
Rahmen der Signalkaskade verschiedene Marker zu exprimieren. Gleichzeitig fallt
auf, dass die primaren Keratinozyten sehr stark auf das Dispergierungsmittel
DMEM/FCS reagieren und dabei die vierfache Menge an IL-8 exprimieren wie die
Zelllinie HaCaT. Die Zelllinie reagiert dagegen mit einer erhéhten Expression von IL-
8 nach 48 h Inkubation auf das parallel getestete Carbon Black- und Titandioxid-
Pulver. Ein Grund fur diese Reaktion ist, dass das Dispergierungsmittel fur die
HaCaT-Zellen dem Zellkulturmedium entspricht, die priméren Keratinozyten werden
hingegen in serumfreiem Medium kultiviert und reagieren daher verstarkt auf das
fotale Kalberserum. Auffallend ist die Expression des Entziindungsmarkers IL-8, der
im Vergleich zur Expression desselben Markers bei der Zelllinie HaCaT um den
Faktor 5 verstarkt ausgeschuttet wird. Die HaCaT Zellen reagieren dagegen mit einer
Freisetzung von bis zu 800 pg/ml IL-8 sensitiver auf den Kontakt zum aufgestaubten
Nanopartikel-Pulver. Die verstarkte Stressreaktion der HaCaT auf das Pulver kdnnte
auf das fehlende FCS zurlckzufuhren sein, das von den Nanomaterialien absorbiert
wird und damit auch eine Micellenbildung hervorrufen kann, d.h. die Partikel werden
von den Proteinen umschlossen und kommen somit nicht mehr direkt mit den Zellen
in Kontakt. Gleichzeitig wurden drei verschiedene Konzentrationen der Dispersionen
mit Carbon Black und Titandioxid untersucht (5, 50 und 500 pg/ml). Beim Kontakt der
Zellen zu den Dispersionen mit einer Konzentration von 5 pg/ml konnten bei den
primaren Keratinozyten eine verstarkte Expression des Stressmarkers IL-8 mit 2500-
4000 pg/ml gemessen werden. Die HaCaT Zellen reagierten auf die Zugabe dieser
geringen Dispersionskonzentration mit der Expression von 600-1700 pg/ml IL-8. Die
hoheren Entztiindungswerte gegen die Dispersionen mit der geringsten eingesetzten
Nanopartikel-Konzentration von 5 pg/ml lassen sich durch die starke Protein-
absorption der Nanopartikel erklaren. Je mehr Nanopartikel in der Dispersion
enthalten sind, desto mehr IL-8 wird durch sie gebunden und steht somit nicht mehr
fur die Messung zur Verfigung [Monteiro-Riviere 2008]. Unterstitzt wird diese These
durch den Vergleich der Negativkontrolle und der eingesetzten Dispersion mit einer
Konzentration von 500 pg/ml. Die HaCaT-Zellen exprimierten in diesem Fall nach

dem Kontakt zur Carbon Black- und Titandioxid-Dispersion 250-600 pg/ml IL-8. Diese
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Werte fur das ausgeschittete IL-8 konnten auch bei den Negativkontrollen
gemessen werden. Durch den hohen Anteil an Nanopartikeln konnte demnach das
Chemokin IL-8 verstarkt von diesen gebunden worden sein und ein Nachweis des
IL-8 durch die Multiplex-Analyse war somit nicht moglich. Je geringer aber der Anteil
der Nanopartikel-Konzentration wurde, desto mehr IL-8 konnte gemessen werden, da
weniger Partikel vorhanden waren, die das von den Zellen freigesetzte Chemokin IL-
8 binden konnten.

Generell stellt die stark proteinadsorbierende Eigenschaft der kohlenstoffhaltigen
Nanopartikel ein grol3es Problem dar. Zum einen kénnen die Nanopartikel auch das
im Dispergierungsmittel enthaltene FCS binden und durch die auftretende
Micellenbildung wird der direkte Zellkontakt verhindert, sodass Testergebnisse nicht
ausgewertet werden konnen. Zum anderen konnen durch die stark protein-
adsorbierende Eigenschaft auch Proteine aus den Toxizitatstests gebunden werden,
sodass Ergebnisse aus diesen Tests ebenfalls nicht eindeutig interpretiert werden
kbnnen.

Da das Dispergierungsmittel DMEM/FCS bei den priméren Zellen bereits ohne den
Zusatz von Nanopartikeln Stressreaktionen ausloste und v.a. gréf3ere Mengen an IL-
8 ausgeschuttet wurden, wurde fur Untersuchungen der 3D-Hautmodelle mit
primaren Keratinozyten als Dispergierungsmittel das Tween 80 verdinnt mit dem
Airlift-Medium eingesetzt. Als Positvkontrolle wurde aufgrund der Vergleiche der
réhrenférmigen Carbon Nanotubes mit Asbest Blauasbest eingesetzt, von dem
bekannt ist, dass es Entziindungen ausldésen kann [Mossmann 2006, 1997]. Fur die
Durchfihrung der Versuche wurden nur Hautgele mit einer ausgebildeten
Hornschicht eingesetzt. In die epidermale Schicht oder gar in Zellen eingedrungene
Partikel konnten, wie in verschiedenen Publikationen beschrieben [Zhang 2007,
Monteiro-Riviere 2005, Shvedova 2003] und bereits in den Monolayerkulturen
gezeigt, histologisch Uber das Phasenkontrastmikroskop nicht nachgewiesen
werden.

Durch den Einsatz des Airliftmediums mit Tween als Dispergierungsmittel zeigte sich
bei der Messung von Entzindungsmarkern Uber das FACS eine verminderte
Stressreaktion der primaren Keratinozyten im Vergleich zum eingesetzten
DMEM/FCS. Somit ist bei der Untersuchung einer moglichen Nanotoxizitdt im
Zusammenhang mit der Verwendung primérer Keratinozyten auch ein Verzicht auf

das FCS zwingend notwendig. Die eingesetzte Positivkontrolle Blauasbest erwies
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sich dagegen fur den Einsatz in den 3D-Hautmodellen bei der Messung von MIP-
lalpha und G-CSF als ungeeignet, da die Positivkontrolle Blauasbest mit 0 - 9 pg/ml
fur beide Marker geringere Entziindungswerte im Vergleich zur Negativkontrolle (10 -
43 pg/ml) aufwies. Bei der Messung von IL-6 und IL-8 dagegen lagen die
Entzindungswerte des Blauasbests mit 100 - 300 pg/ml immer Uber dem
gemessenen Wert der Negativkontrolle (50 - 90 pg/ml). Es muss daher genau
abgewogen werden, welche Marker in Bezug auf die Nanotoxizitat und die jeweiligen
Modelle eine Relevanz haben. Da die Marker MIP-lalpha und G-CSF von den
Fibroblasten exprimiert werden, sind sie im Zusammenhang mit dieser Messung und
der Verwendung von Blauasbest als Kontrolle ungeeignet, da dieses Material nur auf
den Keratinozyten aufliegt und ohne eine mechanische Reibung keine toxische
Wirkung ausibt, wie Mossmann et al. 1997 bei Alveolarmakrophagen beobachteten.
Auffallend ist, dass im Vergleich zu den Versuchen mit den Monolayerkulturen
primarer Keratinozyten die Negativkontrollen auch bei dem gemessenen IL-8 unter
einem Wert von 100 pg/ml liegen. IL-8 ist in gesunder Haut nur bei Verletzungen
oder Hauterkrankungen ein wichtiger proinflammatorischer Faktor, scheint aber im
Zusammenhang mit Monolayerkulturen eine wichtigere Rolle zu spielen als in den
Hautmodellen. Die Kultivierung der Zellen mit Fibroblasten und die daraus
resultierende in vivo &hnliche Situation, durch die eine Zell-Zell-Kommunikation
zwischen Keratinozyten und Fibroblasten ermdglicht wird, kdénnen einer
UberschieRenden IL-8-Expression, wie in den Monolayerkulturen, entgegenwirken.

Da sich das Blauasbest in Bezug auf die Anwendung im 3D-Hautmodell nicht als
geeignete Positivkontrolle herausgestellt hatte, wurde eine weitere Positivkontrolle fur
den Einsatz im 3D-Hautmodell untersucht. Getestet wurde dazu vergleichend ein
Hautmodell, das kunstlich durch Schnitte verwundet wurde (Wundmodell), ein
Hautmodell, das mit einer Blauasbest-Dispersion behandelt wurde und ein
unbehandeltes Hautmodell. Aus einer vorhergehenden Studie ist bekannt, dass 24 h
nach Verwundung des Hautmodells ein Anstieg an Interleukin lalpha zu erwarten ist
[Weimer 2006]. Es zeigte sich in dieser Arbeit auch ein signifikanter Unterschied
zwischen dem Wundmodell und der exprimierten IL-lalpha-Konzentration des
behandelten Modells mit Blauasbest. Aus diesem Grund wurde fir die Versuche an
3D-Hautmodellen mit der Zelllinie HaCaT das Wundmodell als Positivkontrolle
eingesetzt und die zu untersuchenden Nanomaterialien wurden, um Einfliisse der

Dispergierungsmittel zu vermeiden, mit einer Pasteurpipette aufgestaubt. Als
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Positivkontrolle wurde das Wundmodell eingesetzt, als Negativkontrolle dagegen das
Kultivierungsmedium der HaCaT-Zellen DMEM mit 10%igem FCS. Die Hautmodelle
zeigten ebenfalls nach dem Auftragen der Pulver Agglomerate, die sich auf der
epidermalen Schicht abgesetzt hatten.

Da sich mit dem Phasenkontrastmikroskop histologisch keine Einwirkung der Partikel
auf die Zellen feststellen lieB, wurde auch an den Uberstanden der Versuche an 3D-
Hautmodellen eine Multiplex-Analyse der Entzindungsmarker IL-1beta, IL-4, L-6, IL-
8, MIP-lalpha und G-CSF durchgefuhrt. Im Vergleich zu den Hautmodellen mit
primaren Keratinozyten lie3en sich nur die Marker IL-6 und IL-8 nachweisen, wiesen
jedoch eine Uberschie3ende Stressreaktion nach dem Auftragen der Nanopartikel
auf. Im Fall des aufgestaubten Carbon Black Pulvers zeigten die HaCaT Zellen eine
IL-6-Expression von 500 - 2000 pg/ml und eine Ausschittung an IL-8 von 2000-
4000 pg/ml. Bei den Hautmodellen mit primaren Keratinozyten wurde der
Entzindungsmarker IL-6 dagegen mit einer Konzentration von 50 - 150 pg/ml und
das IL-8 mit 50 - 140 pg/ml exprimiert. Der proinflammatorische Marker IL-6 ist ein
Entzindungsmarker, der von den Keratinozyten bei Hautirritationen, allergischen
Reaktionen, Virusinfektionen oder UV-Schéadigungen ausgeschleust wird [Witzmann
2007]. Das IL-8 kommt normalerweise in der Echthaut nicht vor, spielt aber bei
dermalen Verletzungen oder Entzindungsprozessen erkrankter Haut eine wichtige
Rolle [Chabot-Fletcher 1994]. Die UberschieRende Reaktion der Zellen kann mit der
Verwendung der immortalisierten Zelllinie zusammenhangen, die durch die Entartung
auch veranderte Signalkaskaden aufweisen kann.

Fur das zusatzlich getestete Dispergierungsmittel DMEM/FCS als Negativkontrolle,
welches gleichzeitig fur die HaCaT-Zellen im Monolayer das gangige Kultivierungs-
medium darstellt, zeigten sich gleich hohe Entziindungswerte wie fir die eingesetzte
Positivkontrolle. Da die Negativkontrolle dem Zellkulturmedium fur die HaCaT in der
Monolayer-Kultur entspricht, kann eine solch starke Stressreaktion der Zellen auf die
veranderte Kultivierungssituation der Zellen im 3D-Hautmodell zuriickgefuhrt werden.
Im Rahmen des Aufbaus der 3D-Hautmodelle wurden auch die HaCaT-Zellen
entsprechend den Modellen mit priméaren Keratinozyten mit dem Airlift-
Kultivierungsmedium ohne FCS-Zusatz kultiviert. Die Reaktion der HaCaT bestétigt
nochmals die zwingende Notwendigkeit, das DMEM/FCS im Zusammenhang mit den

3D-Hautmodellen und der Untersuchung der Nanotoxizitat nicht zu verwenden.
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Anhand der 3D-Kulturen zeigt sich, welche Auswirkungen die unterschiedlichen
Kultivierungsarten auf die Zellen und damit auch auf die Reaktion der Zellen nach
dem Auftragen von Nanopartikeln haben koénnen. Wahrend die primaren
Kerationzyten im Monolayer hohe Mengen an IL-8 ausschitten, reagieren die
HaCaT-Zellen nicht mit einer Stressantwort, da das eingesetzte Dispergierungsmittel
dem Kaultivierungsmedium der Zelllinie entspricht. Im Gegensatz dazu induziert das
Probenmaterial bei der Inkubation mit den HaCaT in 3D-Hautmodellen im Vergleich
zu den Hautmodellen mit primaren Keratinozyten UberschieRende IL-8 Expression.
Die Zelllinie zeigt damit eine Ubersteigerte Reaktion auf das Probenmaterial, sodass
sich die Ergebnisse nicht mit denen aus den Versuchen an 3D-Hautmodellen der
primaren Keratinozyten vergleichen lassen. Gleichzeitig konnen die Ergebnisse aus
den Untersuchungen mit immortalisierten Zellen auch nicht auf moégliche Reaktionen
im menschlichen Organismus Ubertragen werden. Es sollte daher gezielt die
Etablierung der Messung an Entziindungsmarkern an 3D-Hautmodellen mit priméren
Keratinozyten angestrebt werden, da ansonsten ein Vergleich der in vitro
gewonnenen Daten mit in vivo Versuchen nicht moglich ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Kultivierung der primaren
Zellen in der Kokultur mit Fibroblasten eine in vivo &hnliche Kultivierung darstellt. Die
in einem solchen Gewebemodell mdgliche Zell-Zell-Kommunikation von
Keratinozyten und Fibroblasten wirkt einer tiberschie3enden IL-8 Reaktion entgegen,
die in Hautmodellen mit Zelllinien beobachtet werden konnte. Im Gegensatz zu den
Monolayerkulturen konnten in den 3D-Hautmodellen mit den primaren Keratinozyten
auch eine eindeutige Reaktion der Zellen auf die Carbon Nanotubes (CNT) bei der
Messung der Entzindungsmarker IL-6 und IL-8 gemessen werden. Vor allem der
Entzindungsmarker IL-8 wurde durch das Auftragen der CNT-Dispersion verstarkt
exprimiert und lag im Vergleich zur Negativkontrolle um das Sechsfache hoéher. Da
die gesunde Haut in vivo permanent einen Schutzfilm generiert und damit eine gute
Barriere gegen eindringende Partikel darstellt, ist es moglich, dass diese nur
mechanisch, z.B. durch Reiben oder kleine Wunden, in die Haut eindringen kénnen
und damit ein Risikopotential fur verletzte Haut darstellen. Gezielte Untersuchungen
verwundeter oder geschadigter Haut sollten daher anschlieBend durchgefuhrt
werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein langer andauernder
Kontakt der primaren Keratinozyten mit Nanopartikeln eine chronische Schéadigung

der Zellen nach sich zieht, was jedoch Untersuchungen in Langzeitstudien bedarf.
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Erste Hinweise auf eine mogliche zellschadigende Wirkung der Nanopartikel konnten
im Rahmen der Etablierung neuer Testmethoden bereits durch Genexpressions-

analysen an Versuchen mit primaren Keratinozyten gesammelt werden.

Relevanz neuer Methoden zur Untersuchung der Nano-

toxizitat
Da sich die klassischen Toxizitatstests, wie der MTT-,LDH- oder WST-1-Test, bei
denen kolorimetrische oder fluoreszierende Farbstoffe eingesetzt werden, in
zahlreichen Untersuchungen ungeeignet fir den Einsatz in der Nanotoxikologie
zeigten, ist die Etablierung neuer Toxizitatstests im Bereich der Nanotoxikologie
zwingend erforderlich [Casey 2007, Wdrle-Knirsch 2006, Monteiro-Riviere 2006].
Durch die Bindung der Proteine aus diesen Tests an die Nanopartikel werden sowohl
falsch-positive, als auch falsch-negative Ergebnisse erzeugt, die eine Auswertung
der Tests oder anschlieende Vergleiche unmdglich machen [Monteiro-Riviere
2006]. Eindeutige Aussagen uber die Messung von Entzindungsmarkern kénnen
ebenfalls nicht gemacht werden, da sie sich je nach Zellart und auch
Versuchsmethode, z.B. Testung im Monolayer oder im 3D-Modell, voneinander
unterscheiden. Ein Teilaspekt dieser Arbeit war daher die Entwicklung neuer

Methoden, die im Bereich der Nanotoxikologie eingesetzt werden kdnnen.

Globale Genexpressionsanalysen

Eine Methode zur Untersuchung nanotoxikologischer Effekte auf Zellen, ist die am
Fraunhofer IGB entwickelte MESSAGE-Technologie (Multidimensional
Electrophoretic System of Separation for the Analysis of Gene Expression). Sie
basiert auf einer hochaufldsenden elektrophoretischen Trennung komplexer cDNA in
einem zweidimensionalen Gelsystem [Lindemann 2006]. Die Wirkung von
Nanopartikeln auf die Zellen kann somit direkt auf Transkriptionsebene untersucht
werden, sodass die Bindung von Proteinen an Nanopartikel nicht berlicksichtigt
werden muss. Mit dieser Technik kann eine umfassende Analyse auf
Transkriptomebene durchgefihrt werden, ohne dass die Genomsequenz des zu
untersuchenden Organismus zuvor bekannt sein muss. Durch den Einsatz der
isolierten Gesamt-RNA wird jedes darin vorkommende Transkript durch eine

spezifische Adaper-PCR amplifiziert und kann nachgewiesen werden. Komplexe
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Genome lassen sich durch die Bildung von Subpopulationen handhabbar machen,
sodass die Auftrennung entsprechend variiert werden kann. Zur Etablierung der
Methode fir den Bereich der Nanotoxikologie wurden erste Versuche mit
Keratinozyten-Monolayern durchgefiihrt. Eine spatere Ubertragung der Methode auf
das komplexere 3D-Hautmodell soll nach erfolgreichem Einsatz an der Monolayer-
Kultur durchgefihrt werden.

Die mit Carbon Black und Carbon Nanotubes behandelten Keratinozyten zeigten
eine vitale und zelltypische kubische Morphologie, wahrend die mit Titandioxid in
Kontakt gebrachten Zellen teilweise eine Ablésung vom Untergrund und damit eine
Schadigung zeigten. Bei der anschlie3end durchgefihrten Genexpressionsanalyse
konnte aus den mit Titandioxid behandelten Proben das Gen RPSA identifiziert
werden, welches fir einen Lamininrezeptor kodiert. Das Gen war im Vergleich zur
Negativkontrolle um den Faktor 20 vermindert exprimiert, wahrend die mit Carbon
Black oder Carbon Nanotubes behandelten Zellen keine oder nur eine um den Faktor
3 herabregulierte Genaktivitat zeigten. Fehlende Lamininrezeptoren erklaren die
verringerte Adhasionsfahigkeit der Zellen. In der Haut kann ein Mangel an
Lamininrezeptoren zu einer verminderten Verankerung der Zellen in der
extrazellularen Matrix fuhren. Auch das Gen PLOD1, das fur eine Lysylhydroxylase
kodiert, wurde in allen behandelten Keratinozyten vermindert exprimiert, bei der
Behandlung der Zellen mit den Carbon Nanotubes sogar um den Faktor 21. Die
Carbon Nanotubes haben durch den Kontakt auf die primaren Keratinozyten einen
Einfluss auf die Expression von PLOD1. Die Lysylhydroxylase bewirkt die
Hydroxylierung von Lysylresten in kollagenahnliche Peptide und ermdglicht so eine
Quervernetzung von Kollagenstrukturen [Myllyharju 2001, Hautala 1992]. Es ist
denkbar, dass die gestorte Verankerung der Zellen in der extrazellularen Matrix und
die Storung der Kollagenquervernetzung zu ernsthaften Bindegewebserkrankungen,
vergleichbar dem Ehlers-Danlos-Syndrom, fiihren. Die Haut kann eine erhdhte
Elastizitdt aufweisen, wird aber gleichzeitig instabiler und reil3t schneller, sie stellt
damit keine effektive Barriere mehr dar, die den Koérper vor Umwelteinflissen
schitzen kann. Es kommt durch die leichte Verletzbarkeit zu verstarkten
Entzindungen der Haut und zu Wundheilungsstérungen. Da davon auch
Kollagenstrukturen und Quervernetzungen anderer Kdrperregionen betroffen sind,
kénnen auch Folgeerkrankungen, wie Herz-Kreislauferkrankungen, durch die

Instabilitét der Gefal3strukturen oder eine Ablosung der Netzhaut am Auge auftreten
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[Pschyrembel 2004]. Durch die starke proteinadsorbierende Eigenschaft
kohlenstoffhaltiger Nanopartikel muss auch bertcksichtigt werden, dass durch die
Bindung der Partikel an Oberflachenproteine der Zellen eine Genregulation
stattfinden kann, sodass die Ausbildung von Lamininrezeptoren oder der
Lysylhydroxylase gestort werden und die Zellen damit nicht mehr ausreichend in der
Extrazellularen Matrix verankert werden kénnen. Ein nanotoxikolgischer Effekt durch
das Absterben der Zellen kann damit nicht ausgeschlossen werden und muss in
weiteren Untersuchungen gezielt betrachtet werden.

Ein weiteres fur die Barrierefunktion der Haut essentielles Gen, das durch die
Genexpressionsanalyse identifiziert werde konnte, ist das stark vermindert
exprimierte Gen SPRR4 (small proline riche protein 4). Das Protein SPRR4 bildet
zusammen mit den Proteinen Involucrin, Filaggrin, Loricrin und Proteinen der S100
Familie das ,Cornified envelope” (CE) der Keratinozyten. Das CE ist eine 15 nm
dicke, dichte und sehr schwer Igsliche Struktur an der Innenseite der Zellmembran
der Keratinozyten. Durch seine biomechanischen Eigenschaften bildet es eine
protektive Barriere gegen Umwelteinflisse [Hohl 1990]. In den CNT behandelten
Proben wurde dieses Gen um den Faktor 13 und der mit Titandioxid behandelten
Probe um den Faktor 15 herabreguliert. Da sich das CE wahrend der Keratinisierung
der Epidermiszellen entwickelt, kann eine verminderte Expression auch mit der
Kultivierung der Zellen im Monolayer zusammenhéngen. Dieses Gen ist fur einen
wichtigen Schutzmechanismus der Haut zustdndig und sollte gezielt in weiteren
Studien mit den 3D Hautmodellen untersucht werden. Weitere keratinozyten-
spezifische Marker, die identifiziert werden konnten, sind das Kalikrein 7 (KLK7), das
S100A10 (= S100A10p) und das Keratin 6b (KRT6B). Das Kalikrein 7 ist ein Enzym,
welches fur die Degeneration der Corneodesmosomen zustandig und dadurch fir die
Verhornung der Epidermis wichtig ist [Caubet 2004]. Das Gen S100A10p z&hlt zur
Familie der Kalzium-bindenden EF-Hand Proteine, die gewebespezifisch exprimiert
werden. Das Protein kommt in den Zellen des Stratum basale und Stratum spinosum
der Keratinozyten im Cytoplasma vor. Da das Gen ebenfalls bei der Stratifizierung
und damit bei der Ausbildung der Barrierefunktion der Haut beteiligt ist, zeigte sich in
der Genexpressionsanalyse nur eine geringe Regulation. Wichtig kann dieses Gen
allerdings im Zusammenhang eines behandelten Hautmodells werden. Hier muss
gezielt die mdgliche Auswirkung der Nanopartikel auf die Ausbildung einer intakten

Barrierefunktion untersucht werden. Eine Stérung der Keratinisierung der Epidermis-
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zellen fuhrt zu einer eingeschrankten Barrierefunktion der Haut. Durch die Stérung
des Gleichgewichts der Zellneubildung und Abschilferung kbnnen Folgeinfektionen
durch eindringende Keime und Wundheilungsstorungen auftreten. Bekannte Formen
einer genetischen Verhornungsstérung der Haut stellen die verschiedenen
Ichthyosen dar, die sich in unterschiedliche Schweregrade einteilen lassen. Generell
kann bei dieser Erkrankung eine starke Schuppung der Haut bis zur Blasenbildung
auftreten [Pschyrembel 2004].

Neben Gendefekten, die die Barrierefunktion der Haut einschranken kénnen, wurden
auch Gene detektiert, die wichtige Prozesse in der Zellentwicklung und
Differenzierung regulieren. Bei den Zellen, die mit Titandioxid behandelt wurden,
konnten die Gene CCDN2 und YBX1 des Zellzyklus identifiziert werden. Das CCDN2
Gen wird um den Faktor 13 vermindert exprimiert. Dabei kann durch die verringerte
Expression des Proteins Cyclin D2 die Zelle nicht in die S-Phase des Zellzykluses
Ubergehen, sondern verbleibt in der G1-Phase und es findet somit keine Proliferation
statt. Das YBX1-Gen kodiert das Protein Y-box-1, welches ein spezifischer
Transkriptionsfaktor fir den Zellzyklus darstellt [Jurchot 2003]. YBX 1 war in den mit
Titandioxid behandelten Zellen im Vergleich zu denen mit Carbon Black und Carbon
Nanotube Kontakt herabreguliert. Das Protein Y-box-1 interagiert mit dem
Y-Boxmotiv und unterstitzt damit die Expression von Cyclin A und B1 [Jurchot 2003].
Das Cyclin A ist ebenfalls beim Ubergang der Zelle in die S-Phase beteiligt, wahrend
Cyclin B1 den Ubergang von der G2-Phase in die Mitose reguliert. Eine Stagnation
der Zellen in der G1-Phase hat eine eingeschrankte Proliferation zur Folge, die
Zellen teilen sich nicht mehr weiter. In der Haut kann somit eine intakte Barriere nicht
aufrechterhalten werden, da keine neuen Zellen aus der Basalmembran proliferieren
und stratifizieren kénnen. Der natirliche Reparaturmechanismus der Haut, der fur
eine gesunde Wundheilung notwendig ist, ist gestort und die Haut wird anfallig far
Infektionen oder die Entartung der Zellen in Krebszellen. Auch das Wntl13 Gen,
welches fur ein Glykoprotein kodiert, spielt bei der Zellentwicklung und
Differenzierung eine wichtige Rolle. Eine veréanderte Genexpression wird bereits mit
der Entstehung von Leukéamie in Verbindung gebracht [Katoh 1996]. Das Gen wird
bei den Zellen, die mit Carbon Nanotubes in Kontakt gebracht werden, verstarkt
exprimiert. Durch die Auslésung chronischer Stressreaktionen und die Dauer-
belastung der Zellen mit Sauerstoffradikalen [Manna 2005] kann es zu

Veranderungen der Zelldifferenzierung und gestoérten Zellreparaturmechanismen
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kommen. Eine Entartung der Zellen muss daher in weiteren Untersuchungen gezielt
gepruft werden.

Weitere Gene, die identifiziert werden konnten, waren das RPL21, RPL13A und das
RPL10A. Diese kodieren fir ribosomale Proteine der 60S Untereinheit und spielen
bei der Translation der transkribierten mRNA in Polypeptidketten eine wichtige Rolle.
Wahrend das RPL10A fur die mit Titandioxid und Carbon Nanotubes behandelten
Zellen um den Faktor 22 herabreguliert wurde, zeigten die Gene RPL13A und RPL21
nur eine schwach verminderte, bzw. leicht verstarkte Expression. Von RPL10A ist
bekannt, dass eine verminderte Expression auch in neuronalen Vorlauferzellen
wahrend der Entwicklung zu finden ist. In welchem Zusammenhang die Varianzen
der einzelnen hier identifizierten ribosomalen Proteine jedoch stehen ist noch unklar.
Durch eine Stoérung der Translation kann es zu einer fehlerhaften Synthese von
Proteinen kommen, sodass diese nicht mehr fir zellulare Prozesse zur Verfigung
stehen.

Neben den hier genannten Genen konnten auch einige identifiziert werden, deren
Bedeutung in Zusammenhang mit der Nanotoxikologie noch unklar sind. Da bisher
nur ein Viertel des Transkriptoms identfiziert wurde, ist der nachste Schritt die
Untersuchung des restlichen Genoms, um so eine genauere Aussage zur Wirkung
von Nanomaterialien auf primare Keratinozyten treffen zu kodnnen. Eine
anschlieBende Erweiterung der Studien auf das 3D Hautmodell wird angestrebt, da
sich die MESSAGE-Technologie, wie hier gezeigt, sehr gut zur Untersuchung der
Nanotoxikologie einsetzen lasst. Mdgliche Marker, die dabei naher untersucht
werden sollten, sind die Wnt-Gene, die bereits mit der Entstehung von Leukamie in
Verbindung gebracht werden [Katoh 1996]. Da diese Gene fur Glykoproteine
kodieren, die fur die Zelldifferenzierung zustandig sind, kann in Bezug auf chronische
Entzindungsreaktionen, bedingt durch einen langeren Kontakt der Zellen mit den
Nanopartikeln, eine karzinogene Entartung der Zellen nicht ausgeschlossen werden.
Ebenfalls genauer untersucht werden sollte das Gen PLOD1, welches ebenfalls in
einem chronischen Entziindungsverlauf eine Stérung der Kollagen-Quervernetzung
zur Folge haben kann und damit die Eigenschaft der Haut als effektive
Korperbarriere herabsetzt. Da sich in den Monolayerkulturen mit priméren
Keratinozyten auch Gene identifizieren lieRen (Klk7, S100A10p, Keratin 6b), die fur
die Bildung der Hornschicht essentiell sind, missen diese bei der Untersuchung von

3D-Hautmodellen durch eine Belastung der Zellen mit Nanomaterialien genauer
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untersucht werden. Eine Stérung der Keratinisierung kann ebenfalls zu einer
gestorten Barrierfunktion der Haut fuhren. Ist die Hautbarriere jedoch gestort, kdnnen
Bakterien und andere Keime in die Haut eindringen und Entzindungen auslésen,

sodass Folgeerkrankungen der Haut und auch anderer Organe auftreten kénnen.

Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektroskopie ist in der Charakterisierung von Materialien bereits eine
fest etablierte Methode und wird bisher nur vereinzelt zur Messung biologischer
Parameter eingesetzt. Sie stellt eine berlihrungs- und zerstérungsfreie
Analysemethode dar. Bestrahlt man eine biologische Probe mit monochromatischem
Licht, so wird das eingestrahlte Licht gestreut und die dabei entstehenden
Spektrallinien lassen sich als Raman-Linien messen [Kessler 2007]. Da Molekiile und
Molekulgitter stets schwingen, kdnnen diese Grundschwingungen gemessen und so
veranderte Schwingungen der Molekile, z.B. durch eine Behandlung der
Hautmodelle mit Nanomaterialien, im Vergleich festgestellt werden.

Untersuchungen mit Zellsuspensionen konnten mittels Raman Spektroskopie nicht
ausgewertet werden, da sich trotz mehrerer Waschschritte nicht alle Partikel von den
Zellen ablosen lie3en. Zellen, an denen bei der Messung noch kohlenstoffhaltige
Nanopartikel hafteten, wurden durch den Laser so stark erhitzt, dass die Zellen
zerstort wurden und somit keine Auswertung in Bezug auf die Nanotoxizitat moglich
war. Es wurden deshalb Messungen an 3D-Hautmodellen angeschlossen, die sowohl
an Hautgelen mit primaren Keratinozyten, als auch der Keratinozyten-Zelllinie HaCaT
durchgefiihrt wurden. Als Negativkontrolle wurden véllig unbehandelte und die mit
dem Dispergierungsmittel DMEM/FCS betropften Hautmodelle verwendet. Die
Messungen erfolgten 24 h nach Probenauftrag. Zuvor wurden die Nanopartikel mit
PBS" abgespiilt, dennoch konnten in den Phasenkontrastaufnahmen der Zellen
aufgelagerte Agglomerate der Nanomaterialien detektiert werden. Da die
Hautmodelle jedoch komplett untersucht wurden, konnten unter dem Mikroskop
zunachst gezielt Zellbereiche ausgewahlt werden, die zwar einen Kontakt zu den
Partikeln zeigten, die Partikel jedoch nicht direkt auf den Zellen lagen, sodass eine
Schadigung der Zellen durch eine Uberhitzung mit dem Laser, wie sie in den
Zellsuspensionen mit den kohlenstoffhaltigen Partikeln erfolgte, vermieden werden

konnte.
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Die spektroskopische Untersuchung fand an jeweils 15 Zellen fur 100 s pro Probe
statt. Durchgefuhrt wurden Messungen an Hautmodellen, auf die Carbon Black,
Carbon Nanotubes und Titandioxid Pulver gestaubt worden waren. Die Messung der
Hautmodelle mit primaren Keratinozyten zeigte im Score Plot eine Gruppierung der
Messpunkte der mit Titandioxid behandelten und der Carbon Nanotube behandelten
Proben.

Bei der Messung der Hautgele, die mit der Zelllinie HaCaT aufgebaut waren, zeigten
sich bei der ersten durchgefuhrten Messung ebenfalls klar strukturierte
Gruppierungen der Messwerte im Score Plot, die sich je nach Probenauftrag
eindeutig voneinander unterscheiden liel3en.

Da die Raman-Spektroskopie zuvor nie fir Messungen an 3D Modellen eingesetzt
worden war, lasst sich nicht sagen, welche Reaktionen in den Zellen ablaufen und ob
die hier gemessenen Muster als positiv oder negativ zu bewerten sind. Generell
scheint die Methode jedoch geeignet, auch wenn die Gelstruktur der Hautaquivalente
doch ein hohes Signal/Rauschverhaltnis aufwies. Die Raman-Spektroskopie eignet
sich gut zur ersten Abschatzung toxischer Wirkungen der verschiedenen
Nanomaterialgruppen. Durch die spektroskopische Untersuchung lassen sich gezielt
Fingerprint-Analysen durchfiihren, die auch in Bezug auf neue Materialien ein
schnelles und einfaches Vorscreening auf toxische Wirkungen moéglich machen, die

im Anschluss durch Genexpressionanalysen intensiver untersucht werden kdnnen.

Ausblick
In dieser Arbeit konnte erfolgreich ein Tracheamodell mit der Zelllinie Calu-3 unter

dynamischen Kaultivierungsbedingungen in einem neu entwickelten Bioreaktor
aufgebaut werden. Die Zellen zeigten dabei erstmals ein in vivo &hnliches
hochprismatisches Zellwachstum. Zur besseren Nachahmung der Trachea im 3D-
Gewebemodell sollen Analysen der in vivo Basalmembran im Hinblick auf deren
Zusammensetzung durchgefihrt werden. Ziel ist es, die Kultivierung der hTEZ auf
der BioVaSc zu verbessern und damit ein zusatzliches Tracheamodell auf Basis
primarer humaner Zellen zu generieren und fir Inhalationsstudien nutzbar zu
machen. Parallel konnte gezeigt werden, dass sich im Hinblick auf die Untersuchung
der Nanotoxizitat die haufig eingesetzten 2D-Kulturen primarer Keratinozyten und der
Zelllinie HaCaT in ihrer Reaktion wesentlich voneinander unterscheiden. Anhand der

untersuchten 3D-Hautmodelle konnte Uberdies eine UberschielRende Stressantwort
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der Zelllinie detektiert werden. Die Unterschiede machen deutlich, wie wichtig es fur
eine bessere Ubertragbarkeit der Testergebnisse auf den menschlichen Organismus
ist, zum einen die in vivo nahe Kultivierung der Zellen im Gewebemodell und zum
anderen die Verwendung primarer Zellen anzustreben, um mdgliche Risiken neu
entwickelter Nanomaterialien auf den Menschen besser abschétzen zu konnen.

Es konnte auch gezeigt werden, dass das FCS zur Herstellung von Nanopartikel-
Dispersionen nicht eingesetzt werden sollte, da die primaren Zellen auf diesen
Zusatz mit starken Stressantworten reagieren. Zur Erstellung gezielter Dosis-
Wirkungsbeziehungen ist die Etablierung eines neuen Dispergierungsmittels daher
zwingend erforderlich. Im Zusammenhang mit dem Tracheamodell sollte auch die
Aerosolgenerierung kohlenstoffhaltiger Nanomaterialien angestrebt werden, um
Inhalationsstudien mit konstanten Konzentrationen durchfiihren zu kénnen.

Die in dieser Arbeit eingesetzte globale Genexpression und Raman-Spektroskopie
erwiesen sich als geeignete Werkzeuge zur Untersuchung der Nanotoxizitat. Fur eine
Standardisierung und Kommerzialisierung mussen sie jedoch in weiteren Studien an
3D-Gewebemodellen weiter untersucht werden.

Akute Risiken konnten in den durchgefiihrten Studien nicht nachgewiesen werden.
Es ist allerdings zwingend erforderlich, chronische Effekte gezielt in Langzeitstudien
zu untersuchen. Da bislang noch unklar ist, wie sich die unterschiedlichen
Nanomaterialien auf den menschlichen Organismus auswirken, sollten bei Arbeiten
mit diesen Materialien stets schitzende MalRnhahmen, wie das Tragen von
Handschuhen und einer Feinstaubmaske, ergriffen und eine Aerosolbildung

vermieden werden.
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