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Einleitung 1
1 Einleitung

1.1 Nanomaterialien

Aufgrund der vielseitigen Anwendungsbereiche von Nanomaterialien (NM) und
ihres Dbetrachtlichen technischen und kommerziellen Potenzials wird die
Nanotechnologie als eine der Schliusseltechnologien des 21. Jahrhunderts
betrachtet. Die Menge von Produkten auf dem Markt mit Bestandteilen im
Nanomal3stab erlebt derzeit einen rasanten Aufstieg. Internationalen Schatzungen
zufolge wird der Weltmarkt fir Nanotechnologie im Jahr 2021 einen Wert von 90,5
Milliarden US-Dollar erreichen [McWilliams, 2016]. Ihre enorme sozio6konomische
Perspektive macht NM zum Ziel intensiver Forschung und rickt sie auch

gleichermafen immer mehr in den Fokus der Offentlichkeit.

Als NM gelten laut Definition der Europaischen Union alle Materialien, bei denen
mindestens die Halfte der Bestandteile eine Grél3e von 1 bis 100 Nanometern (nm)
hat [Amtsblatt der Europaischen Union, 2011]. Unterschieden werden Materialien
mit nur einer Dimension im Nanomalf3stab, wie beispielsweise
Oberflachenbeschichtungen, oder mit zwei Dimensionen im Nanomal3stab, wie
Nanokabel und -fasern. Hat ein Material in drei Dimensionen ein AufRenmalfld
zwischen einem und 100 nm, so wird es als Nanopartikel (NP) bezeichnet [The
Royal Society, 2004].

Die Besonderheit von NM stellt ihre Grof3e dar, da sie, verglichen mit Stoffen der
gleichen Substanzklasse in grol3eren Dimensionen, fir den erheblichen
Unterschied ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften verantwortlich ist.
Je mehr die GroR3e eines Teilchens abnimmt, desto mehr nimmt in Relation dessen
Oberflache zu, was zu einer vermehrten Prasentation der Atome und Molekile und
somit auch reaktiver Gruppen des Materials nach auf3en fuhrt [Nel et al., 2006].
Dies resultiert in einer Verstarkung des katalytischen Verhaltens und einer

ausgepragten chemisch-biologischen Reaktivitat [Athie-Garcia et al., 2018].
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Abbildung 1: Verhéltnis zwischen Durchmesser
und Oberflachenmolekilen. Modifiziert nach Nel

Anwendung machen. et al. [2006].

potenziell wertvoll fur die industrielle

1.1.1 Nanomaterialien in Industrie und Konsumprodukten

Der Einsatzbereich von NM wéchst bestandig und erstreckt sich heute bereits tber
viele verschiedene Industriezweige.

In der Lebensmittelindustrie werden NM in Verpackungen verarbeitet, um die
Haltbarkeit von Produkten zu verlangern. Eine Zugabe zu den Lebensmitteln selbst
soll deren Textur, Geschmack oder Farbe verandern. Die Funktionalitdt von
Textilien kann durch Einarbeitung von Nanostrukturen gesteigert werden, da sie
bessere schmutz- und wasserabweisende sowie Atmungseigenschaften aufweisen
[Ranjan et al., 2014]. In der Landwirtschaft ermdglicht der Zusatz von nanoskaligem
Ton zu Dungemitteln eine langsamere Freisetzung von Stickstoff, sodass der
Dungemittelverbrauch reduziert und die Eutrophierung von Gewassern vermieden
werden kann .

Schatzungen zufolge gibt es bereits Gber 1800 Konsumprodukte auf dem Markt,
die NM enthalten. Silber (Ag)-, Zinkoxid (ZnO)-, Titandioxid (TiOz)- und
Siliziumdioxid (SiO2)-NP gehoren dabei zu den am h&ufigsten eingesetzten
Substanzen [Vance et al., 2015]. Metalloxide werden aufgrund ihrer hohen UV-
Absorptionsfahigkeit von der Kosmetikindustrie haufig in Sonnenschutzprodukten
verarbeitet. Nanoskalige Partikel bringen hier zusatzlich den Vorteil einer guten
Dispersionsfahigkeit auf der Haut bei gleichem UV-Schutz. Weiterhin werden Ag-
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NP zur Pravention einer Geruchsbildung Deodorants zugesetzt [Bartlomiejczyk et
al., 2013].

1.1.2 Nanomaterialien in der Medizin

Der Begriff ,Nanomedizin“ beschreibt die Anwendung von NM fur die Diagnostik,
Pravention und Therapie von Erkrankungen. Sie ist zudem ein Instrument, mit dem
molekulare krankheitsassoziierte Mechanismen erforscht werden. Die Grof3e von
NM, die etwa der von Viren, DNA und Proteinen entspricht, sowie ihre hohe
physikochemische Reaktivitat ermdglichen die Uberwindung von Grenzen, die
herkdbmmlichen diagnostischen und therapeutischen Mitteln gesetzt sind [Hadef,
2018]. Wahrend viele Ansatze gegenwartig noch Gegenstand intensiver Forschung
sind, haben manche Nanotechnologien bereits Einzug in die klinische Anwendung
gehalten. Beispielsweise fiihrt die Applikation magnetischer NP im Gewebe zu
Stérungen des lokalen Magnetfeldes und einer Reduktion der Relaxationszeit bei
Magnetresonanztomographien. Durch Anwendung von NP mit
gewebespezifischen Beschichtungen als Kontrastmittel kann eine Verbesserung
der bildmorphologischen Distinktion zwischen Tumor- und gesundem Gewebe
erzielt werden [Sun et al., 2008]. Ein weiteres Gebiet, auf dem der Einsatz von NM
innovative Forschungsthematiken liefert, ist das Tissue Engineering. NM sollen
dazu beitragen, korpereigenes Gewebe zu regenerieren. So ist es beispielsweise
mit Hilfe NP-beschichteter Geruststrukturen méglich, Knochengewebe wachsen zu
lassen, da diese optimale Bedingungen fiur Zellmigration, -differenzierung
und -adhasion bieten [Griffin et al., 2016]. Auch im Rahmen der modernen
Krebstherapie erscheint die Anwendung von Nanostrukturen vielversprechend.
Zum Beispiel konnten Chemotherapeutika fur eine gezielte Pharmakotherapie mit
Hilfe von Nano-Carrier-Systemen selektiv in Tumorzellen eingeschleust werden.
Hierzu kann das Prinzip der ligandenvermittelten Aufnahme in die Zelle genutzt
werden. Durch Kopplung von NP an Antikorper ist es moglich, zellspezifische
Hybride zu generieren [Fratoddi et al., 2014]. Konjugate aus NP und gegen
Tumorzellantigene gerichteten Antikérpern wie anti-EGFR oder -HER2/neu
konnten die Detektion maligner Zellen im Gewebe erleichtern [Jain et al., 2008; Lee
et al., 2007].
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1.2 Nanopartikel

1.2.1 Ursprung und Erzeugung von Nanopartikeln

Die elementaren Bestandteile jeglicher Nanostrukturen sind NP. Grundsatzlich
muss zwischen natirlichen und industriell erzeugten NP unterschieden werden. Die
industrielle Produktion von NM reicht zurtick bis in die fruhen Jahre des 20.
Jahrhunderts, angefangen bei der Verwendung von Industrierul3-NP fir die
Fertigung von Gummireifen fur Automobile, um deren Abriebbestandigkeit, Haftung
und Elastizitdt zu erhéhen [Horikoshi und Serpone, 2013]. Neben synthetisch
hergestellten gibt es auch natirlich vorkommende NP in der Umwelt. Sie werden
zum Beispiel bei vulkanischen Aktivitaiten oder Waldbréanden freigesetzt.
Anthropogen erzeugte NP entstehen als Nebenprodukt bei
Verbrennungsprozessen, wie bei Schwei3- und Schmelzvorgéngen, bei der
Polymerproduktion oder gar beim Kochen. In stadtischen Gebieten stellen
Dieselmotoren oder Fahrzeuge mit defekten Katalysatoren die Hauptquelle
atmospharischer NP dar, die in diesem Zusammenhang als Feinstaub bezeichnet
werden [Jeevanandam et al., 2018].

Prinzipiell konnen zwei verschiedene Methoden zur Herstellung von NP
unterschieden werden, das Bottom-Up- und das Top-Down-Verfahren. Das Top-
Down-Verfahren basiert in der Regel auf Mahlprozessen, bei denen nanoskalige
Partikel durch mechanische Zerkleinerung von gréberen Ausgangsmaterialien
erzeugt werden. Im Gegensatz dazu werden die Partikel beim Bottom-Up-
Verfahren von Grund auf, also aus Atomen oder Molekilen, neu synthetisiert.
Weltweit findet Uberwiegend das Bottom-Up-Verfahren Anwendung, da die
Zerkleinerung auf mechanischem Weg durch Mahlen keine genaue Regulation der
Partikelgrof3e zuladsst und durch Abnutzung der Mahlkérper Verunreinigungen
auftreten konnen [Freudenreich, 2010]. Gerade in hoch technologisierten
Industriebranchen wie der Medizintechnik ist es unabdingbar, die exakte
GroRRendistribution der verwendeten Partikel nachvollziehen zu kénnen. Hier bietet
das Bottom-Up-Verfahren den Vorteil, monodisperse Nanofunktionseinheiten mit

speziellen, erwiinschten Eigenschaften herstellen zu kénnen.
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1.2.2 Zinkoxid-Nanopartikel

Die Aufnahme des Spurenelementes Zink stellt aufgrund seiner enormen
Bedeutung im Rahmen vieler Kérperfunktionen einen essentiellen Bestandteil der
menschlichen Erndhrung dar. Adaquate Mengen sind vonnéten fur DNA- und
Proteinsynthese sowie fur eine optimale Immun- und Leberfunktion, Gerinnung und
olfaktorische Wahrnehmung [Lye et al., 2012]. In chemischer Verbindung mit
Sauerstoff entsteht ZnO, welches als farblose, hexagonale Kristalle oder weil3es
Pulver mit einer molaren Masse von 81,37 g/mol vorliegt. Reines ZnO ist in Wasser
unldslich, kann jedoch in verdinnten Sauren unter Salzbildung geldst werden. Aus
materialwissenschatftlicher Sicht stellt es einen Halbleiter dar. Weltweit wird die
Produktion von ZnO auf etwa 10° Tonnen pro Jahr beziffert, wobei ein GrofRteil
davon als Aktivator fuir Vulkanisationsprozesse in der Gummiindustrie eingesetzt
wird [Das et al., 2011]. Von der US Food and Drug Administration wird ZnO als
generell unbedenklich (,GRAS" = generally recognized as safe) eingestuft

[Rasmussen et al., 2010].

Neben Kohlenstoff und Ubergangsmetallen wie Silber oder Gold z&hlen
Metalloxide, zu denen TiO2 und speziell ZnO gehdren, zu den am haufigsten fiur die
Nanomaterialproduktion verwendeten Substanzen [Bakand und Hayes, 2016]. Als
Ausgangsmaterial besitzt ZnO einige besondere physikalische und chemische
Eigenschaften. Eine hohe chemische- und Photostabilitdt sowie ein breites
Absorptionsspektrum fur Strahlung machen es zu einem multifunktionalen und
vielseitig einsetzbaren Werkstoff. Weiterhin wird ZnO eine antimikrobielle Wirkung
zugesagt, was zum einen bei der Herstellung von Nahrungsmittelverpackungen,
aber auch fur antiseptische Wundverbéande genutzt wird [Wiesenthal et al., 2011].
Auch in der Textilindustrie werden neue Materialien auf der Basis von ZnO-
Nanofasern entwickelt, die photokatalytische, antibakterielle und antioxidative
Eigenschaften vereinen. Diese konnen beispielsweise zur Therapie und
Verbesserung der Lebensqualitdt von Patienten mit chronisch-inflammativen
Hauterkrankungen wie der Atopischen Dermatitis eingesetzt werden [Wiegand et
al., 2013]. In Studien haben ZnO-NP antitumorale Eigenschaften aufgewiesen,
sodass ein Einsatz als Krebstherapeutikum diskutiert wird [Mishra et al., 2017]
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1.3 Nanotoxikologie

Seit jeher sind Menschen NP ausgesetzt, die aus natirlichen Quellen stammen. Im
Rahmen der rasant ansteigenden industriellen Fertigung, des taglichen Gebrauchs
und der Entsorgung von Materialien im NanomalRstab nimmt allerdings auch die
Freisetzung anthropogen erzeugter NP in die Umwelt rapide zu. Beispielsweise
konnten NP im von Hauserfassaden abgeflossenen Wasser festgestellt werden,
die mit NM-versetzter Wandfarbe gestrichen worden waren. Grof3e Teile des
stadtischen Klarschlamms werden als Dingemittel in der Landwirtschaft
weiterverwendet, sodass im Abwasser enthaltene NP im Boden und Grundwasser
angereichert werden [Mahdi et al., 2018]. Weiterhin fuhrt die Verarbeitung von NM
in Kosmetikprodukten zu einer verstarkten Exposition der Menschen im alltaglichen
Leben. Aus diesen Griinden sind nanotoxikologische Untersuchungen vonnéten,

um eine Evaluation des Risikoprofils von NM zu erméglichen.

Relevante Expositionsrouten des Menschen gegentber NP sind in Anbetracht der
Anwendungsgebiete vor allem der Aerodigestivtrakt und die Haut. Die inhalative
Aufnahme ist vor allem bei Arbeitern in Chemie-, Kosmetik- oder
farbverarbeitenden Industriebranchen vorherrschend [Osmond und McCall, 2010].
Der Partikeldurchmesser determiniert den Depositionsort. So verbleiben Partikel
von 5-10 um im Nasen-Rachenraum, von 2-3 um in den Bronchien und von 0,1-

1 pum in der Alveolarregion [Meili C. et al., 2007].

| Dermal | | Inhalation | | Ingestion ‘

v v v
| Haut | Respirationstrakt |Gastrointestinaltrakt]
‘ l T, LZNS |7 |a) nasal
; PNS |~ |b) tracheobronchial
| Lymphe c) alveolar
¢ \ , !
-SchweirS :
Blut: Thrombozyten, Monozyten, Endothelzellen %
b I } .
| Knochenmark | |Niere| | Milz | | Andere Organe |

M v

Abbildung 2: Schematische Darstellung potenzieller Eintrittspforten von NP in den
menschlichen Korper sowie deren Biokinetik innerhalb des Organismus. Durchgezogene
Pfeile zeigen nachgewiesene Routen, gestrichelte Pfeile mdgliche Routen. Modifiziert
nach Bakand und Hayes [2016].
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Abbildung 2 gibt einen Uberblick uber potenzielle Aufnahme- und
Distributionsmechanismen von NP im menschlichen Organismus.

Die Thematik NP-assoziierter toxischer Effekte wird seit Jahren kontrovers
diskutiert. Eine Beurteilung realistischer NP-Expositionsdosen, der Partikelkinetik
sowie deren Effekte im Organismus ist bislang vor allem anhand von
experimentellen Versuchsmodellen moglich. Es gibt Hinweise, dass es nach
inhalativer oder oraler Aufnahme tber die Blutzirkulation zu einer Translokation und
Akkumulation von NP im Kérper kommen kann [Jani et al., 1994; Nemmar et al.,
2002], wohingegen diese bei dermaler Applikation die oberflachlichen Schichten
des Stratum corneum der Epidermis nicht zu tberwinden scheinen [Kimura et al.,
2012]. Uber die Wirkung der Partikel im Korper selbst ist nur wenig bekannt. Daten
aus klinischen Studien lassen vermuten, dass die inhalative Aufnahme von NP bei
Betroffenen zu pulmonalen Inflammationsreaktionen und allergischen
Lungenerkrankungen filhren kann [Journeay und Goldman, 2014; Khatri et al.,
2013]. Weiterhin ist ein direkter Zusammenhang zwischen Feinstaubbelastung und
kardiovaskularem Risiko belegt [Miller et al., 2007].

Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist es schwierig, eine generelle Aussage Uber das
von NM ausgehende gesundheitliche Risiko zu treffen. Pathophysiologische
Effekte sind prinzipiell sowohl von toxikokinetischen als auch von
toxikodynamischen Faktoren abhangig, die lediglich unter in vivo Bedingungen
zuverlassig untersucht werden koénnen. Verteilung, Akkumulation und
Ausscheidung einer Substanz sowie die daraus folgenden Effekte im Gewebe
unterliegen vielen lokalen und zellspezifischen Einflussfaktoren. Weiterfihrende
Forschung ist demnach dringend erforderlich, um das Risikopotenzial von NP

abschatzen zu konnen.

1.3.1 Zytotoxizitat

In vielen Studien konnte NP-induzierte Zytotoxizitat in vitro anhand von Zelllinien
[Guan et al., 2012; Wahab et al., 2014], aber auch an primaren Zellen [Hackenberg
et al., 2011a] beobachtet werden. Auch aus in vivo Untersuchungen liegen hierfur
Hinweise vor [Ng et al., 2017]. NP scheinen weiterhin zellspezifische

Toxizitatsprofile zu besitzen. Reddy et al. [2007] zeigten eine selektive toxische
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Wirkung von ZnO-NP auf Bakterienzellen verglichen mit humanen eukaryontischen
Zellen. Hanley et al. [2008] wiesen ausgepragtere zytotoxische Effekte durch NP in
malignen Zellen im Vergleich zu benignen Zellen nach. Diese Eigenschaft macht
die Partikel interessant als Baustein moderner Antitumortherapien. Da Toxizitat ein
wichtiger Limitationsfaktor fir den Einsatz von NP als Therapeutika ist, sind
umfassende Toxizitatsanalysen erforderlich.

1.3.2 Genotoxizitat

Der Fokus nanotoxikologischer Untersuchungen liegt auf der Thematik NP-
assoziierter Zytotoxizitat, die Datenlage bezuglich genotoxischer Effekte ist
hingegen limitiert. Da  Genomschadden zu  Aktivierung maligner
Zelltransformationsmechanismen fuhren kénnen [Biochemie und
Molekularbiochemie des Menschen, 2009], ist eine suffiziente Risikoevaluation vor
dem Hintergrund einer therapeutischen sowie repetitiven, niedrig dosierten
Verwendung von NP als Bestandteil von Kosmetikprodukten essentiell. Die
publizierten Daten sind inkonsistent. Es wird sowohl von eindeutig evidenten [Demir
et al., 2014] als auch von keinerlei feststellbaren genotoxischen Effekten in Zellen
nach Exposition mit ZnO-NP berichtet [Kwon et al., 2014b]. Golbamaki et al. [2015]
vermuten in ihrer Ubersicht Uiber Genotoxizitat von Metalloxid-NP, dass folgende
Faktoren flr die Unbestandigkeit der Ergebnisse ursachlich sein kdnnen:
unterschiedliche GréRe, Oberflachenbeschichtung und Ladung der getesteten
Partikel sowie variable Auspragung der Agglomerationsneigung im Medium,
unterschiedliche Testkonzentrationen und -systeme.

1.3.3 Toxizitatsmechanismen

Die molekularen Mechanismen NP-induzierter Toxizitat sind nicht abschlie3end
geklart. Eine Vielzahl verschiedener Theorien bietet Erklarungsansatze fur die
zugrundeliegenden Ablaufe. In der Literatur wird oxidativer Stress infolge einer
UberschieR3enden Produktion reaktiver Sauerstoffradikale (ROS) und Erschopfung
antioxidativer Zellschutzmechanismen am haufigsten im Zusammenhang mit

Nanotoxizitat beobachtet [Kermanizadeh et al., 2015]. Infolge intrazelluléar erhdhter
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ROS-Konzentrationen werden verschiedene pathologische Signalwege initiiert,
unter anderem Apoptosekaskaden, Zellzyklusalterationen [Kocbek et al., 2010]
oder Hyperinflammation. So konnte in NP-behandelten Zellen eine erhohte
Expression proinflammatorischer Zytokine und entzindungsassoziierter Gene
gemessen werden [Park et al., 2010]. Jedoch wurde auch von NP-assoziierter
Toxizitat berichtet, die keine direkte Folge von ROS ist [Wang et al., 2010]. In
diesem Zusammenhang argumentieren Heim et al. [2015] beispielsweise, dass die
schadigende Wirkung von ZnO-NP das Resultat geloster Zn?*-lonen ist. Sie
beobachteten, dass die Toxizitat von ZnO-NP durch Komplexbildung von Zn?* mit
Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA) reduziert wurde.

1.4  Apoptose und Nekrose

Die Zellzahl vielzelliger Organismen wird nicht nur Uber die Regulation der
Zellteilung gesteuert, sondern ebenso Uber die Beseitigung nicht mehr benotigter
Zellen. Diesem Vorgang liegt ein in jeder Zelle auslosbarer kontrollierter
Zelltodmechanismus zu Grunde, der als Apoptose bezeichnet wird. Dieser Prozess
l[auft in vielen physiologischen und pathologischen Situationen ab. So ist die
Apoptose beispielsweise auch fiur die Differenzierung des Organismus bedeutsam,
da die Separierung der Finger und Zehen eines Embryos durch apoptotischen
Untergang des zunachst noch vorhandenen interdigitalen Gewebes vollzogen wird
[Biochemie und Molekularbiochemie des Menschen, 2009]. Unterschieden werden
muss die Apoptose von der Nekrose, der zweiten Form des Zelltodes, welche die
Reaktion der Zelle auf einen extrinsischen irreversiblen Schaden ist. Mikroskopisch
gibt es eindeutige Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose. Typischerweise
kommt es im Rahmen der Nekrose zum Anschwellen der Zelle, Verlust der
Membranintegritat und Austreten des Zellinhaltes in den Interzellularraum. In der
Folge kommt es zu entzuindlichen und immunologischen Reaktionen. Die Apoptose
ist dagegen gekennzeichnet durch Schrumpfen der Zelle, Verlust des Kontaktes zu
Nachbarzellen und Fragmentierung in Membranvesikel, so genannter
Apoptosekdrper, die anschlieRend von Makrophagen beseitigt werden [Kerr et al.,
1972].
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Es existieren zwei Wege, auf denen die Apoptose aktiviert werden kann: tber
extrinsische, rezeptorabhangige, oder intrinsische, mitochondrienabhangige
Signaltransduktion. Beide minden in eine gemeinsame Endstrecke zellularer
Verédnderungen, die von einer Klasse proteolytischer Enzyme katalysiert werden,
den Caspasen. Die Aktivierung des extrinsischen Weges setzt die Bindung so
genannter Todesrezeptoren voraus, zu denen beispielsweise Mitglieder der
Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie gehéren [Schulze-Osthoff et al., 1998]. Dies
fuhrt letztendlich zu einer kaskadenartigen proteolytischen Aktivierung der
Caspasen-3, -6 und -7, die auch als Effektor-Caspasen bezeichnet werden, da sie
fur die morphologischen Veranderungen der Zelle nach Apoptoseinduktion
verantwortlich sind. Werden innerhalb der Zelle spezifische Signale wie irreversible
DNA-Schaden oder Verlust der Sauerstoffversorgung registriert, kann die Apoptose
auch unabhéangig von Liganden ausgelost werden. In diesem Fall wird unter
anderem Cytochrom C aus der Mitochondrienmembran in das Zytoplasma
freigesetzt, was somit wiederum Effektor-Caspasen aktiviert [Li et al., 1997]. Diese
zerstoren existenzielle zellulare Proteine, beispielsweise Bestandteile des
Zytoskeletts, Endonuklease-Inhibitoren, Proteinkinasen und

Transkriptionsfaktoren.

Die Apoptose wird haufig als der wichtigste Mechanismus des NP-induzierten
Zelltodes betrachtet, wobei dem intrinsischen mitochondrialen Signalweg die
Hauptrolle zugesprochen wird [Hsin et al., 2008]. Dem zugrunde liegt die
Beobachtung, dass NP aufgrund ihrer GréRe Zellmembranen Uberwinden und
direkten Schaden an Zellorganellen verursachen kdonnen [Xia et al., 2006]. Andere
Studien belegen, dass NP auch Nekrose induzieren kénnen [Buerki-Thurnherr et
al., 2013]. Welche Form des Zelltodes initiiert wird hangt, neben der Grof3e der
Partikel [Pan et al., 2007], von vielen anderen Faktoren ab, die nicht vollstandig
geklart sind. Fundierte Kenntnisse Uber die ablaufenden Zelltodmechanismen zu
erlangen ist essenziel, um die Konsequenzen einer NP-Exposition fir den
Menschen besser vorhersagen zu kdonnen. Weiterhin werden auf dieser Basis

Regulation und Modifikation der NP-induzierten Effekte moéglich.
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1.5 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Im Rahmen einiger Studien wurden bereits zytotoxische Effekte von ZnO-NP nicht
nur in Tumorzelllinien, sondern auch in Primérzellen wie humanen Fibroblasten
oder Monozyten nachgewiesen [Feltis et al., 2012]. Wie auch bei anderen toxischen
NM, wurde bei ZnO die Generierung von oxidativem Stress registriert. Ob dies
jedoch der fur die toxische Wirkung verantwortliche Hauptmechanismus ist, konnte
bislang nicht hinreichend geklart werden. Ebenso ist bekannt, dass ZnO-NP
Apoptose induzieren, jedoch sind eine Vielzahl an moglichen Signalwegen
bekannt, die hierbei eine Rolle spielen knnen. Da NP eine ausgepragte toxische
Wirkung auf Tumorzellen im Vergleich zu nicht-malignen Zellen aufweisen, wurden
fur die Untersuchungen eine Zelllinie eines humanen Plattenepithelkarzinoms
(PECA) sowie als Vertreter nicht-maligner Zellen primare mesenchymale

Stammzellen (MSC) ausgewabhilt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, toxische Effekte von ZnO-NP anhand ihrer
Wirkung auf Zellen einer humanen PECA-Zelllinie zu evaluieren und potenzielle
molekulare Mechanismen der Schadigung an diesem Modell zu analysieren.
Weiterhin soll die Entstehung oxidativer DNA-Schaden in humanen MSC
untersucht werden. Durch die Auswahl der Zielzellen ist es mdglich, simultan

toxische Effekte in benignen und malignen Zellen zu betrachten.
Dazu sollen folgende Fragen gepruft werden:

e Fihrt die Inkubation mit ZnO-NP zu einer Reduktion der Zellvitalitat bei

Zellen einer humanen PECA-Zelllinie?

e Falls ja, erfolgt der Untergang der PECA-Zellen Uber eine Aktivierung von
Apoptosemechanismen und haben ZnO-NP Einfluss auf den Zellzyklus?

e Konnen nach Behandlung mit ZnO-NP oxidative DNA Schaden im
modifizierten alkalischen Einzelzell- Mikrogelelektrophorese (Comet) Assay

bei humanen mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden?

e Sind Unterschiede der toxischen Wirkung in den verwendeten Zellen

erkennbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Zellen

Um mdogliche Unterschiede der Effekte von NP auf maligne und nicht-maligne
Zellen evaluieren zu kénnen, wurden fur die in dieser Arbeit préasentierten Versuche
zwei verschiedene Zelltypen verwendet. Zum einen die Tumorzelllinie FaDu, als
Vertreter maligner  Zellen, sowie primdre humane mesenchymale

Knochenmarkstammzellen (BMSC).

2.1.1 Humane Plattenepithelkarzinom-Zelllinie

Bei der FaDu-Zelllinie handelt es sich um eine epitheliale Zelllinie, die erstmals
1968 aus einem humanen Plattenepithelkarzinom (PECA) des Hypopharynx
etabliert wurde. Die Zellen gelten als sehr stabiles Modell aus der Gruppe der
Plattenepitheltumoren im Kopf-Hals-Bereich. Das Wachstumsmuster kann als
adharente Monolayer-Schicht beschrieben werden. Die durchschnittliche
Verdopplungszeit der Zellen liegt bei 50 Stunden [Rangan, 1972]. Die Zellen
wurden bei der American Type Culture Collection (ATCC, Manassan, VA, USA)
erworben (ATCC-Nr.: HTB-43). Es liegen bereits einige Studien vor, bei denen
FaDu-Zellen im Zusammenhang mit NP verwendet wurden [Gehrke et al., 2017;
Hackenberg et al., 2014].

2.1.2 Primare humane mesenchymale Stammzellen des
Knochenmarks

Zur Evaluation genotoxischer Schaden nach NP-Exposition wurden primare
humane mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks (BMSC) als Zielzellen
ausgewahlt. Abbildung 3 veranschaulicht das Wachstumsmuster dieser Zellen in
Kultur. Die BMSC dienten weiterhin als nicht-maligne Referenzgruppe, da sie auch
in fortgeschrittenen Passagen noch hohe Proliferationsraten aufweisen und somit
vergleichbare Grundvoraussetzungen wie die verwendeten Tumorzellen bieten.

Um als MSC zu gelten, missen Zellen bestimmte Charakteristika aufweisen. Die



Material und Methoden 13

Minimalkriterien fur diese Definition lauten wie folgt: Die Zellen muissen unter
Standardkulturbedingungen plastikadharent sein. Weiterhin  muissen sie
obligatorisch die Oberflachenmarker CD73, CD105 und CD90 exprimieren, nicht
jedoch HLA-DR, CD34, CD79alpha oder CD19, CD45, CD14 oder CD11b. Sie
mussen die Fahigkeit besitzen, in vitro in Adipozyten, Osteozyten und
Chondrozyten zu differenzieren [Dominici et al., 2006]. Die Arbeit mit menschlichen
Stammzellen liefert essentielle wissenschaftliche Grundlagen, speziell fir die
Forschungsbereiche Onkologie und Tissue Engineering. Auch in diesen Bereichen
haben nanotechnologische Anwendungen bereits Einzug gefunden [Griffin et al.,
2016]. Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden in der Orthopadischen Klinik
Konig-Ludwig-Haus (Direktor Univ.-Prof. Dr. M. Rudert, Lehrstuhl fur Orthopadie
der Universitat Wirzburg) aus Femurkdpfen von 10 Patienten nach Implantation
totaler Huftgelenksendoprothesen isoliert und in Kultur Gberfiihrt. (Ethikantrag Nr.
19/06 der HNO-KIinik und Nr. 72/06 des Konig-Ludwig-Hauses sowie schriftliche
Einwilligung der Patienten nach Aufklarung tber das Versuchsvorhaben.)

Abbildung 3:
Lichtmikroskopische

Aufnahme von

| mesenchymalen Stammzellen
| des Knochenmarks in

~ | Zellkultur. Das fur diesen

| Zelltyp charakteristische

| spindelférmige

| Wachstumsmuster ist hierbei
{ erkennbar.

2.2  Kultivierung der Zellen

Im Folgenden wird das Vorgehen bei der Zellkultur, der Passagierung und der
Expansion von FaDu-Zellen erlautert. Ferner wird das Verfahren zur Gewinnung
und Kultivierung von BMSC und die Bestimmungsmethode der Zellzahl und -

vitalitat vor der Fremdstoffexposition beschrieben.
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2.2.1 Kultur der Plattenepithelkarzinom-Zelllinie

Die FaDu-Zellen wurden in beltfteten Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache
von 75 cm? (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D) unter Zugabe von 10-12 ml
Nahrmedium im Brutschrank (CO:2 Inkubator Serie CB, Binder GmbH, Tuttlingen,
D) bei 37°C, 5 % Kohlenstoffdioxid und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Jeden
zweiten Tag wurde das alte durch neues Medium ersetzt, welches zuvor im
Wasserbad auf 37°C erwarmt wurde. Das Nahrmedium setzte sich aus Roswell
Park Memorial Institute Medium (RPMI1640) (Biochrom AG, Berlin, D),
10 % fetalem Kalberserum (FCS) (Linaris, Wertheim, D), 1 % Penicillin-
Streptomycin-Lésung (Biochrom AG, Berlin, D), 1 % nicht-essentiellen
Aminosauren (Biochrom AG, Berlin, D) und 1 % Natrium-Pyruvat-Losung
(Biochrom AG, Berlin, D) zusammen. Regelmal3ig wurde das Zellwachstum, die
Zellmorphologie und die Wachstumsdichte lichtmikroskopisch  beurteilt
(Lichtmikroskop Leica DM IL LED, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D). Hatten
die Zellen eine Konfluenz von 70-80 % erreicht, wurden sie enzymatisch abgeldst
und auf mehrere neue Kulturflaschen verteilt. Fir die Passagierung wurde zunachst
das Nahrmedium abgesaugt und die Zellen kurz in 5 ml phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen. Im nachsten Schritt erfolgte eine Inkubation mit 2 ml
Trypsin 0,25 %-EDTA 1x (Life Technologies Corp. (Gibco), Carlsbad, CA, USA) flr
3 Minuten im Brutschrank. Zum Abstoppen der Enzymreaktion wurden nun 10 ml
N&hrmedium hinzugegeben. Die Zellsuspension konnte anschlieRend entweder zur
weiteren Kultivierung oder zur Aussaat fur die Fremdstoffexposition eingesetzt

werden.

2.2.2 Gewinnung mesenchymaler Stammzellen aus dem
Knochenmark

Durch die Kollegen des wissenschaftlichen Labors des Konig-Ludwig-Hauses
erfolgte die Extraktion von Stammzellen aus Spongiosa der enthommenen
Femurkopfe. Dazu wurde die Spongiosa in 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben und
Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12 Nutrient Mixture (DMEM/Ham’s F12)(Life
Technologies Corp. (Gibco), Carlsbad, CA, USA) bis zu einem Gesamtinhalt von

50 ml hinzugefiigt. Die Rohrchen wurden nun priméar kraftig mit der Hand
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geschuttelt und anschlieRend bei Raumtemperatur fir 5 Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert. Das gelbste Fett sowie das restliche Medium konnten nun als
Uberstand abgesaugt werden. Nach erneuter Zugabe von DMEM/Ham’s F12 bis
zu einer Gesamtfillmenge von 50 ml und anschlieendem manuellen Schitteln
des Rohrchens, lagerten sich durch Sedimentation die Knochen- und
Bindegewebsreste am Boden ab, die BMSC befanden sich im Uberstand. Die aus
dem Uberstand gewonnene Zellsuspension wurde in ein frisches 50 ml Réhrchen
Uberfihrt und die vorherigen Schritte mehrmals wiederholt, um ein maximales
Auswaschen der Zellen aus der Spongiosa zu erreichen. Die gesammelte
Zellsuspension wurde nun fir 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die entstandenen Zellpellets konnten dann in 10-50 ml
Vollmedium DMEM/Ham’s F12, versetzt mit 10 % FCS, 1 % Penicillin-
Streptomycin-Lésung und 50 pg/ml L-Ascorbat-2-Phosphat, resuspendiert werden.
Ca. 1 x 10° Zellen wurden anschlieRend in 175 cm? Zellkulturflaschen mit
Vollmedium DMEM/Ham’s F12 gegeben.

2.2.3 Kultur der mesenchymalen Stammzellen

Die Stammzellen wurden in groBen Zellkulturflaschen (175 cm?, Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, D) mit 25 ml Expansionsmedium im Brutschrank inkubiert.
Das Medium setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) (Life Technologies Corp. (Gibco), Carlsbad, CA,
USA), 10% FCS und 1% Penicillin-Streptomycin-Losung. Ein Wechsel des
Expansionsmediums erfolgte zwei Mal wochentlich. Zum Ablésen der Zellen wurde
das Medium abgesaugt, ein Waschschritt mit 8 ml PBS durchgefuhrt und mit 4 ml
Trypsin fur 5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Zunéchst durch leichtes Klopfen auf
den Flaschenboden, nach Zugabe von 12 ml Nahrmedium auch durch Absptlen
mit der Pipette, I6sten sich die Zellen vom Boden ab.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl und -vitalitat

Die Bestimmung der Lebendzellzahl der durch enzymatische Abldsung mit Trypsin
erhaltenen Zellsuspension erfolgte durch elektronische Zellzdhlung mit dem
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CASY® Cell Counter (Innovatis, Reutlingen, D). Die Lebend-Tot-Differenzierung
des verwendeten Systems beruht auf dem Prinzip des Stromausschlussverfahrens.
Uber Elektroden wird elektrischer Strom in einem Cellcountergefal (CASY-Cup,
Innovatis, Reutlingen, D) angelegt, das eine Elektrolytldsung mit den suspendierten
Zellen enthalt. Vitale Zellen stellen elektrische Isolatoren dar, sodass sie in der
GrolRenverteilungsanalyse mit inrem tatsachlichen Volumen registriert werden. Bei
toten Zellen ist die Zellmembran defekt und das Zytoplasma wird leitfahig.
Infolgedessen werden sie nur noch mit einem Volumen detektiert, das in etwa dem

des Zellkerns entspricht [Glauner, 2006].

Zur Bestimmung der beiden Parameter Zellzahl und -vitalitat, wurden 10 ml CASY-
Ton LAsung (Innovatis, Reutlingen, D) in ein CASY-Cup abgefullt. Nach Hinzufligen
von 100 pl der Probe erfolgte eine dreimalige Analyse eines Messvolumens von

jeweils 400 pl.

2.3  Herstellung einer Nanopartikel-Suspension

Die verwendeten ZnO-NP wurden von der Firma mkNANO bezogen (Produktnr.:
MKN-Zn0O-020, Mississauga, Kanada). Laut Herstellerangaben hatten die NP einen
durchschnittlichen Durchmesser von 20 nm bei einem Reinheitsgrad von 99,9 %.
Bevor die Zellen fir den jeweiligen Versuch mit dem Fremdstoff behandelt werden
konnten, mussten die Partikel kurz zuvor in Suspension gegeben und gemaf einem

spezifischen Protokoll eine Dispersion hergestellt werden.

Zunachst wurden 20 mg des ZnO-NP-Pulvers in einem 2 ml Reaktionsgefald
(Sarstedt, Numbrecht, D) abgewogen und in 1740 pl destillietem Wasser
suspendiert. Zur Pravention der Bildung von Partikel-Agglomeraten erfolgte nun
dem Protokoll von Bihari et al. [2008] entsprechend die Sonikation mittels
Ultraschallhomogenisator (Sonopuls HD 60, Bandelin, Berlin, D). Die Stammldsung
wurde fir 120 s bei einem Energieniveau von 4,2 x 10° kJ/m? im kontinuierlichen
Modus behandelt. Gleich im Anschluss wurde als Stabilisator 60 pl bovines
Serumalbumin (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) mit einer Konzentration von
1,5 mg/ml hinzugefiigt. Um einen physiologischen pH-Wert von 7,4 einzustellen,

wurden 200 pl 10-fach konzentriertes PBS dazu pipettiert.
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Die NP-Suspension musste nun mdglichst zeitnah fur die Exposition mit
Zellkulturmedium verdinnt und in entsprechender Konzentration auf die Zellen

gegeben werden.

2.4  Charakterisierung der Nanopartikel

Das Verhalten von NP in Zellkulturmedium ist sehr komplex und eine Interferenz
der Partikel mit den Testverfahren ist denkbar. Um eine Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen Studien zu ermdéglichen, ist eine exakte Charakterisierung der
verwendeten NP essentiell. Neben der Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) wurden in dieser Arbeit die Messung des Zetapotentials und der
Agglomerationseigenschaften sowie eine Analyse der Partikelsedimentation in
Zellkulturmedium durchgefuhrt. Weiterhin erfolgte die Bestimmung der
Dissolutionsrate durch Messung geloster Zink-lonen (Zn?*) fur die verwendeten

Testkonzentrationen.

Intrazellulare Partikelverteilung und -morphologie in FaDu-Zellen nach NP-
Exposition wurden durch die TEM beurteilt. Hierzu wurden die Zellen zunéchst fir
24 Stunden mit 2 pg/ml ZnO-NP behandelt. Nach Trypsinisierung und
Zentrifugation wurde das Zellpellet in einer 0,1 M LOsung bestehend aus
2,5 % Glutaraldehyd und 2 % Formaldehyd fur 45 Minuten fixiert. Nach einer
weiteren Fixationsperiode mit 2 % Osmiumtetroxid in 50 mM Cacodylatpuffer
(pH 7,2) fur 2 Stunden bei 4°C wurden die Zellen Gber Nacht mit 0,5 % wassrigem
Uranylacetat gefarbt. Die Proben wurden nun in Ethanol entwéssert und in
Epon 182 eingebettet. Im Anschluss an die Aufarbeitung in ultradiinne Schnitte
erfolgte die Analyse von Form, Gro3e und Aggregationseigenschaften an einem
Zeiss Transmissionselektronenmikroskop EM 900 (Carl Zeiss, Oberkochen, D) in
der Abteilung fur Elektronenmikroskopie des Biozentrums der Universitat
Wirzburg. Weiterhin wurden die GroRenverteilung von NP-Aggregaten sowie das
Zetapotential mittels dynamischer Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering, ,DLS®)
im Fraunhofer-Institut fur Silicatforschung ISC Wirzburg ermittelt. Diese
Messgrof3en sind von Bedeutung fur die Sedimentation der Partikel und deren

zellularer Aufnahme. Als Zetapotential wird das elektrostatische Potential
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bezeichnet, das an der Abscherschicht sich bewegender Partikel in Suspension
auftritt im Vergleich zur Loésungsmittelumgebung [Clogston und Patri, 2011]. Das
Zetapotential gilt als Kriterium fur die elektrostatische Stabilitat einer Losung und
wird bei nanotoxikologischen Untersuchungen bestimmt, um nachvollziehbare

Versuchsbedingungen zu gewéhrleisten.

Unter Testbedingungen in wassriger Lésung ist zu beachten, dass nicht alle NP die
Zellen erreichen. Die Ablagerung der Partikel ist unter anderem abhangig von der
Dichte der Agglomerate. Um zeitabhangige Effekte in Korrelation zum
Absetzungsverhalten der Partikel beurteilen zu kbénnen, wurde eine
Sedimentationsanalyse in Zellkulturmedium durchgefihrt. Hierfir wurde eine
Dispersion mit 10 pg/ml ZnO-NP hergestellt und die Absorption nach Sonikation bei
490 nm mit einem TECAN Multimode-Microplate-Reader Infinite® M1000 PRO im
Fraunhofer-Institut ~ Wirzburg bestimmt. Als Referenz diente reines
Zellkulturmedium mit den Ublichen Zusatzen. Die Messung erfolgte zu
4 Zeitpunkten (0, 4, 8, 12 Stunden) an einer Stelle 1,5 cm oberhalb des
Kivettenbodens, sodass lediglich der Uberstand der Probe analysiert wurde. Der
prozentuale Anteil der nicht-sedimentierten Partikel wurde ermittelt, wobei die
Messung zum Zeitpunkt 0 Stunden als 100 % sowie das reine Zellkulturmedium als

0 % festgelegt wurden.

Um den Einfluss im Medium geldster Zn2*-lonen beurteilen zu kénnen, wurden die
lonenkonzentrationen mittels Atomabsorptionspektrometrie im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Wirzburg einmalig bestimmt. Hierfiur wurde RPMI
1640 Medium mit ZnO-NP in den verwendeten Versuchskonzentrationen versetzt
und nach den entsprechenden Zeitraumen fur 5 Minuten bei maximaler
Umdrehungszahl zentrifugiert. Die Messung l6slicher Zn2*-lonen erfolgte daraufhin
aus den Uberstanden der Proben. Um zu evaluieren ob die Zellvitalitat durch im
Medium geldste lonen beeinflusst wird, wurde ein exemplarischer Versuch
durchgefiihrt. Hierfir wurden FaDu-Zellen mit dem Uberstand des Mediums
inkubiert, welches zuvor zwischen einer und 48 Stunden mit 20 pg/ml ZnO-NP
versetzt gewesen war. Nach Ende der Exposition wurde ein [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide] (MTT)-Test durchgefihrt.
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2.5 Zytotoxizitatsbestimmung durch den MTT-Test

Zum Nachweis zytotoxischer Effekte und zur Ermittlung geeigneter
Fremdstoffkonzentrationen fir die weiteren Versuche an FaDu-Zellen wurde der
MTT-Test durchgefthrt.

2.5.1 Grundlagen

Der MTT-Test ist ein einfacher quantitativer kolorimetrischer in vitro Test zur
Evaluation der metabolischen Aktivitat von Zellen. Er wird hauptsachlich zur
Bestimmung von Zellvitalitat und -proliferation eingesetzt. Der 1983 erstmals von
Mosmann beschriebene Versuch beruht auf der Reduktion des gelben,
wasserloslichen  Tetrazoliumsalzes  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid (MTT) zu wasserunldslichem blau-violett gefarbtem Formazan
[Mosmann, 1983].
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Abbildung 4: Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT zu Formazan, einem Redox-Indikator.
Modifiziert nach Riss et al. [2013].

Die Aufnahme und reduktive Spaltung des Stoffes erfolgt nur in lebenden Zellen.
Die spektrophotometrisch erfasste Intensitdt der Farbung korreliert mit der
metabolischen Aktivitat und Vitalitdt der Zellen. Es wird angenommen, dass die
Reduktion des Tetrazoliumsalzes hauptsachlich mithilfe der Reduktionsaquivalente

NADH und NADPH erfolgt. Somit ist die Umsetzung des Farbstoffs abhangig von
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der Glykolyserate und der damit einhergehenden Produktion von NADH und
NADPH [Berridge und Tan, 1993].

2.5.2 Fremdstoffexposition der Tumorzellen

Fur die Fremdstoffexposition wurden zunachst Zellen in einer Mikrotiterplatte mit
96 Vertiefungen ausgesat und 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. In jede
Vertiefung wurden 100 pl Zellsuspension mit je 1 x 10° Zellen pipettiert. Am
folgenden Tag wurden die mittlerweile adharenten Tumorzellen mit ZnO-NP fur
eine Dauer von 24 Stunden behandelt. Abbildung 5 veranschaulicht das
Inkubationsschema. Adaquate NP-Konzentrationen waren im Rahmen von

Vorversuchen aus einer umfanglicher angelegten Testung ausgewahlt worden.

0 6 8 10 12 16 20 50 pg/ml ZnO-NP Abbildung 5: _

e T = T = 1 = NN Schema fir die Inkubation der

L AL rt dE AL AL AL AL gk L L k) Tumorzellen mit ZnO-NP. Die
Zellen der ersten Spalte dienten
als Negativkontrolle. In die jeweils
acht untereinander angeordneten
Wells der zweiten bis achten
Spalte wurde je die gleiche Dosis
NP fur die Dauer von 24 Stunden
hinzugegeben.

2.5.3 Durchflihrung des Tests

Fir den MTT-Test wurden 10 mg MTT (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) in einem
lichtdichten Réhrchen in 10 ml RPMI Medium ohne FCS-Zusatz gelést. Um eine
Interferenz der NP in der Versuchsdurchfiihrung zu vermeiden, wurde nach Ablauf
der Inkubationszeit von 24 Stunden das Medium in jedem Well der Mikrotiterplatte
durch 100 pl der MTT-L6sung ausgetauscht und die Platte vier Stunden lang im
Brutschrank bei 37°C gelagert [Ahamed et al., 2011]. Am Boden der Vertiefungen

hatten sich nun die blau-violetten Formazan-Kristalle gebildet, die nach dem



Material und Methoden 21

Absaugen des Mediums und Zugabe von 100 pl Isopropanol (VWR Chemicals,
Fontenay-sous-Bois, F) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur gelost wurden. Um die
NP aus der Losung zu entfernen, wurde der Inhalt der Wells mit identischen
Konzentrationen in ein Eppendorfgefald pipettiert, bei 1500 rpm fur fiunf Minuten
zentrifugiert und anschlie3end in eine neue 96-Well-Platte Uberfuhrt, sodass die
nun abgelagerten NP im Eppendorfgefal? verblieben. Der Farbumschlag des
Formazans wurde photometrisch mit einem enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) reader (ELISA Mikroplatten Reader, ELx800, BioTek Instruments GmbH,
Bad Friedrichshall, D) bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen.

2.5.4 Auswertung

Die Auswertung des Zytotoxizitatstests erfolgte direkt nach der photometrischen
Messung mit Hilfe der Gen5 Datenanalyse Software (BioTek Instruments GmbH,
Bad Friedrichshall, D). Anhand der Messung der Farbintensitat war es mdglich, das
Ausmal} der Zytotoxizitat zu quantifizieren. Hierzu wurde die relative Zellvitalitat

(in %) der mit NP behandelten Proben im Vergleich zur Negativkontrolle berechnet:

[A]behandelt / [A]unbehandelt x 100

[A]benandert Stellt die Absorption der fremdstoffexponierten Probe dar und [A]unbenandeit

die Absorption der Negativkontrolle.

K= 6 8 A0 4o 46 20 50 Abbildung 6:

, Mikrotiterplatte mit
Negativkontrolle sowie sieben
NP-behandelten Anséatzen nach
Durchfiihrung des MTT-Tests.
Die Intensitat der Farbung
korreliert mit der Vitalitat der
Zellen.
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2.6 Apoptosemessung durch Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht eine Differenzierung und Quantifizierung von
vitalen und toten Zellen nach Fremdstoffexposition. Die Fraktion der Zellen, die vital

sind, kann so von friih- und spét-apoptotischen unterschieden werden.

2.6.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie mit
Annexin-V/Propidiumiodid-Markierung

Die Durchflusszytometrie, auch als FACS (fluorescence-activated cell sorting)
bezeichnet, ist eine Technik zur Analyse physikalischer und molekularer
Zelleigenschaften. Sie basiert auf dem Prinzip der Erfassung von Lichtstreuung und
Fluoreszenzsignalen ausgehend von Zellen, die von einem Laserstrahl angeregt
werden. Es kann zwischen zwei Streulichtparametern, dem Vorwartsstreulicht und
dem Seitwartsstreulicht unterschieden werden. Das Vorwartsstreulicht stellt die
Lichtstreuung in engem Winkel zum Laserlicht dar und ist in etwa proportional zur
ZellgréRe. Das Seitwartsstreulicht ist abhangig von der zellularen Granularitat und
Binnenstruktur. Durch Markierung eines speziellen Zellmerkmals mit einem
Antikdrper, der mit einem Fluoreszenzmolektil gekoppelt ist, kbnnen weiterhin tber
die Erfassung der Fluoreszenzemission spezifische Oberflachenmarker analysiert
werden [Herzenberg et al., 1976]. Die zu messende Zellsuspension wird durch
Verjungung der Messkapillare in einem Hullstrom fokussiert, sodass die Zellen
sequenziell im rechten Winkel an der Lichtquelle, einem Argon-Laserstrahl mit
einem Emissionsmaximum von 488 nm, vorbeigefiihrt werden. Nachgeschaltete
optische Detektoren erfassen die Fluoreszenzintensitat sowie die Streuung des

Anregungslichts.

Der Vorgang der Apoptose wird durch spezifische zellmorphologische
Veranderungen charakterisiert. Unter anderem kommt es zur Kondensation des
Zellkerns, Schrumpfung der Zelle und Veranderungen der Plasmamembran, wobeli
letztere ein sehr frihes Merkmal ist. Es kommt zur Translokation des Membran-
Phospholipids Phosphatidylserin (PS) von der Innen- auf die Aul3enseite der
Zellmembran. Annexin-V ist ein phospholipid-bindendes Protein mit hoher Affinitat
zu PS [Vermes et al.,, 1995]. Durch die Kopplung von Annexin-V an den
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Fluoreszenzfarbstoff Allophyocyanin (APC) kdénnen mittels Durchflusszytometrie
apoptotische Zellen bereits in frihen Stadien registriert werden. Um zwischen
apoptotischen und nekrotischen Zellen differenzieren zu kdnnen, wurde in den
Versuchsaufbau ein zusatzlicher Farbexklusionstest integriert. Der Farbstoff
Propidiumiodid (PI) dringt nur in Zellen mit geschadigter Zellmembran ein, es
werden also nur spat-apoptotische und nekrotische Zellen angefarbt [BD-
Biosciences, 2011b]. Mit dieser Kombination kdnnen frih-apoptotische (Annexin-V
positiv, Pl negativ) von spat-apoptotischen und nekrotischen (Annexin-V positiv, Pl

positiv) Zellen unterschieden werden.

2.6.2 Fremdstoffexposition und Versuchsdurchflihrung

Fur die Annexin-V/Propidiumiodid-Durchflusszytometrie wurden Tumorzellen der
Zelllinie FaDu verwendet. In jedem Versuch wurden 6 Messungen zu
verschiedenen Zeitpunkten mit je 5 NP-Konzentrationen sowie die Messung einer
Negativkontrolle aus unbehandelten Zellen durchgefuhrt. Es wurden sechs 6-
Lochplatten mit Tumorzellen bestlickt, wobei jede Vertiefung etwa 1 x 10° Zellen
beinhaltete. Die Platten wurden 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die NP-
Exposition erfolgte anschlieBend fur 1, 3, 6, 12, 24 und 48 Stunden mit den
Konzentrationen 8, 10, 12, 16 und 20 pg/ml.

Fur die jeweilige Messung wurde zunachst das Uberstehende Medium der Wells in
FACS-Rohrchen (BD Biosciences, Heidelberg, D) pipettiert. Auf diese Weise
konnte sichergestellt werden, dass die nach langerer Inkubationszeit und bei
hoheren NP-Konzentrationen schon abgeldsten Zellen in der Probe erhalten
blieben. Die Zellen wurden anschlieBend mit 1 ml PBS gewaschen, mit 500 pl
Trypsin fur 3 Minuten vom Plattenboden abgeldst und die Reaktion mit 1 ml RPMI
Medium abgestoppt. Die abgeldsten Zellen wurden zu dem entsprechenden FACS-
Rohrchen hinzugeflgt, das schon das Medium enthielt. Die Proben wurden nun fur

5 Minuten bei 1500 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert.

Das uberstehende Medium wurde nach dem Zentrifugieren in ein Becherglas
abgekippt und das Rohrchen an einigen Tlchern abgestreift, sodass mdglichst

wenig Medium zurtick in das Roéhrchen fliel3en konnte. Nach zwei Waschschritten
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mit PBS wurde in jedes Ro6hrchen 100 pl Annexin-V  binding-buffer
(BD Biosciences, Heidelberg, D) pipettiert, welcher zuvor in einer 1:10 Verdinnung
mit destilliertem Wasser hergestellt worden war. Zum Farben erfolgte die Zugabe
von je 5 pl Annexin-V-APC (BD Biosciences, Heidelberg, D) und 5 ul PI
(BD Biosciences, Heidelberg, D). Nach vorsichtigem Vermischen wurden die
Proben fur 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und abschliel3end
nochmals 400 pl Annexin-V binding-buffer hinzugefiigt. Die Messung erfolgte im
Anschluss am Durchflusszytometer BD FACSCanto (BD Biosciences,
Heidelberg, D).

2.6.3 Auswertung

In jeder Probe wurden im Durchflusszytometer 1 x 10° Zellen analysiert. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der FACSdiva Software (BD Biosciences,

Heidelberg, D). Es wurden drei unabhangige Experimente durchgefihrt.

Kontrolle

56 Abbildung 7:
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2.7 Zellzyklusanalyse

Zur Prifung der Hypothese, ob ZnO-NP Einfluss auf den Zellzyklus haben, wurde

eine durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen durchgefihrt.

2.7.1 Grundlagen der Zellzyklusanalyse

Nach Anfarben der zellularen DNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff ist es mdglich,
durch Messung der Fluoreszenzintensitdt Aussagen Uber den Ploidiegrad einer
Zelle zu treffen. Als Farbstoff wurde in dieser Arbeit Pl verwendet, welches sich als
Interkalator in doppelstrangige DNA einlagert. Da sich Pl unspezifisch verhalt und
somit auch an doppelstréangige RNA binden kann, ist es nétig, die Zellen vor der
Farbung mit RNAse zu behandeln [Fried et al., 1976]. Die registrierte Starke des
Fluoreszenzsignals ist proportional zum DNA-Gehalt der Einzelzelle. Somit kann
zwischen Zellen mit diploidem Chromosomensatz (Go/Gi-Phase), tetraploidem
Chromosomensatz (Gz2/M-Phase) und solchen, die sich gerade in der Phase der
DNA-Replikation (S-Phase) befinden unterschieden werden [BD-Biosciences,
2011a].

2.7.2 Fremdstoffexposition und Versuchsdurchflhrung

In Analogie zu den Apoptose-Testansatzen wurden auch bei der Zellzyklusanalyse
FaDu-Tumorzellen fir 24 Stunden in 6-Lochplatten inkubiert. Pro Well wurden
2 x 10° Zellen ausgesat und am Folgetag fir 24 Stunden mit NP in den
Konzentrationen 4, 8, 10 und 12 pg/ml behandelt. Als Kontrollprobe wurde ein
Ansatz ausschlieZlich mit RPMI Medium inkubiert. Die Vorbereitung der Zellen bis
zum Versuchsbeginn verlief ahnlich wie bei den Apoptosemessungen. Die
Zellsuspension im FACS-Rohrchen wurde fur 5 Minuten bei 500 g und 4°C

zentrifugiert und der Uberstand abgekippt.

Nach dem Dekantieren und Waschen des Uberstandes wurde in jedes Réhrchen
1 ml 70%-iges Ethanol gegeben und das Pellet durch Verwirbelung mit dem Vortex
gelost. Die Proben wurden anschlieend fir 2 Stunden bei 4°C im Dunkeln

gelagert, bevor sie erneut fur 5 Minuten bei 500 g und 4°C zentrifugiert wurden.
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Wieder wurde der Uberstand abgekippt und das Pellet daraufhin in 500 pl PI/RNase
Staining Buffer (BD Biosciences, Heidelberg, D) aufgenommen und vermischt. Es
folgte erneut eine Inkubation von 15 Minuten bei 4°C im Dunkeln und anschlieRend

unmittelbar die Messung der Proben am Durchflusszytometer.

2.7.3 Auswertung

Die Auswertung der Zellzyklusanalyse wurde mit der FACSdiva Software
durchgefiihrt. In jeder Probe wurden 1 x 10° Zellen analysiert. Es wurden drei

unabh&ngige Experimente durchgefihrt.

Zellzyklus

= ; Abbildung 8:
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2.8 Nachweis der Caspase-3 Aktivitat durch
guantitative RT-PCR

Die Apoptose stellt einen der Hauptmechanismen des NP-vermittelten Zelltodes
dar. Mithilfe der quantitativen RT-PCR ist es mdglich, Veradnderungen der
Expression eines Zielgens im Verlauf der Inkubation mit einem Fremdstoff zu
bestimmen. In diesem Fall wurde die Expression von Caspase-3 gemessen, da
diese als Schlisselenzym im Rahmen von Apoptosevorgangen exprimiert wird. Die
Genexpression von Caspase-3 in FaDu-Zellen wurde nach Exposition mit ZnO-NP

zu verschiedenen Zeitpunkten ermittelt.
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2.8.1 Grundlagen

Der Begriff RT-PCR bezeichnet die Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) mit vorheriger Generierung von cDNA aus RNA mittels reverser
Transkription. Die PCR als Verfahren zur exponentiellen Amplifikation bestimmter
DNA-Sequenzen wurde 1983 erstmals von Kary B. Mullis erortert [Mullis, 1987].
Wahrend einer PCR wird das naturliche Prinzip der DNA-Replikation in drei sich

wiederholenden Schritten nhachgeahmt. Diese sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Prinzip der Polymerase Kettenreaktion. Nach Trennung (Denaturierung) des
DNA-Doppelstrangs erfolgt die Anlagerung (Annealing) komplementarer, genspezifischer
Primer an die Einzelstrdnge. Bei der Elongation werden durch die Taq Polymerase die
freien Strange mit Nukleotiden komplettiert. (Quelle: eigene Darstellung)

Der erste Schritt besteht in der Denaturierung des DNA-Doppelstrangs bei 90-95°C,

gefolgt von der Anlagerung zweier gegenlaufiger komplementarer Oligonukleotide,
so genannter Primer, an die DNA-Einzelstrange bei 55-60°C. Mit den Primern als

Startmolekule, die spezifisch fir das untersuchte Gen sind, folgt nun bei einer
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Temperatur von 72°C die Elongation der Zielsequenz durch eine rekombinante,
hitzestabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus, die
Tag Polymerase genannt wird. In einem vollautomatischen Thermocycler wird
dieser Zyklus bis zu 40 Mal wiederholt und die Ausgangssequenz exponentiell
amplifiziert. Die ursprunglich von Mullis beschriebene Technik funktionierte auf dem
Prinzip der Vervielfaltigung und anschlieBender gelelektrophoretischer
Auftrennung der DNA. Nach Anfarbung mit Ethidiumbromid war es mdglich, Uber
die Analyse der Farbintensitat und Grol3e der Banden, eine Aussage uber die
Fragmentmenge zu treffen. Bei dieser Methode war es nicht moglich die Ausgangs-
DNA-Menge zu quantifizieren, sondern lediglich die Endpunkte der Versuche zu
vergleichen. Um eine genauere Quantifizierung der anfanglichen DNA-Menge zu
ermdglichen, die den zu vervielfaltigenden Abschnitt enthalt (Template), wurde
1992 von Higuchi et al. ein neues Verfahren vorgestellt, bei dem der PCR
Ethidiumbromid zugefiigt wurde. Ethidiumbromid interkaliert in doppelstrangige
DNA und gibt ein Fluoreszenzsignal ab, das proportional zur vorhandenen DNA-
Menge ist. Somit konnte erstmals simultan DNA amplifiziert und das Produkt

detektiert werden.

Fur die heutige real-time PCR stehen viele verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe zur
Verfugung. In dieser Arbeit wurde eine so genannte Hydrolysierungssonde
(TagMan®-Sonde) verwendet. Die TagMan-Sonde ist ein zur cDNA
komplementéares Oligonukleotid, an dessen 5-Ende ein so genannter Reporter-
und am 3-Ende ein Quencher-Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Bei
Lichtanregung gibt der Reporter einen Teil seiner Energie an den in ausreichender
Nahe befindlichen Quencher ab, sodass die Fluoreszenz des Reporters unterdrtickt
wird. Bei fortschreitender Elongation kommt es durch die Exonuklease-Aktivitat der
Tag-Polymerase zur Hydrolyse des Reporters, woraufhin sich dieser vom
Quencher entfernt und eine proportional zu Amplifikation ansteigende Reporter-

Fluoreszenz verzeichnet werden kann [Livak et al., 1995].

Zur Quantifizierung der DNA-Startmenge stehen bei der quantitativen RT-PCR
prinzipiell zwei Strategien zur Verfugung. Die absolute und die relative
Quantifizierung, wobei letztere in vorliegender Arbeit eingesetzt wurde. Bei der

relativen Quantifizierung wird die Expression des Zielgens auf ein weiteres, von
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samtlichen Vorgangen unbeeinflusstes Haushaltsgen bezogen. Dies hat den
Vorteil einer Reduktion der Varianz der Expressionsergebnisse, da beispielsweise
unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen oder Fehler bei der cDNA-Synthese
innerhalb einer Probe sowohl das Zielgen, als auch das Haushaltsgen betreffen.
Zunachst wurde dafur der so genannte Cr-Wert (Threshold Cycle
= ,Schwellenwert-Zyklus®) bestimmt. Als Cr-Wert wird der PCR-Zyklus bezeichnet,
bei dem die registrierte Fluoreszenz erstmals signifikant Uber die
Hintergrundfluoreszenz steigt. Die Berechnung der relativen Expression des zu
untersuchenden Gens erfolgte dann nach der Delta-Delta-CT-Methode [Livak und
Schmittgen, 2001]. Die errechnete relative Genexpression wird auch als
fold change bezeichnet. Mit diesem Wert wird angezeigt, um wie viel kleiner oder
groRer die Expression des gesuchten Gens einer behandelten Probe verglichen mit
der Negativkontrolle ist. Fur die Berechnung der relativen Genexpression erfolgt im
ersten Schritt die Normierung der Expressionsergebnisse. Der relative
Genexpressionsunterschied (Ratio) zwischen behandelter Probe und
Negativkontrolle, normalisiert zum Referenzgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH), ergibt sich aus der arithmetischen Formel 2-44CT,

A CT = CT (Zielgen) — CT (Referenzgen)
AA CT = A CT (behandelte Probe) - A CT (Negativkontrolle)

Ratio = 2-44CT

2.8.2 Isolation von RNA

Vor dem Schritt der eigentlichen Gen-Amplifikation, musste aus den Proben
zunéchst die RNA extrahiert und mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben werden. Die RNA-Isolierung wurde mit dem Quiagen RNeasy Mini
Kit (Quiagen GmbH, Hilden) durchgefiihrt. Das Isolationsprinzip beruht auf dem
Einsatz spezieller Puffersysteme, welche erméglichen, dass bis zu 100 pg RNA mit
einer Lange von mindestens 200 Basenpaaren an eine Silikon-Gel-Membran
binden kann. Auf diese Weise ist es moglich, vor allem mRNA, welche aus mehr

als 200 Basenpaaren besteht, anzureichern. Durch Zugabe von 70%-igem Ethanol
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wird die selektive Anlagerung der RNA an die Membran erleichtert, diese tber
mehrere  Zentrifugierungsschritte  weiter aufbereitet und von kleineren
RNA-Molekulen, wie beispielsweise tRNA oder rRNA, gereinigt. Zur Durchflihrung
der RNA-Isolierung wurden zunachst 600 ul RLT Puffer (Qiagen GmbH, Hilden, D)
zur Zell-Lyse auf jedes Pellet gegeben und dieses resuspendiert. Fir mindestens
30 Minuten mussten die Proben anschlielend bei 37°C im Schiittelinkubator
(BIOER technology, Hangzhou, CN) inkubiert werden, bis die Zellen vollstandig
lysiert waren. Um optimale Bedingungen fur die Bindung der RNA an die Silikon-
Membran zu schaffen, wurden 600 pl 70 %-iges Ethanol (Sigma-Aldrich,
Steinheim, D) hinzugefiigt und die L6sung durch langsames Auf- und Abpipettieren
vermischt. 600 pl dieses Lysat-Ethanol-Gemischs wurden nun in eine RNeasy
Spin-Saule (Qiagen GmbH, Hilden, D) pipettiert und fur 15 Sekunden mit
13000 rpm zentrifugiert. Die RNA hatte sich nun an die Membran der Spin-S&ule
angelagert, sodass der Durchlauf, der sich im Sammelréhrchen befand, verworfen
werden konnte. Der Vorgang des Zentrifugierens und Verwerfens des Durchflusses
wurde mit 600 pl Lysat in der gleichen Saule wiederholt. Nun folgten mehrere
Waschschritte zur Reinigung der RNA, wobei der Durchfluss nach dem
Zentrifugieren jedes Mal verworfen wurde. Zunachst wurden 700 ul
RW1 Waschpuffer (Qiagen GmbH) auf die Saule gegeben und 15 Sekunden bei
13000 rpm  zentrifugiert. AnschlieBend wurden 500 pl ethanolhaltiger
RPE Waschpuffer (Qiagen GmbH) hinzugefigt und ebenso fir 15 Sekunden bei
13000 rpm zentrifugiert. Der letzte Waschschritt erfolgte erneut mit 500 pl
RPE Puffer, wobei diesmal fur 2 Minuten mit 13000 rpm zentrifugiert wurde. Zuletzt
musste die gebundene RNA aus der Silikon-Membran der RNeasy-Saule gelost
werden. Dazu wurde die S&ule aus dem Sammelrohrchen genommen, auf ein
1,5 ml Eppendorfgefald gesetzt und 50 pul RNAse-freies Wasser (Sigma-Aldrich,
Steinheim, D) auf die Mitte der Saulenmembran pipettiert. Nach Zentrifugieren fir
eine Minute bei 13000 rpm, befand sich die isolierte RNA im Eppendorfgefal3,
sodass die Saule nun verworfen werden konnte. Die extrahierte RNA wurde nun
auf Eis gestellt, anschlieRend wurde mit dem Protokoll fur die cDNA-Transkription

fortgefahren.
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2.8.3 Herstellung von cDNA durch reverse Transkription

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase, einer spezifischen RNA-abhangigen
DNA-Polymerase, ist es moglich, aus RNA komplementdre cDNA herzustellen.
Nach Anlagerung eines Primers, einem kurzen, zur RNA komplementaren DNA-
Abschnitt, synthetisiert die Reverse Transkriptase einen DNA-Hybridstrang zur
RNA-Matrize. Nach Anlagerung eines zweiten Primers an diesen cDNA-
Einzelstrang wird mittels DNA-abhéngiger DNA-Polymerase ein komplementarer

DNA-Strang zum schon bestehenden cDNA-Einzelstrang hergestelit.

Fur die cDNA-Synthese wurde isolierte RNA, RNAse- und DNAse-freies Wasser
(Diethyldicarbonat (DEPC)-H20) sowie Master Mix (SuperScript® VILO Mastermix,
Life Technologies Corp. (Applied Biosystems), Carlsbad, CA, USA) bendtigt.
DEPC-H20 wurde durch Vermischen von 1 ml Diethylpyrocarbonat (Sigma-Aldrich,
Steinheim, D) und einem Liter destiliertem Wasser uber Nacht und
anschlieBendem Autoklavieren hergestellt. Der Master Mix beinhaltete unter
anderem das Enzym Reverse Transkriptase, Primer und

Desoxyribonukleotidtriphosphate.

Zunachst musste der RNA-Gehalt in den Proben bestimmt werden. Dazu wurden
79 pl DEPC-H20 und 1 pl isolierte RNA in einer UVette (Eppendorf AG, Hamburg,
D) vermischt und die optische Dichte der Probe im Photometer (Eppendorf AG,
Hamburg, D) bestimmt. Als Referenz dienten 80 ul DEPC-H20. Als Zielwert wurden
50 ng RNA festgelegt und das entsprechende Volumen RNA mit 30 pul DEPC
gemischt. In speziellen Reaktionsgefal3en (Fast Reaction Tubes, Micro Amp 8 Cap
strips, Life Technologies Corp. (Applied Biosystems), Carlsbad, CA, USA) wurden
nun pro Ansatz der Reihe nach folgende Anteile hinzugefiigt, wobei jede Probe als
Duplikat angesetzt wurde: 4 ul Master Mix, die Menge verdunnter RNA, die 50 ng
entsprach und die entsprechende Menge DEPC-H20, um ein Gesamtvolumen von
20 pl zu erhalten. Nach kurzem Zentrifugieren wurden die Proben in das RT-PCR-
Gerat (StepOnePlus Real-Time PCR System, Life Technologies Corp. (Applied
Biosystems), Carlsbad, CA, USA) gegeben und das Programm fir die cDNA-
Synthese gestartet. Es wurden drei Zyklen bei verschiedenen Temperaturen

durchlaufen. Wahrend eines 5-minitigen Durchgangs bei 25°C erfolgte die
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Denaturierung der RNA. Im zweiten Schritt wurde in 30 Minuten bei 42°C die cDNA
synthetisiert und abschlie3end durch 5-mindtiges Erhitzen des Ansatzes auf 85°C

die Reaktion durch Enzymdenaturierung gestoppt.

2.8.4 Fremdstoffexposition und Durchfiihrung

Zur Analyse der Caspase-3 Aktivitdt wurden Tumorzellen der FaDu-Zelllinie
verwendet. Fir 24 Stunden wurden je 1,8 x 108 Zellen in mittelgroRen
Zellkulturflaschen mit 10 ml RPMI Medium ausgeséat. Am folgenden Tag wurden
die Zellen mit 20 pug/ml ZnO-NP fir 1, 3, 6, 12, 24 und 48 Stunden behandelt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit Trypsin abgelést. Das zuvor
abpipettierte Medium und die Zellsuspension wurden anschlie3end fur 5 Minuten
bei 1500 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet konnte nun
bei -80°C eingefroren oder direkt fir den Versuch weiterverwendet werden. Als
Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Analyse der Caspase-3-
Genexpression erfolgte unter Anwendung der TagMan® Technologie. Die
hergestellte cDNA wird dabei mit TagMan® Gene Expression Assays, welche die
genspezifischen Primer und die TagMan-Sonde enthalten, und TagMan® Gene
Expression Master Mix (beides Life Technologies Corp. (Applied Biosystems),
Carlsbad, CA, USA) vermischt. Der Master Mix beinhaltet neben der AmpliTaq
Gold® DNA Polymerase auch Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTP), alle
Pufferkomponenten, MgClz, einen passiven Referenzfarbstoff (Rox®) und Uracil-
DNA Glycosylase (UDG). Fur die Caspase-3 Untersuchung wurden folgende
TagMan® Gene Expression Assays ausgewahlt, wobei GAPDH als endogene
Kontrolle diente:

Tabelle 1. Verwendete TagMan Assays mit Angabe der jeweiligen Assay ID und der
Referenzsequenz, die in der RefSeq Gendatenbank des National Center for Biotechnology
Information aufgelistet ist.

Zielgen  Referenzsequenz Beschreibung Assay ID
GAPDH NM_002046.4 glyceraldehyde-3- Hs02758991 g1
phosphate dehydrogenase
Caspase-3 NM_004346.3 apoptosis-related cysteine  Hs00234387_m1
peptidase
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In zwei 1,5 ml Eppendorfgefalen wurden die Ansatze fur Caspase-3 und das
Haushaltsgen GAPDH vorbereitet. Fur jeden Ansatz mussten 10 pl Master Mix,
1 pl des entsprechenden Assays und 7 pul DEPC-H20 enthalten sein, wobei jede
Probe als Triplikat angesetzt wurde. Von dieser Mischung wurden je 18 pl in eine
Vertiefung einer 96-Well Platte (Micro Amp Fastoptical 96-Well Plate, Applied
Biosystems, life technologies GmbH, Darmstadt, D) pipettiert und 2 pl cDNA
hinzugefigt. Die Platte wurde nun mit einer Klebefolie abgedeckt (Sarstedt,
Numbrecht, D), fir 5 Minuten bei 860 rpm zentrifugiert und anschliel3end in das RT-
PCR Gerat gegeben. Nach Angaben des Herstellers wurden im entsprechenden
Programm folgende Stadien durchlaufen: ein Schritt bei 50°C fur 2 min, gefolgt von
einem weiteren Schritt zur Aktivierung der Polymerase fir 10 min bei 95°C und 40
Zyklen zur Amplifikation mit jeweils einem Denaturierungsschritt fir 15 Sekunden
bei 95°C und einem Hybridisierungs- und Elongationsschritt fir 1 min bei 60°C. Der

Versuch wurde insgesamt vier Mal durchgefuhrt.

2.9 Untersuchung genotoxischer Effekte durch
oxidativen Stress

Genotoxizitat spielt im Zusammenhang mit NP-assoziierten
Zellschadigungsmechanismen eine entscheidende Rolle, da DNA-Schaden zu
Mutationen und Karzinogenese fuhren kdonnen. Oxidativer Stress kommt hierbei als
moglich Ursache von Genomschaden in Frage. Zur Prifung, ob ZnO-NP DNA-
Schaden induzieren und ob diese Folge von oxidativem Stress sind, wurde der
alkalische Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assay (Comet Assay) mit Zusatz des
Enzyms fpg eingesetzt.

2.9.1 Grundlagen des alkalischen Einzelzell-Mikrogelelektrophorese
Assays und Modifikation mit fpg

Der Comet Assay gilt als schnelles, zuverlassiges und vielseitig einsetzbares
Instrument zur Detektion von DNA-Schaden und -Reparatur. Erstmals prasentiert
wurde das Konzept der Mikrogelelektrophorese 1984 von Ostling und Johanson,

um Doppelstrangbriiche in der DNA zu messen [Ostling und Johanson, 1984]. Als
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Weiterentwicklung der urspringlichen Methode, die unter pH-neutralen
Bedingungen durchgefihrt wurde, stellten Singh et al. 1988 ein neues Protokoll vor,
bei dem die Gelelektrophorese in alkalischem Milieu stattfindet. Dies ermdglichte
nun auch die Evaluation von DNA-Einzelstrangbrtichen und alkalilabiler Stellen bei
Einzelzellen [Singh et al., 1988]. Das Prinzip des Comet Assays beruht darauf, dass
die negativ geladene DNA der einzelnen Zellen, die zuvor in Agarose gebettet und
lysiert wurden, wahrend der Elektrophorese zur Anode wandern. Fragmentierte
DNA mit Strangbrichen wandert schneller als intakte DNA. Auf diese Weise
entsteht nach Anfarbung unter dem Fluoreszenzmikroskop das typische Bild eines
Kometen mit Schweif. Je grof3er die Schadigung der DNA, desto weiter wandern

die Fragmente bei der Elektrophorese.

Zum Nachweis speziell durch oxidativen Stress entstandener DNA-Schaden,
wurden weitere Modifikationen des Comet Assays vorgestellt. Durch den Einsatz
von Reparaturendonukleasen konnen oxidierte Purine und Pyrimidine
nachgewiesen werden [Collins et al., 1993]. Nach der Lyse werden die Zellen mit
bakteriellen Enzymen inkubiert, die spezifisch fur bestimmte Arten der oxidativen
Schadigung sind. Wahrend die Endonuklease Il oxidierte Pyrimidine anzeigt, ist
die Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (fpg) spezifisch fur 8-oxo-7,8-
Dihydroguanin (8-oxoGua), einem Purin. Das in dieser Arbeit verwendete fpg-
Enzym ist ein Basenexzisionsreparaturenzym, das Strangbriche am Ort der DNA-
Schadigung anzeigt, in diesem Fall an der oxidierten Base 8-oxoGua [Boiteux et
al., 1990]. Nach der anschlieBenden Gelelektrophorese kann tber den Vergleich
der enzymbehandelten Proben mit lediglich pufferinkubierten Proben das
Vorhandensein oxidierter Basen erkannt werden [Collins et al., 1996].

2.9.2 Herstellung der verwendeten Puffer und Losungen

24 Stunden vor Beginn der Versuchsdurchfihrung wurde ein Elektrophoresepuffer
hergestellt und bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Mindestes eine Stunde vor Beginn
der Durchfiuhrung des Comet Assays wurde eine Lyseldsung angesetzt und
ebenfalls kihl gelagert.

Fur den Elektrophoresepuffer wurden 120 ml 5 M Natronlauge (NaOH),
10 ml EDTA-Stammldsung (0,2 M) und 1870 ml Aqua bidest. gemischt und bei 4°C
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gekdhlt. Fur die 5 M NaOH-L6sung wurden 200 g Natriumhydroxid (NaOH)-
Platzchen (Merck, Schwalbach, D) in 900 ml Aqua bidest. gel6st. Anschliel3end
wurde mit Aqua bidest. zu einer Gesamtmenge von 1 | aufgefullt. Die 0,2 M EDTA-
Stammlésung wurde durch Zugabe von 14,89 g Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) in 180 ml Aqua bidest. hergestellt. Mit NaOH-
Platzchen wurde die Losung nun auf einen pH-Wert von 10,0 eingestellt. Mit Aqua
bidest. wurde anschlieRend auf eine Gesamtmenge von 200 ml aufgefillt. Nach
Autoklavieren der Losung konnte diese nun lichtgeschitzt bei Raumtemperatur
gelagert werden.

Die Lysel6sung fur eine Kiuvette setzte sich zusammen aus 66,75 ml Lysepuffer,
7,5 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) und 0,75 ml Triton X-100 (beides Sigma-Aldrich).
Fur den Lysepuffer wurde ein Gemisch aus 74,4 g EDTA,
2,4 g Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) (Merck), 292,8 g NaCl und 67 ml
einer 30 %igen N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz-Losung (Serva, Heidelberg, D) in
1800 ml Aqua bidest. gegeben. Durch Zugabe 5 M NaOH-Ldsung wurde ein pH-
Wert von 10,0 eingestellt und Aqua bidest. bis zu einer Gesamtmenge von 2 |
zugegeben.

Zur Herstellung des TRIS-Neutralisationspuffers wurden 97 g TRIS (Merck) in
1950 ml Aqua bidest. gegeben und durch Titration einer 10 M HCI-Losung (Merck)
ein pH-Wert von 7,5 eingestellt. Nach Auffillen der Lésung auf 2 | mit Aqua bidest.
konnte der TRIS-Puffer autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert werden.
Die fpg-Modifikation des Comet Assays erforderte die Herstellung einiger
Pufferlosungen. Zunachst musste ein 10-fach Enzympuffer angesetzt werden. Fur
100 ml des Puffers wurden 9,5 g 400 mM 2-[4-(2- Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-
Ethansulfonsaure (HEPES) (Sigma-Aldrich), 7,5 g 1 M Kaliumchlorid (KCl) (Merck)
und 186 mg 5 mM EDTA abgewogen und anschliel3end mit Kaliumhydroxid (KOH)
(Merck) ein pH-Wert von 8,0 eingestellt. Die Lésung konnte bei -20°C gelagert
werden. Fur einen 1-fach Enzympuffer mit 1:10 Verdinnung wurden 9 ml Aqua
bidest. zu 1 ml des 10-fach Enzympuffers zugegeben. Um 5 ml des Enzym-BSA-
Puffers zu erhalten, wurden 100 pl NEBuffer 1 (mit BSA) (New England Biolabs,
Frankfurt, D) mit 4,9 ml des 1-fach Enzympuffers vermischt. Zum Erhalt einer
1:3000 Verdunnung der fpg-Losung wurde 1 ul fpg (New England Biolabs) zu 3 ml
Enzym-BSA-Puffer hinzugegeben.
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Als Farbemittel diente GelRed®. 10 pl GelRed®-Stammlésung (Biotium, Fremont,
Kalifornien, USA) wurde in 990 ul Aqua bidest. gegeben und anschlielRend mit 3 mi
1,4-Diazabicyclo[2,2,2]octan (DABCO) (Roth, Karlsruhe, Deutschland) gemischt.
Der Farbstoff wurde bei 4°C lichtgeschiitzt im Kiuhlschrank gelagert.

2.9.3 Fremdstoffexposition und Versuchsdurchflihrung

Fur die Untersuchungen zur Genotoxizitat wurden primare humane mesenchymale
Stammzellen des Knochenmarks (BMSC) verwendet. Diese wurden am Tag vor
der Exposition in 6-Lochplatten mit 2 x 10° Zellen in 3 ml DMEM Medium pro
Vertiefung angesetzt, um eine ausreichende Adhéarenz zu gewahrleisten. Die ZnO-
NP wurden in den Konzentrationen 5 pg/ml, 10 pg/ml und 15 pg/ml fir 24 Stunden
hinzugegeben. Als Negativreferenz diente ein ausschliel3lich mit Medium
behandelter Ansatz, fur die Positivkontrolle wurden die Zellen eine Stunde mit
300 uM Methylmethansulfonat (MMS) inkubiert. Fur die MMS-Lésung wurde
zunéachst eine 100 mM Stammldsung angesetzt aus 991,6 pl Dimethylsulfoxid
(DMSO) (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) und 8,4 pl MMS (Sigma-Aldrich, Steinheim,
D). Von dieser Losung wurden 300 ul in ein Eppendorfgefal3 pipettiert und 700 pl
DMSO hinzugefligt. Nun wurden zu den 3 ml Medium des Wells 30 pl der MMS-
Ldsung zugegeben.

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde aus allen Wells das Medium abgesaugt
und zum Waschen 1 ml PBS hinzugefligt. Das PBS wurde nach kurzem
Schwenken der Platte erneut abgesaugt und 500 ul Trypsin auf die Zellen gegeben.
Nach 5-minutiger Inkubation im Brutschrank hatten sich die Zellen vom Boden der
Platte abgelost, woraufhin die Enzymreaktion mit 1 ml DMEM abgestoppt wurde.
Nach Uberfiihrung der Zellsuspensionen in 5 Eppendorfgefale, wurden diese fir
5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde so viel vom
Uberstehenden Medium abgesaugt, dass noch etwa 80 pl im Eppendorfgefald
verblieben. Die Proben wurden von nun an auf Eis gelagert, um DNA-
Reparaturmechanismen oder zusatzliche Schaden zu vermeiden. Eine
ausreichende Zellvitalitdt von mindestens 80 % wurde vor jedem Versuch mit dem

Trypanblauausschlusstest sichergestellt.
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Fur die Versuchsdurchfihrung mussten zunachst Objekttrdger mit Agarose
beschichtet werden. Daftr wurden 1,5 g Normal-Melting-Point-Agarose (1,5 %)
(Roth, Karlsruhe, D) in 100 ml einfach konzentriertes PBS gegeben und in der
Mikrowelle erhitzt, bis keine Rickstande mehr sichtbar waren. Objekttrager mit
doppelseitigem Mattrand (Langenbrinck, Emmendingen, D) wurden bis etwa zur
Halfte in die Agarose getaucht. Die Agarose auf der Unterseite der Objekttrager
wurde mit einem Tuch abgewischt und diese dann bei Raumtemperatur zum

Trocknen ausgelegt.

Die anschlieBenden Arbeitsschritte erfolgten in lichtgeschitzter Umgebung, um
UV-Licht induzierte DNA-Schaden bei der spateren Auswertung ausschlieen zu
kénnen. Die Proben wurden der Reihe nach mit einer Pipette resuspendiert und
30 ul der Zellsuspension mit 270 ul erwarmter Agarose vermischt. Diese wurde
hergestellt indem 50 mg Low-Melting-Point-Agarose (0,5 %) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, D) mit 10 ml einfach konzentriertem PBS in der Mikrowelle erwarmt
wurden. Je 60 ul der Agarose-Zellsuspension wurde auf vier Objekttrager gegeben
und die Proben mit Deckglasern (Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen, D)
abgedeckt. Nach 3-5 Minuten war die Agarose ausgehartet und die Deckglaser
konnten vorsichtig abgezogen werden. Gleich darauf wurden die Objekttrager
zwischen einer und 24 Stunden bei 4°C in lichtgeschitzte Kivetten mit der frisch
angesetzten Lyselosung gestellt. Im Anschluss an drei Waschschritte fur je
5 Minuten mit eisgekuhltem 1-fach Enzympuffer, wurden je zwei Objekttrager einer
Probe mit 100 pl Enzym-BSA-Puffer und zwei Objekttrager mit 100 pl fpg-Losung
eingedeckt und in einer feuchten Kammer fiir 30 Minuten im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Die Objekttrager wurden danach kurz in Aqua bidest. getaucht und zur
anschlieBenden Entspiralisierung der DNA und Elektrophorese mit der
Agaroseschicht nach oben in eine Elektrophoresekammer (Renner, Dannstadt, D)
gelegt. Kurz zuvor war die Kammer in einer Wanne runderherum mit Eis belegt
worden und der vorgekuhlte Elektrophoresepuffer moglichst blasenfrei eingefullt
worden. Blieben freie Platze in der Kammer, wurden diese mit unbeschichteten
Objekttragern aufgefullt. Nach 20 Minuten im alkalischen Elektrophoresepuffer war
die DNA-Entwindung abgeschlossen und die Elektrophorese konnte gestartet

werden. Diese wurde fr 20 Minuten bei 25 V und einer konstanten Stromstarke
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von 300 mA durchgefuhrt, wobei die Stromstarke Uber das Hinzufliigen oder
Wegnehmen von Elektrophoresepuffer reguliert werden konnte. AnschlieRend
wurden die Objekttrager aus der Kammer genommen, kurz abgetropft und fur
5 Minuten in TRIS-Neutralisationspuffer Uberfihrt. Zur Fixierung wurden die
Objekttrager abschliel3end kurz in PBS getaucht und fir 10 Minuten in Kiivetten mit
eiskaltem Methanol gestellt. Die Objekttrager konnten nach dem Trocknen fur eine
Woche in einer lichtundurchlassigen Box gelagert werden. Nach dem Anfarben mit

20 ul GelRed® mussten die Proben dunkel gelagert und direkt ausgewertet werden.

2.9.4 Auswertung des fpg-modifizierten Comet Assays

Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (DM4000B, Leica, Heerbrugg, CHE),
konnektiert mit einem Computer, konnte durch die Comet 5.5 Software (Kinetic
Imaging, Liverpool, UK) die fragmentierte DNA, wie in Abbildung 10 dargestellt,
sichtbar gemacht werden. Wahrend die noch intakte DNA im Kopf des Kometen
bleibt, stellen sich die gewanderten DNA-Bruchstiicke als Kometenschweif dar.

Abbildung 10:
Darstellung der DNA-Fragmentierung im
Fluoreszenzmikroskop

A: Gering fragmentierter Zellkern

B: Hohergradige Schadigung der DNA. Die
Fragmente wandern wahrend der Elektrophorese
zur Anode und bilden den charakteristischen
Schweif.

Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Parameter Tail DNA (prozentualer
DNA-Anteil im Schweif), Head DNA (DNA-Anteil im Kopf), Tail Lenght
(Schweiflange) und Olive Tail Moment (OTM) erfasst.



Material und Methoden

39

Der OTM wird aus dem Produkt der Schweiflange und dem Anteil der DNA im
Schweif an der Gesamt-DNA berechnet [Olive und Banath, 1993]:

Olive Tail Moment = Tail Length x

Tail DNA
Tail DNA + Head DNA

Pro Objekttrager wurden 50 Zellen ausgewertet, sodass pro untersuchter

Konzentration jeweils 100 Zellen mit und 100 Zellen ohne fpg-Behandlung erfasst

wurden. Von den relevanten Parametern wurden die arithmetischen Mittelwerte

sowie die Standardabweichung bestimmit.

2.10 Statistische Analyse

2.10.1 Graphische Darstellung der Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse des
fpg-modifizierten Comet Assay und
MTT-Tests

sogenannten Boxplots, die durch das

des erfolgte in
Programm GraphPad Prism 6.0c
(GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA) erstellt wurden. Ein Boxplot
dient der schnellen Vermittlung eines
Eindrucks Uber die Verteilung der
Daten. Er besteht aus der Box, einem

Rechteck, in dessen Bereich 50 % der

Daten liegen, und sogenannten
JAntennen®, die das Rechteck
verlangern. Die Begrenzungen der

Box werden gebildet durch das obere

und das untere Quartil. Ein

—

. —  Ausreiier

e
Maximalwert
75. Perzentil
Median
25. Perzentil
Minimalwert

Abbildung 11:

Darstellung eines Boxplots. (Quelle: eigene
Darstellung)

horizontaler Strich in der Box kennzeichnet den Median, das heift, 50 % der Werte
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liegen Uber der Linie und 50 % darunter. Die Antennen reprasentieren den gréf3ten
und den kleinsten Wert innerhalb 1,5 Standardabweichungen vom Median. Werte,
die aullerhalb 1,5 Standardabweichungen vom Median liegen, werden als

AusreilRer bezeichnet und als Kreise dargestellt.

2.10.2 Statistische Testverfahren

Far die statistische Auswertung der Daten wurden mit dem Wilcoxon-Test und dem
Friedman-Test zwei nicht-parametrische Testverfahren angewandt. Die
Berechnung erfolgte mit dem Programm Stata 12 (Stata Corporation LLC, College
Station, TX, USA). Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt. Mit Hilfe des
Wilcoxon-Tests ist es moglich, zwei abhangige Stichproben dahingehend zu
analysieren, ob sie sich in ihrer zentralen Tendenz unterscheiden. So kann
beispielsweise fur den fpg-modifizierten Comet Assay Uberprift werden, ob sich die
einzelnen OTM-Werte signifikant von der Negativkontrolle unterscheiden. Um eine
Alphafehler-Kumulierung zu verhindern, wurde noch eine Bonferroni-Holm-
Korrektur angeschlossen. Dabei wird ein lokales a-Niveau als Verhéltnis von
globalem a-Niveau zur Anzahl der Tests berechnet. Ein p-Wert gilt dann als
signifikant, wenn er kleiner ist als sein lokales a-Niveau. Ist ein p-Wert groRRer als
das lokale a-Niveau, dann ist dieser und alle nachfolgenden p-Werte nicht mehr

signifikant.

Im Friedman-Test kénnen im Gegensatz zum Wilcoxon-Test mehr als zwei
verbundene Stichproben auf Unterschiede in ihrer zentralen Tendenz untersucht
werden. Bei diesem Rangsummentest wird ebenso die Nullhypothese Uberpruft,
welche die Annahme ist, dass zwischen den getesteten Variablen kein signifikanter
Unterschied besteht.
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2.11 Versuchsspezifische Labormaterialien

Tabelle 2: Verwendete Laborgeréate.

Brutschréanke

COz2 Inkubator NUS500E

COz2 Inkubator Serie CB

Bio Photometer

BD FACSCanto flow cytometer
Elektrophoresenetzgerat, EV202
Elektrophoresekammern

ELISA Mikroplatten Reader, ELx800

Fluoreszenzlampen, ebq 100 ISOLATED
Fluoreszenzmikroskop (Comet 5.5),
DM4000B

Heizplatte, M6

Klvetten

Lichtmikroskop Leica DM IL LED

Membran-Vakuumpumpe
Mikrowelle
pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Schittelinkubator, Mixing Block MB-102
StepOnePlus Real-Time PCR System

Sterile Werkbank, HERAsafe

Transmissionselektronenmikroskop EM
900

Ultraschall-Homogenisator, Sonopuls HD
60

Vortex, Advanced VR Vortex Mixer ZX4
Waagen

Wasserbad WNB 7-45

Zellzahlgerat, CASY®

Tabelle 3: Verwendete Software.

Comet 5.5
FACSdiva
StepOne Software 2.3

NuAire Inc., Plymouth, USA
Binder GmbH, Tuttlingen, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
Consort, Turnhout, B

Renner, Dannstadt, D

BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall, D

Leica, Heerbrugg, CHE

CAT/M. Zipperer GmbH, Staufen, D
Brand GmbH, Wertheim, D

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, D

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, D
Bauknecht, Schorndorf, D
Wissenschaftliche-Technische
Werkstétte, Weilheim i. Obb., D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Brand GmbH, Wertheim, D

BIOER technology, Hangzhou, CN
Life Technologies Corp. (Applied
Biosystems), Carlsbad, CA, USA
Thermo Electron Corporation
GmbH, Langenselbold, D

Carl Zeiss, Oberkochen, D

Bandelin, Berlin, D

VELP Scientifica, Usmate, |
August Sauter, Ebingen, D
Memmert GmbH, Schwabach, D
Innovatis, Reutlingen, D

Kinetic Imaging, Liverpool, UK
BD Biosciences, Heidelberg, D
Life Technologies Corp. (Applied
Biosystems), Carlsbad, CA, USA
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Gen5 Datenanalyse-Software
Stata 12
GraphPad Prism 6.0c

Excel 2016

BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall, D

Stata Corporation LLC, College
Station, TX, USA

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA

Microsoft, Redmond, WA, USA

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Cellcountergefal’e, CASY-Cups
Deckglaser 24 x 32 mm

Einmalpipetten: 5 ml, 10 ml, 25 ml

FACS-RoOhrchen,
Rundbodenréhrchen aus Polystyrol
5ml

Fast Reaction Tubes, Micro Amp 8
Cap strips

Objekttrager ca. 76 x 26 mm
Pasteurpipetten (Glas)
Pipettenspitzen

0,510 pl, 200 pl, 1000 pl

QIA RNeasy spin column

ReaktionsgefalRe

0,5ml, 1,5ml, 2 ml

UVette

Zellkulturflasche 75 cm?, 175 cm?

Multiwell 96-well Platte
6-well Platte
Micro Amp Fastoptical 96-Well Plate

Zentrifugenrohrchen, 15 ml und 50 ml

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien.

Aqua bidestillata

Agarose Medium elektroendosmotisch
(MEEO)

Agarose Type VII, low melting point
(LMP)

Innovatis, Reutlingen, D

Paul Marienfeld, Lauda-Koénigshofen,
D

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

Life Technologies Corp. (Applied
Biosystems), Carlsbad, CA, USA
Langenbrinck, Emmendingen, D
Brand, Wertheim, D

Sarstedt, Numbrecht, D

Qiagen GmbH, Hilden, D
Sarstedt, Niumbrecht, D

Eppendorf AG, Hamburg, D
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Falcon Corning Corp., Corning, NY,
USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Life Technologies Corp. (Applied
Biosystems), Carlsbad, CA, USA
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Eigenherstellung
Roth, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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Annexin-V-APC
Annexin-V-Binding-Buffer, 10 x
BD FACS Clean

BD FACS Flow

BD PI/RNase Staining Buffer

BD Propidiumiodid Staining Solution
(50ug/ml)

BD Shutdown Solution

bovines Serumalbumin (BSA)
Buffer RLT, Lyse Puffer

Buffer RW1, Wasch Puffer

Buffer RPE, Wasch Puffer
CASY-Ton

DAPCO (1,4-Diazabicyclo[2,2,2]octan)
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA

Ethanol

GelRed®

HEPES (2-[4-(2- Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl]6-Ethansulfonsaure)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydroxid (KOH)
Methylmethansulfonat (MMS)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid-Platzchen (NaOH)
Natronlauge
N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz-L6sung
NEBuffer 1 (mit BSA)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
10-fach

RNAse freies Wasser

Salzsaure 10M

SuperScript® VILO Mastermix

Tag Man Gene Expression Master Mix

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
(MTT)

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)
Triton X-100
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BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Qiagen GmbH, Hilden, D

Innovatis, Reutlingen, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Biotium, Fremont, CA, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

VWR Chemicals, Fontenay-sous-
Bois, F

Merck, Schwalbach, D

Merck, Schwalbach, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Schwalbach, D

Merck, Schwalbach, D

Merck, Schwalbach, D

Serva, Heidelberg, D

New England Biolabs, Frankfurt, D
Roche Diagnostics, Mannheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Schwalbach, D

Life Technologies Corp. (Applied
Biosystems), Carlsbad, CA, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Merck, Schwalbach, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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Tabelle 6: Verwendete Nahrmedien, Zusatze und Enzyme.

Roswell Park Memorial Institute Biochrom AG, Berlin, D

medium (RPMI)

Dulbecco’s Modified Eagle minimal Life Technologies Corp. (Gibco),
essential Medium (DMEM) Carlsbad, CA, USA
Penicillin-Streptomycin-Lésung Biochrom AG, Berlin, D

(2000 Units/1000 pg/ml)
Nicht essentielle Aminoséuren-Losung Biochrom AG, Berlin, D

Natrium-Pyruvat-Lésung (100mM) Biochrom AG, Berlin, D
FCS (Fetales Kalberserum) Linaris, Wertheim, D
Trypsin 0,25 %-EDTA 1x Life Technologies Corp. (Gibco),

Carlsbad, CA, USA
Fpg New England Biolabs, Frankfurt, D
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3 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt der Arbeit werden die ermittelten Ergebnisse sowie deren
statistische Auswertung prasentiert. Es wurden Zytotoxizitatsanalysen durch MTT-
Test sowie quantitative und qualitative Versuche zu Apoptosemechanismen durch
Annexin-V/Propidiumiodid FACS und PCR der Caspase-3-Genexpression in FaDu-
Zellen durchgefuhrt. Weiterhin wurde der Einfluss von ZnO-NP auf den Zellzyklus
untersucht. Zur Ermittlung genotoxischer Effekte in BMSC wurden der fpg-
modifizierte Comet Assay verwendet. Die erhobenen Messwerte liegen im Anhang
in tabellarischer Form im Abschnitt 6.2 Datentibersicht vor.

3.1 Zellmorphologische Veranderungen durch
Zinkoxid-Nanopartikel

Im Rahmen der Analyse der Caspase-3 Aktivitdt wurden Zellen der FaDu-Zelllinie
mit 20 pg/ml ZnO-NP fur mehrere verschiedene Inkubationszeitraume behandelt.
Bei den regelmaliigen lichtmikroskopischen Kontrollen wahrend der
Versuchsdurchfihrung fielen bereits nach einstiindiger Inkubation erste
morphologische Veranderungen der Zellen auf. Abbildung 12 veranschaulicht diese

Veréanderungen im Verlauf der Zeit.

In Bild A ist das adharente Wachstumsmuster von FaDu-Zellen in Kultur ohne
Einfluss von Fremdstoffen erkennbar. Bild B bis D zeigt die Morphologie der Zellen
bei zunehmender Inkubationszeit mit 20 pg/ml ZnO-NP. Auf Bild B, das nach einer
Stunde Inkubation aufgenommen wurde, wirken bereits einige Zellen in ihrer GroRRe
reduziert und weisen eine kugelige Form auf. Zum Teil hatten diese sich vom Boden
der Zellkulturflasche abgeldst und bildeten gruppierte Anhaufungen im Medium. Mit
Zunahme der Zeit stieg die Anzahl abgel6ster und kugeliger Zellen. Zum Zeitpunkt
der Aufnahme von Bild D wiesen nur noch sehr wenige Zellen Adharenz zum

Flaschenboden auf.
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Abbildung 12:

Lichtmikroskopische Aufnahmen der
morphologischen Veranderungen
von FaDu-Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten
wahrend der Exposition mit 20 pg/ml
ZnO-NP. Erkennbar ist die Zunahme
abgel6ster, rundlich geformter Zellen
mit steigender Expositionsdauer.

A: Unbehandelte Kontrolle

B: Nach einer Stunde,

C: Nach 6 Stunden,

D: Nach 24 Stunden Behandlung mit
20 pg/ml ZnO-NP.



3.2 Nanopartikel-Charakterisierung

Physikalische Eigenschaften der verwendeten NP wie Morphologie und GréRRe
sowie deren Aufnahme und Verteilung in Zellen wurde durch die TEM analysiert.
Die Partikel lagen in spharoider Form vor und wiesen entsprechend der
Herstellerangaben eine GroRBe von 20-30 nm auf. NP-Aggregate konnten

intrazellular und zum Teil innerhalb von Zellorganellen detektiert werden. Dies wird

in Abbildung 13 veranschaulicht.

Abbildung 13:
TEM-Dokumentation
der intrazelluléaren
Verteilung von ZnO-NP
in einer FaDu-Zelle
nach Exposition mit 2
pg/ml Gber 24 Stunden.
Die Partikel waren im
Zytoplasma, in Vesikeln
(hier sichtbar) und
teilweise in
Zellorganellen
nachweisbar.

Der mittlere Durchmesser der Partikelaggregate in Kulturmedium betrug 67,06 nm,
das Zetapotential wurde mit -11,2 mV gemessen. Der Polydispersitatsindex (PDI)
der Aggregate lag bei 0,136.

Die Analyse der Partikel-Sedimentation ergab, dass der Anteil nicht-sedimentierter
NP nach 4 Stunden bei 82 % lag im Vergleich zum Ausgangspunkt (O
Stunden/100 %). Nach 8 Stunden lag der Wert bei 73 % und nach 12 Stunden bei
70 %.
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Abbildung 14 =zeigt das Ergebnis aus einem exemplarischen Versuch zur
Evaluation des Einflusses im Medium geldster Zn?*-lonen auf die Zellvitalitat. Es
konnte festgestellt werden, dass es im Vergleich zur Negativkontrolle nicht zum
Absinken der Zahl vitaler Zellen kam. FaDu-Zellen wurden fur eine Stunde mit den
Mediumuberstanden inkubiert, welche vorher zwischen einer und 48 Stunden mit

20 pg/ml ZnO-NP versetzt gewesen waren.
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Inkubationszeit (h)

Abbildung 14: Zellvitalitatsmessung durch MTT-Test hach Exposition von FaDu- Zellen mit
dem Mediumuberstand, welchem fur die Dauer zwischen einer und 48 Stunden 20 pg/ml
ZnO-NP zugefligt worden war. Das Diagramm stellt die Resultate einer einzelnen Messung
dar und zeigt, dass die Zellvitalitat durch Inkubation mit dem Uberstand nicht beeinflusst
wurde.

Die dosis- und zeitabhangige Bestimmung geldster Zn?*-lonen im Zellkulturmedium
ergab, dass sich die lonen bereits kurz nach Applikation der NP in das Medium
herauslosten. Eine Probe reinen Mediums diente als Negativkontrolle. Die

lonenkonzentration lag hier bei O pmol/l.

Abbildung 15 demonstriert, dass in jeder der untersuchten Gruppen die
Konzentration loslicher lonen mit zunehmender Zeit und Dosis anstieg, wobei

bereits nach einer Stunde ein Grolteil davon in das Medium lbergetreten war.
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Abbildung 15: Messung geléster Zn?*-lonen in Uberstanden von RPMI 1640 Medium,
welchem zuvor zwischen einer und 48 Stunden ZnO-NP in den Konzentrationen 8, 10, 12,
16 und 20 pg/ml zugefiigt war.
Erkennbar ist ein von der Zeit und der NP-Dosis abhéngiger Anstieg im Medium geldster

Zn?-lonen. Die Daten wurden bei einer Messung erhoben.
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3.3 Reduktion der Zellvitalitat

Zur Evaluation der Zellvitalitdt nach Inkubation mit ZnO-NP wurde der MTT-Test
durchgefuihrt. Dieser kolorimetrische Test gibt Aufschluss Uber die
Stoffwechselaktivitat der Zellen, die wiederum mit der Vitalitat korreliert. Hierbeli
wird die Vitalitat der jeweiligen Probe in Relation zu einer unbehandelten
Negativkontrolle berechnet, die dementsprechend mit 100 % angegeben wird. In
aufsteigenden Konzentrationen wurden Zellen der FaDu-Zelllinie fir 24 Stunden

mit ZnO NP inkubiert und anschlieRend die Anzahl lebender Zellen untersucht.
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Abbildung 16: Anteil vitaler FaDu-Zellen nach 24-stindiger Behandlung mit ZnO-NP
bezogen auf die Negativkontrolle, welche mit einer Vitalitat von 100 % definiert wurde. Die
getesteten NP-Konzentrationen fihrten zu einem Abfall der Zellvitalitat (n = 24, 8 Replikate
aus 3 unabhangigen Experimente).

In Abbildung 16 sind die Messwerte des MTT-Tests als Boxplot dargestellt. Es wird
ersichtlich, dass alle getesteten Konzentrationen zu einer Reduktion der Zellvitalitat
fuhrten. Im Friedman-Test ergab sich mit p = 0,00001 eine statistisch signifikante

Beeinflussung der Vitalitat durch Inkubation mit ZnO-NP Uber 24 Stunden.
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3.4 Quantifizierung von Apoptose nach Nanopartikel-

Inkubation

Um sowohl den Einfluss von der Inkubationszeit als auch der Konzentration auf die
Zahl apoptotischer Zellen beurteilen zu koénnen, wurden FaDu-Zellen fir
unterschiedliche Zeitintervalle mit ZnO-NP in funf verschiedenen Konzentrationen
behandelt. AnschlieBend wurde eine Annexin-V/Propidiumiodid-Farbung
durchgefiuihrt und die Zellen im FACS analysiert. Hierbei wurden bei drei
Messungen Daten erhoben, deren Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte

in Tabelle 7 dargestellt sind.

Tabelle 7: Messergebnisse der Annexin-V/Propidiumiodid FACS-Analyse. Angegeben sind
die Mittelwerte aus drei Messungen * Standardfehler des Mittelwertes. FaDu-Zellen
wurden fur 1, 3, 6, 12, 24 und 48 h mit ZnO-NP in den Konzentrationen 8, 10, 12, 16 und
20 pug/ml behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.

V: Anteil vitaler Zellen an der Gesamtzellzahl, A: Apoptose, N: Nekrose. Angaben in [%].

ZnO-NP (ug/ml)|Status | Kontrolle 1h 3h 6h 12h 24 h 48 h
V: 928+0,6 |96,6+30 |91,6+1,0(92,4+0,7 |953+0,5/953+0,2(957+0,8
8 A: 32+02 |47+0,7 |3,7+04 (29+03 |16+03 |1,3+0,1 (1,8+0,4
N: 38+02 |71+15 |41+05 (40+04 |(24+04 (24+0,2 |1,8+0,3
V: 92,8+0,6 (89,0+21 |91,4+1,7 (91,2+1,2 (93,6+0,8 (92,0+1,2|93,9+0,6
10 A 32+02 |45+04 |36+03 (41+06 |28+0,7 |266+06 (2,7+0,3
N: 38+02 |51+10 (42+10 (39+03 |3,0+0,2 |3,8+0,8 (2,4+0,2
V: 928+0,6 |90,0+0,3 |94,4+0,2 (934+0,4 |90,6+1,2|92,4+0,7(865+1,4
12 A 32+02 |45+05 |28+04 (31+04 |35+09 |26+03 (74+0,9
N: 3802 (48+03 |23%£02 (29+04 |46+04 |39+05 (48+05
V: 928+0,6 |91,2+1,2 |93,0+£0,5(89,1+0,2 |80,3+3,6|649+79(57,4+52
16 A 32+02 |35+08 |3,7+05 |(44+06 |57+08 |156+2,7(28,0+27
N: 38+02 |47+0,7 |31+02 |57+04 |12,0+2,7|18,0+£51(136+2,3
V: 928+0,6 (91,8+1,0 |93,4+0,7 (857+0,8 |54,7+26|17,2+1,9(6,7+1,0
20 A 32+02 |39+08 |30+06 |[58+08 |42+08 |29,7+19(466+1,1
N: 38+0,2 |39+04 |32+01 (73+04 |(322+3,1(486+0,8(47,0+1,9

Unbehandelte Zellen, die als Negativkontrolle dienten, wiesen eine Vitalitatsrate
von 92,8 % auf. Mit zunehmender Inkubationszeit konnte ein Anstieg sowohl
apoptotischer als auch nekrotischer Zellen registriert werden. Wahrend die
Inkubation mit 16 pg/ml fir 3 Stunden kaum Auswirkung zeigte, fuhrte eine

Verlangerung der Expositionszeit zu raschem Absinken der Vitalitat auf 89,1 %
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nach 6 Stunden, 80,3 % nach 12 Stunden, 64,9 % nach 24 Stunden und 57,4 %
nach 48 Stunden. Zur statistischen Auswertung der Daten wurde der Friedman-
Test durchgefihrt. Dabei wurde getestet, ob einerseits innerhalb der Gruppen, die
fur die gleiche Zeit, und andererseits innerhalb der Gruppen, die mit der gleichen
Konzentration mit NP behandelt wurden, eine signifikante Anderung der vitalen
Zellen auftrat. Damit lasst sich eine Aussage daruber treffen, ob die Verlangerung
der Inkubationszeit bei gleicher Konzentration oder der Anstieg der
Testkonzentration bei gleicher Expositionsdauer eine signifikante Auswirkung
innerhalb der untersuchten Gruppe hat. Der Friedman-Test zeigte, dass sich die
Vitalitat innerhalb der Gruppen signifikant &nderte, die je mit 8 pg/ml, 12 pg/ml,
16 pg/ml und 20 pug/ml ZnO-NP behandelt worden waren. Ob die Verlangerung der
Inkubationszeit fur die jeweilige Konzentrationsgruppe ein signifikantes Ergebnis
erbrachte, ist in Tabelle 8 dargestellt. Hierbei ist zu beachten, dass in der Gruppe,
die mit 8 pg/ml behandelt worden war, die Vitalitat groRer war als in der
Kontrollgruppe. Tabelle 9 veranschaulicht die p-Werte der Friedman-Tests, die fur
die Gruppen mit gleichen Inkubationszeitraumen durchgefiihrt wurden. Hierbei
zeigte sich, dass ab 12 Stunden eine Steigerung der NP-Konzentration die

Zellvitalitat signifikant beeinflusste.

Tabelle 8: Ergebnisse des Friedman-Tests mit Angabe der p-Werte, des a-Niveaus und
der Signifikanz. Der Test erfolgte anhand der prozentualen Anteile vitaler Zellen innerhalb
der Gruppen, die mit der gleichen NP-Konzentration behandelt worden waren.

a-Niveau p-Wert Signifikanz
Kontrolle 0,05 1 Nein
8 ug/ml 0,05 0,0143 Ja
10 pg/ml 0,05 0,1818 Nein
12 pg/mi 0,05 0,0211 Ja
16 pg/ml 0,05 0,0116 Ja
20 pg/ml 0,05 0,0083 Ja

Mit sinkender Zahl vitaler Zellen stieg die Rate der detektierten apoptotischen und
nekrotischen Zellen. Die Inkubation mit 20 pg/ml tGber 12 Stunden induzierte
hauptsachlich Nekrose, wahrend die Behandlung mit 16 pg/ml Gber 48 Stunden zu

mehr apoptotischen Zellen flhrte.
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Ein klarer Zusammenhang zwischen Inkubationszeit oder -dosis und dem Auftreten

von Apoptose oder Nekrose war nicht erkennbar.

Tabelle 9: Ergebnisse des Friedman-Tests innerhalb der Gruppen, die fur die gleiche Zeit
mit NP behandelt worden waren.

a-Niveau p-Wert Signifikanz
Kontrolle 0,05 1 Nein
1h 0,05 0,3820 Nein
3h 0,05 0,4704 Nein
6 h 0,05 0,0688 Nein
12 h 0,05 0,0153 Ja
24 h 0,05 0,0193 Ja
48 h 0,05 0,0104 Ja

3.5 Analyse von Zellzyklusalterationen

Entsprechend dem in Abschnitt 2.7.2 Fremdstoffexposition und Versuchs-
durchfiihrung beschriebenen Protokoll wurde die Zellzyklusanalyse anhand
durchflusszytometrischer Messungen durchgefuhrt. Durch quantitative Anfarbung
der nukledren DNA mit Propidiumiodid ist es moglich, Ruckschlisse Uber den DNA-
Gehalt und somit die entsprechende Phase im Zyklus der Zelle zu ziehen.
Infolgedessen kann der Einfluss von ZnO-NP auf den Ablauf des Zellzyklus

analysiert werden.

Zellzyklus-Kontrolle Zellzyklus-FaDu + Zn0 & ugmi Abbildung 17: Exemplarische
1 p2fips pa A . B Darstellung der Ergebnisse
o] ] der Zellzyklusanalyse.
< Graphik A zeigt die Daten

] ((\ der unbehandelten Probe. In
I ca B ist die Messung nach 24-

: stiindiger Behandlung von

FaDu-Zellen mit 8 pg/ml

Count
0
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Konzentration von 10 pg/ml.




Ergebnisse 54

Abbildung 17 dient als Anschauungsbeispiel fur die graphische Darstellung der
Ergebnisse einer Zellzyklusanalyse.

Es zeigte sich, dass sich der prozentuale Anteil an Zellen in den jeweiligen
Zellzyklusphasen nach Behandlung mit 4 pg/ml und 8 pg/ml ZnO-NP im Vergleich
zur Negativkontrolle nicht &ndert. Ab einer Konzentration von 10 pug/ml war eine
Abnahme des GO/G1-Anteils zugunsten der G2/M-Phase zu beobachten. Die
Zellfraktion, die sich in der S-Phase befand, blieb weiterhin konstant. Die Anteile
der Zellzyklusphasen mit und ohne Inkubation mit NP sind in Abbildung 18

veranschaulicht.
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Abbildung 18: Verteilungsmuster der Zellzyklusanalyse. FaDu-Zellen wurden fir
24 Stunden mit ZnO-NP in den Konzentrationen 4 pg/ml, 8 pg/ml, 10 pg/ml und 12 pg/ml
behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Messungen sowie die Standardfehler
des Mittelwertes. Die Inkubation mit NP bewirkte in den Zellen eine Zellzyklusinhibition mit
einem Arrest in der G2/M-Phase.

Im Friedman-Test ergab sich fur keine der untersuchten Zellzyklusphasen ein

signifikanter Unterschied.

Tabelle 10: Ergebnisse des Friedman-Tests fur die einzelnen Phasen des Zellzyklus.

a-Niveau p-Wert Signifikanz
G0/G1 0,05 0,0823 Nein
S 0,05 0,0759 Nein

G2/M 0,05 0,1046 Nein
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3.6 Zeitabhangiger Anstieg der Caspase-3-
Genexpression

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der Caspase-3
dargestellt. Diese wurde durch quantitative RT-PCR untersucht. Caspase-3 gilt als
eines der Effektorenzyme im Rahmen des programmierten Zelltodes. Dieser
Apoptosemarker sollte bei Zellen bestimmt werden, die fir verschiedene
Zeitintervalle mit ZnO-NP inkubiert worden waren. Der Versuch wurde an FaDu-
Zellen durchgefuhrt, die fur 1, 3, 6, 12, 24 und 48 h mit ZnO-NP in der Konzentration
20 pg/ml behandelt worden waren. Nach mRNA-Isolation, cDNA-Synthese und
PCR mit einem fur die Caspase-3 spezifischen Primer konnte die Expression des
untersuchten Gens der jeweiligen Probe in Relation zu einer unbehandelten
Zellprobe berechnet werden. Dies erfolgte durch Anwendung der Delta-Delta-CT-
Methode mit Hilfe des Haushaltsgens GAPDH. Die Messung wurde insgesamt vier
Mal durchgefuhrt. Die Mittelwerte der Messungen mit deren Standardfehlern sind
in Abbildung 19 veranschaulicht.
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Abbildung 19: Genexpression von Caspase-3 nach der 24T Methode. Auf der y-Achse
ist die relative Genexpression von behandelter Probe bezogen auf die Negativkontrolle und
normalisiert zum Referenzgen GAPDH und auf der x-Achse die ansteigenden
Inkubationszeitraume aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier Messungen
sowie die Standardfehler des Mittelwertes. Erkennbar ist ein Anstieg der Caspase-3-
Genexpression mit zunehmender Inkubationsdauer.
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Die Inkubation mit 20 pg/ml ZnO-NP flhrte zeitabh&ngig zu einer zunehmenden
Expression des Caspase-3 Enzyms. Nach einer Stunde konnte ein Anstieg
registriert werden. Nach 6 Stunden war die Aktivitat im Mittel etwa 1,8 Mal so hoch
wie bei der Negativkontrolle, nach 48 Stunden 2,9 Mal so hoch. Dies weist darauf
hin, dass es mit zunehmender Inkubationszeit zu einer verstarkten Induktion der
Apoptose in den behandelten Zellen gekommen ist. Der Friedman-Test ergab mit

p = 0,0154 eine zeitabhangige signifikante Zunahme der Caspase-3-Aktivitat.

3.7 Einfluss von oxidativem Stress auf die Induktion
von DNA-Schéaden

Zur Untersuchung genotoxischer Effekte von Noxen muissen Konzentrationen
eingesetzt werden, die keine zytotoxischen Wirkungen hervorrufen. Aus diesem
Grund wurde nach der NP-Exposition und vor der Durchfiihrung jedes Comet
Assays die Zellvitalitait durch den Trypanblauausschlusstest uUberpriuft. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 20 als Boxplot dargestellt. Lag die Zellvitalitat Gber
80 % konnte mit dem Experiment fortgefahren werden. Fir diese Versuchsreihe
wurden primare humane mesenchymale Knochenmarksstammzellen (BMSC) von

zehn Patienten verwendet.

Abbildung 20:
1004 Zellvitalitatsbestimmung durch
T . I Trypanblauausschlusstest bei
90 unbehandelten BMSC
(Kontrolle) und nach Inkubation
80- 1 — mit 5, 10 und 15 pg/ml ZnO-NP

fir 24 Stunden. Keine der
getesteten Konzentrationen
reduzierte die Zellvitalitat auf
Werte unter 80 %.
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Keine der fir die Genotoxizitatsanalyse verwendeten NP-Konzentrationen (5, 10,
15 pg/ml) fuhrten zu einem Absinken der Zellvitalitat von BMSC von 10 Patienten

unter 80 %. Induzierte DNA-Schaden wurden im Folgenden durch den Comet
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Assay erfasst. Durch den Einsatz von fpg war es weiterhin moglich, speziell
oxidative DNA-Schaden zu detektieren. Fir die Positivkontrolle wurden die Zellen
fur eine Stunde mit 300 uM Methylmethansulfonat (MMS) inkubiert.

Bei der Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die Parameter Olive
Tail Moment (OTM), Tail DNA (DT) und Tail Length (TL) bestimmt, wobei die
dimensionslosen OTM-Werte fur die statistische Auswertung und graphische
Darstellung herangezogen wurden. Abbildung 21 zeigt hierbei die Ergebnisse ohne
fpg- und Abbildung 22 die Daten aus der Messung mit fpg-Inkubation.

Abbildung 21:
Ohne fpg DNA-Fragmentierung in
humanen BMSC nach
B 24-stiindiger Inkubation
mit 5 pg/ml, 10 pg/ml
o und 15 pg/ml ZnO-NP.
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= 4- der Abbildung nicht
o
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Im Wilcoxon-Test konnte bereits ab 5 pg/ml ein signifikanter Anstieg des OTM-
Wertes verglichen mit der Negativkontrolle nachgewiesen werden. Die OTM-
Medianwerte stiegen mit zunehmender Konzentration von 0,59 (Negativkontrolle)
Uber 1,00 (5 pg/ml) und 1,23 (10 pg/ml) auf 1,99 (15 pg/ml). Die Inkubation der
BMSC mit 300 uM MMS zeigte mit p = 0,0002 ebenso eine signifikante Zunahme
der DNA-Fragmentierung.

Tabelle 11: Ergebnisse des Wilcoxon-Tests mit Angabe des lokalen a-Niveaus nach

Bonferroni-Holm-Korrektur, p-Wert und Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der OTM-
Medianwerte der Nanopartikel-behandelten Zellen gegen die Negativkontrolle.

Ohne fpg Lokales a-Niveau  p-Wert Signifikanz
5 pug/ml ZnO-NP vs. Kontrolle 0,05 0,0005 Ja
10 pg/ml ZnO-NP vs. Kontrolle 0,0125 0,0002 Ja
15 pg/ml ZnO-NP vs. Kontrolle 0,0167 0,0002 Ja
300uM MMS vs. Kontrolle 0,0250 0,0002 Ja

Beim Vergleich der Proben, die zusatzlich mit fpg behandelt worden waren, zeigte
der Wilcoxon-Test ab 10 pg/ml einen signifikanten Unterschied zur
Negativkontrolle.  Auch in  dieser Gruppe kam es zu einem
konzentrationsabh&ngigen Anstieg der OTM-Medianwerte bis hin zu einem fast
2,5-fach so hohen Wert der 15 pg/ml Probe bezogen auf die Negativkontrolle.

Tabelle 12: Ergebnisse des Wilcoxon-Tests mit Angabe des lokalen a-Niveaus, p-Wert und
Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der OTM-Medianwerte der jeweiligen Proben mit
fpg gegen die Negativkontrolle mit fpg.

Mit fpg Lokales a-Niveau p-Wert  Signifikanz
5 pg/ml ZnO-NP vs. Kontrolle 0,05 0,0588 Nein
10 pg/ml ZnO-NP vs. Kontrolle 0,0250 0,0102 Ja
15 pg/ml ZnO-NP vs. Kontrolle 0,0125 0,0002 Ja
300uM MMS vs. Kontrolle 0,0167 0,0007 Ja

Um oxidativen Stress als Ausloser der verursachten DNA-Schéaden nachweisen zu
kénnen, wurden die OTM-Werte der fpg-inkubierten Proben mit den jeweiligen
Nativproben verglichen. Die Ergebnisse des Wilcoxon-Tests sind in Tabelle 13
dargestellt. Hierbei zeigte sich bei allen Vergleichspaaren ein signifikanter

Unterschied.
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Tabelle 13: Ergebnisse des Wilcoxon-Tests mit Angabe des lokalen a-Niveaus, p-Wert und
Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der OTM-Medianwerte der Proben mit fpg gegen
die jeweiligen Proben ohne fpg.

Ohne fpg vs. Mit fpg Lokales p-Wert  Signifikanz
a-Niveau
Kontrolle ohne vs. Kontrolle mit 0,05 0,0191 Ja
5 pg/ml ohne vs. 5 pg/ml mit 0,0167 0,0032 Ja
10 pg/ml ohne vs. 10 pg/ml mit 0,0125 0,0025 Ja
15 pg/ml ohne vs. 15 pg/ml mit 0,0100 0,0002 Ja
300 pm MMS ohne vs. 300 uM MMS mit  0,0250 0,0065 Ja

DNA-Schéaden, die auf oxidativen Stress zurtckzufuhren sind, kdnnen anhand der
Differenz zwischen den OTM-Werten mit und ohne fpg veranschaulicht werden:
delta (A) fpg = OTM+fpg - OTM-fpg. Die Differenzen der OTM-Medianwerte,
dargestellt in Abbildung 23, stiegen konzentrationsabhéngig von 0,47
(Negativkontrolle+fpg - Negativkontrolle-fpg) tber 0,96 (5 pg/mli+fpg - 5 pg/mi-fpg)
und 1,08 (10 pg/mi+fpg - 10 pg/ml-fpg) auf 1,89 (15 pg/ml+fpg - 15 pg/ml-fpg). Dies
weist auf eine Korrelation zwischen einem vermehrten Vorhandensein oxidativ

veranderter Basen und der Zugabe von ZnO-NP in ansteigender Konzentration hin.

Abbildung 23:
2.0 . Darstellung der Differenzen der
OTM-Werte mit und ohne fpg (A
E 1.5 fpg). Die Zunahme von A fpg ist
o auf das vermehrte Vorkommen
S 10l - oxidativ geschadigter DNA
© ' * zuriickzufuhren.
o
& 0.5
< : +
Oﬂ T T T T
Kontrolle 5 10 15
Konzentration der ZnO-NP (pg/ml)

Mit dem Friedman-Test wurde sowohl innerhalb der Gruppe ohne fpg als auch
innerhalb der Gruppe mit fpg auf eine signifikante Unterscheidung der OTM-Werte
getestet. FUr beide ergab der Test mit p = 0,00001 ohne fpg, beziehungsweise
p = 0,0001 mit fpg signifikante Werte.
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3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch den Einsatz multipler Testsysteme sollte ein mdglichst umfassendes
Toxizitatsprofil von ZnO-NP erstellt werden. Neben der Plattenepithelkarzinom-
Zelllinie FaDu wurden humane mesenchymale Knochenmarkstammzellen (BMSC)
fur unterschiedliche Zeitraume und mit variierenden Konzentrationen mit NP
behandelt.

Zellmorphologische  Veranderungen  waren in der FaDu-Zellkultur
lichtmikroskopisch nach einer Stunde Inkubation mit 20 pg/ml ZnO-NP ersichtlich.
Im MTT-Test fuhrten 6 pg/ml zu einer Reduktion der Vitalitat in FaDu-Zellen mit
konsekutiv weiter abfallenden Vitalitdtswerten bei Steigerung der NP-
Konzentration. Durchflusszytometrisch wurde mit Annexin-V/Propidiumiodid-
Farbung eine dosis- und zeitabhangige Zunahme von apoptotischen FaDu-Zellen
nach NP-Exposition festgestellt. Weiterhin konnte ein Arrest der Zellen in der
G2/M-Phase beobachtet werden. In der quantitativen RT-PCR zeigten sich nach
einer Stunde Exposition mit einer NP-Konzentration von 20 pg/ml erhohte
Genexpressionswerte des Apoptose-Markerenzyms Caspase-3 in FaDu-Zellen.

Diese stiegen analog zur Verlangerung der Expositionszeit weiter an.

Durch den fpg-modifizierten Comet Assay konnte bei allen Testkonzentrationen
oxidativer Stress als wichtiger Einflussfaktor der DNA-Schédigung nachgewiesen
werden. Im Wilcoxon-Test wurde ab 5 pg/ml eine statistisch signifikante DNA-
Fragmentierung festgestellt. Das Ausmall der DNA-Schadigung stieg

konzentrationsabhangig.
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4 Diskussion

Nanopartikel (NP) finden aufgrund ihrer einzigartigen physikochemischen
Eigenschaften zunehmend multidisziplindre Anwendung. Neben dem Einsatz in
verschiedenen industriellen Produktionsvorgéangen sind NP als Inhaltsstoff auch in
immer mehr Konsumgutern vorzufinden und ihr Potenzial auf dem Gebiet der
Medizin wird intensiv erforscht. Gleichermaf3en wachst jedoch auch das 6ffentliche

Bewusstsein bezuglich moéglicher Auswirkungen auf Gesundheit und Umwelt.

Nanotoxikologische Fragestellungen wurden in der Vergangenheit bereits vielfach
untersucht. Dennoch gibt es gerade hinsichtlich molekularbiologischer Prozesse
und Einflussfaktoren auf das Toxizitatsprofil von NP noch viele offene Fragen. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es daher, weitere Erkenntnisse tber die Wirkung von
ZnO-NP und den damit assoziierten zellularen Mechanismen zu erlangen. Die
Evaluation konzentrations- und zeitabhangiger Effekte sowie die Unterschiede der
Partikelwirkung in malignen und nicht-malignen Zellen standen hierbei im
Vordergrund. Dafilir wurde eine toxikologische in vitro Studie an einer humanen
Plattenepithelkarzinom (PECA)-Zelllinie sowie humanen mesenchymalen

Stammzellen des Knochenmarks (BMSC) durchgefihrt.

4.1 Diskussion der verwendeten Zellsysteme

4.1.1 Humane Plattenepithelkarzinom-Zelllinie FaDu

NP scheinen zellspezifische Toxizitatseigenschaften zu besitzen. Speziell die
tumorselektive Wirkung der NP wird aktuell intensiv erforscht. Akhtar et al. [2012]
verglichen beispielsweise die Auswirkung von ZnO-NP auf drei verschiedene
Malignomzelllinien sowie nicht-maligne Astrozyten und Hepatozyten. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass bei Inkubation mit einer Partikelkonzentration von 15
pg/ml nach 24 Stunden nur noch ca. 40 % der Karzinomzellen, jedoch noch
annahernd 100 % der nicht-malignen Zellen vital waren. Ebenso berichteten
Hanley et al. [2008], dass die Sensitivitat maligner T-Zellen gegentber den

getesteten NP etwa 30 Mal héher war als die der normalen T-Zellen. Interessant ist
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diese selektive Zytotoxizitat von nanoskaligem ZnO vor allem im Hinblick auf einen
maoglichen Einsatz als Therapeutikum im Rahmen einer Tumortherapie.

Laut Angaben des Robert Koch-Instituts erkranken in Deutschland jahrlich Gber
17000 Menschen neu an so genannten ,Kopf-Hals-Tumoren®. [Robert Koch-
Institut, 2016]. Mit Uber 90 % stellen PECA in diesem Bereich die haufigste
Tumorentitat dar. Das relative 5-Jahres-Uberleben liegt hierbei durchschnittlich bei
51-61 % [Ferlay et al., 2013]. Wie von Svider et al. [2017] in einer Ubersichtsarbeit
dargestellt, hat sich, verglichen mit den Fortschritten der therapeutischen
Maoglichkeiten bei anderen Tumoren, in den letzten Jahrzehnten kaum eine
Steigerung der Uberlebensraten bei Patienten mit Karzinomen im Kopf-Hals-

Bereich erreichen lassen.

Die antiproliferative Wirkung von ZnO-NP wurde in vitro bereits anhand einiger
verschiedener Tumorzelllinien beschrieben [Boroumand Moghaddam et al., 2017,
De Berardis et al., 2010; Sharma et al., 2011a]. PECA des Kopf-Hals-Bereiches
waren hingegen bislang selten Gegenstand von Untersuchungen. Daher wurde fir
die in dieser Arbeit prasentierten Versuche die Hypopharynxkarzinom-Zelllinie
FaDu eingesetzt. Gerade fur Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen kénnten mit dem
Einsatz von Nanotechnologie neue onkologische Therapieansatze moglich werden.
Hierfar sind jedoch akkurate Untersuchungen Zu potenziell
gesundheitsgefdhrdenden Eigenschaften der Partikel unverzichtbar. Ziel
vorliegender Arbeit war es daher, weiterhin einen Vergleich der Wirkung von ZnO-

NP zwischen malignen und benignen Zellen anzustellen.

4.1.2 Primare humane mesenchymale Stammzellen des
Knochenmarks

Als nicht-maligne Referenzzellen wurden fir diese Arbeit humane BMSC
verwendet. Ein Grund fur diese Wahl ist, dass die Toxizitat von NP von der
Proliferationsrate der Zielzellen abhangig zu sein scheint. Taccola et al. [2011]
inkubierten hoch-proliferative MSC sowie differenzierte Osteozyten mit ZnO-NP.
Die Partikel beeintrachtigten die Zellvitalitit der MSC starker als die der

differenzierten Zellen mit niedriger Proliferationsrate. MSC weisen auch in
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fortgeschrittenen Passagen noch hohe Proliferationsraten auf und ermoglichen
somit einen Vergleich zu Tumorzellen. Weiterhin bieten humane BMSC im
Gegensatz zu immortalisierten Zelllinien den Vorteil, dass sie genetisch weitgehend
unverandert und somit gut geeignet fur genotoxikologische Tests sind.

Die Kombination von Stammzellen und NP erbringt im Tissue Engineering
innovative Ansatze. Regeneration von geschadigtem Herzmuskel- [Kharaziha et
al., 2016], Knochen- [Griffin et al., 2016] oder neuronalem Gewebe [Zhang et al.,
2017] erscheint so mdglich. Nur vereinzelt liegen jedoch Daten zu toxischen
Effekten von NP auf Stammzellen vor. Mancuso und Cao [2014] wiesen
beispielsweise eine signifikante Zytotoxizitat von Kupferoxid-NP in humanen BMSC
nach. Silber-NP induzierten DNA-Schéaden, Zellzyklusarrest sowie eine Reduktion
der Zellvitalitat in BMSC [He et al., 2016]. Vor dem Hintergrund der vielfaltigen
Einsatzbereiche sind fundierte Kenntnisse der Interaktion von NP und Stammzellen

dringend erforderlich.

4.2 Diskussion der in vitro Testverfahren

Aufgrund der Heterogenitat publizierter Daten ist es schwer, eine generalisierende
Aussage daruber zu treffen, ob von NM ein gesundheitliches Risiko ausgeht.
Physikochemische Charakteristika von NP scheinen einen grof3en Einfluss auf
deren Toxizitatsprofil zu haben. Zu diesen Eigenschaften gehdren unter anderem
die Grolie, Loslichkeit, Oberflachenbeschaffenheit, Ladung oder
Agglomerationsneigung [Johnston et al., 2009]. Gegenwartig gibt es keine
standardisierten  Protokolle fir die Herstellung von NP-Dispersionen,
Expositionsbedingungen und dem Einsatz von Referenzmaterialien [Kroll et al.,
2011]. Auch das Fehlen praziser Richtlinien zur Charakterisierung verwendeter NP
erschwert direkte Vergleiche zwischen Studien. Die in dieser Arbeit erhobenen
Daten erlauben daher lediglich AuRerungen zu den innerhalb der Versuchsreihe
eingesetzten Partikel. Um einen moglichst breiten Uberblick tber die Toxizitat
dieser ZnO-NP zu erhalten, wurden verschiedene Testverfahren kombiniert und

unterschiedliche Endpunkte betrachtet.
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In vitro Tests bieten gegenuber in vivo Verfahren den Vorteil, dass sie in der Regel
methodisch einfacher und 6konomischer durchzufihren sind. Die Untersuchungen
erfordern meist weniger Zeit und kénnen in vorliegender Thematik grundsatzliches
Wissen zu NP-assoziierten Toxizitdtsmechanismen und deren Risikobewertung
liefern. Die Aussagekraft der in vitro erhobenen Daten ist jedoch limitiert, da die
Interaktion von NP mit einzelnen Zellen in Kultur nattrlich nicht vorbehaltlos auf das

komplexe System eines ganzen Organismus Ubertragbar ist [Collins et al., 2017].

Weiterhin muss bedacht werden, dass dieselben Merkmale, die NP so interessant
fir industrielle Produktionen machen, eine verlassliche Risikoevaluation
erschweren. Das enorme Kkatalytische Potenzial und partikelspezifische
Absorptionseigenschaften sind in der Lage, als Storfaktoren auf Messsysteme
einzuwirken [Dhawan und Sharma, 2010]. Im Folgenden werden die in dieser Arbeit
verwendeten  Testverfahren  hinsichtlich  ihrer  Eignung im  Rahmen

nanotoxikologischer Studien diskutiert.

42.1 MTT-Test

Der MTT-Test wurde zur Bestimmung der Zellvitalitat und Evaluation zytotoxischer
Effekte in FaDu-Zellen nach Inkubation mit ZnO-NP eingesetzt. Die Methode beruht
auf photometrischen Messungen des durch chemische Reduktion aus Tetrazolium
gebildeten, blaulich-gefarbten Stoffes Formazan. Die Farbintensitat des Formazans
korreliert mit der metabolischen Aktivitat der Zellen und wird als indirektes Malf3 fur
die Zellvitalitéat herangezogen. Es wurde bereits gezeigt, dass NM Einfluss auf die
im  MTT-Test erhobenen Messdaten haben  konnen.  Einwandige
Kohlenstoffnanoréhren und Industrieruf3 sind beispielsweise in der Lage, ohne
Beteiligung von Zellen Tetrazolium zu Formazan zu reduzieren [Belyanskaya et al.,
2007]. Denkbar ware auch, dass die NP Ab- oder Adsorptionseigenschaften
innerhalb der gleichen Wellenlange besitzen, die fir die Quantifizierung der
Farbintensitat verwendet wird. Dies hatte eine falsch hohe oder zu niedrige
Interpretation der Vitalitatswerte zur Folge. Fir ZnO-NP lagen zum Zeitpunkt des
Schreibens dieser Arbeit (Herbst 2018) keine solchen Daten vor. Es kann in diesem
Zusammenhang jedoch auf die Studie von Holder et al. [2012] verwiesen werden.
In dieser wurde gezeigt, dass Titandioxid (TiOz2), ebenso ein Metalloxid wie ZnO,
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erst ab einer Konzentration von 50 pg/ml Formazan produzierte. Fur die
vorliegende Arbeit wurden aulRerdem einige Vorversuche durchgefihrt, um
Messstorungen im MTT-Test durch Partikelinterferenz ausschliel3en zu kénnen.
Hierfir wurde sowohl die Absorption des reinen Mediums gemessen als auch nach
Zusatz von ZnO-NP. Es zeigte sich kein Unterschied der gemessenen
Farbintensitat zwischen einer Negativkontrolle sowie nach Zugabe der hdchsten
(50 pg/ml) und niedrigsten (6 pug/ml) NP-Konzentration. Gemal dem Vorschlag von
Stone et al. [2009] wurden die Proben aul3erdem vor der photometrischen Messung
zentrifugiert und die Uberstande anschlieRend in eine neue 96-Well-Platte
Uberfuhrt. Die abgelagerten NP und Zellen verblieben so im Eppendorfgefal3. Eine
Beeinflussung der hier durch den MTT-Test ermittelten Vitalitatswerte erscheint in
Zusammenschau demnach unwahrscheinlich. Fir mehr Sicherheit sollte in
zuklUnftigen Studien eine Kombination verschiedener Zellvitalitatstests wie

beispielsweise der Neutralrot-, WST-1- oder LDH-Test angewandt werden.

4.2.2 Durchflusszytometrie

Durch das Anfarben mit den Farbstoffen Annexin-V und Propidiumiodid ist eine
durchflusszytometrische Differenzierung in lebende, apoptotische und nekrotische
Zellen moglich. Ebenso kann der Zellzyklus mit Hilfe von Propidiumiodid im
Durchflusszytometer analysiert werden. Da die Durchflusszytometrie auf der
Messung von Fluoreszenzsignalen basiert, ist eine Reihe potenzieller Stérfaktoren
durch intrinsische Eigenschaften von NP denkbar: die Partikel kdnnten
beispielsweise die Lichtemission blockieren, reflektieren oder gar selber
fluoreszieren [Stone et al., 2009]. Adaquate Waschschritte sind daher wichtig, um
die Partikel aus der Messlosung zu entfernen. Dies ermdglicht laut Kumar et al.

[2015] eine Abschwachung der Interferenzen.

Die Durchflusszytometrie gehort zu den Standardtestverfahren im Rahmen
nanotoxikologischer Studien. Farbung mit Annexin-V/Propidiumiodid ist dabei eine
etablierte Methode zur Detektion NP-induzierter Apoptose und Nekrose und wurde
bereits zur Analyse vieler NM eingesetzt [Chakraborty et al., 2017; Govindaraju et
al., 2015; Lim et al., 2008]. Die in vorliegender Arbeit erhobenen Daten kdnnen mit
den Studien von Buerki-Thurnherr et al. [2013] und Xiao et al. [2016] verglichen
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werden, die ebenso ZnO-NP untersuchten. Die gemessenen Raten von Apoptose
und Nekrose stimmen zu grol3en Teilen Uberein. Diese Beobachtung impliziert
entweder, dass die NP im angewandten Konzentrationsbereich keine
entscheidende Auswirkung auf die Versuchsdurchfihrung haben oder, dass eine
Beeinflussung auf konstante Weise stattfindet. In vorliegender Arbeit wurden mit
dem MTT-Test und der FACS-Analyse zwei verschiedene Testsysteme zur
Quantifizierung von  Zytotoxizitdt eingensetzt. Beide messen jedoch
unterschiedliche Endpunkte, sodass keine identischen Ergebnisse erwartet werden

konnen.

4.2.3 Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assay mit fpg-Modifikation

Nach Einfuhrung mehrerer Modifikationen der urspriinglichen Variante des Comet
Assays gilt das Testverfahren heute als eines der gangigsten Werkzeuge zur
Detektion verschiedener Arten von DNA-Schéaden bei Einzelzellen. Dazu gehdren
Einzel- und Doppelstrangbriiche, alkalilabile Stellen oder Crosslinks der DNA mit
DNA oder Proteinen [Tice et al.,, 2000]. Die Anwendung erstreckt sich von
Genotoxizitatstests, humanem Biomonitoring und Okogenotoxikologie bis hin zu
Grundlagenforschung tber DNA-Schaden und -reparatur [Collins, 2014]. Um die
Sensitivitat und Spezifitat bei der Feststellung bestimmter DNA-Schaden zu
erhdhen, besteht die Mdglichkeit, eine Inkubationsphase mit lasionsspezifischen
DNA-Reparaturenzymen in das  Versuchsprotokoll  einzufigen. Das
Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (fpg) Protein ermoglicht es hierbei, speziell
das oxidierte Purin 8-oxoGua zu erkennen, indem es am Ort der oxidativ
veranderten Base einen DNA-Strangbuch hervorruft [Albertini et al., 2000]. Auf
diese Weise kann der Einfluss von oxidativem Stress bezogen auf das

Gesamtausmald des DNA-Schadens analysiert werden.

Neben dem in dieser Arbeit angewandten Comet Assay existieren noch andere
Tests zum Nachweis von Gen- und Chromosomenmutationen, Aneuploidie sowie
Induktion und Reparation von DNA-Schaden. Einem Review von Landsiedel et al.
[2009] zufolge werden der Comet Assay und der Mikrokern-Test am haufigsten zur
Evaluation der Genotoxizitdt von NM eingesetzt, seltener der Ames-Test. Der
Mikrokern-Test basiert auf der mikroskopischen Detektion von Chromosomen und
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Chromosomenfragmenten, die bei der Mitose nicht in den Nukleus der Tochterzelle
integriert wurden. Eine Limitation dieser Methode ist jedoch, dass sie nur Aussagen

Uber sich teilenden Zellen ermdglicht [Fenech, 1997].

Wie Dbereits fir andere Tests mehrfach erortert, sollten auch fur
Genotoxizitatsanalysen mit NP einige Aspekte bedacht werden. Diese wurden von
Stone et al. [2009] in einer Ubersichtsarbeit wie folgt formuliert: es ist entscheidend,
vor Durchfuhrung des Tests einen adaquaten Konzentrationsbereich festzulegen.
Dieser muss unterhalb der Grenze nachweisbarer Zytotoxizitat liegen, um DNA-
Schaden als direkte zytotoxische Folge ausschlieBen zu kénnen. Weiterhin ist die
Anwendung einer Positivkontrolle wichtig. In vorliegender Arbeit wurden diese
Voraussetzungen einerseits mit der Inklusion von MMS als Positivkontrolle und
andererseits mit Durchfiihrung eines Trypanblauausschlusstests vor jedem Comet
Assay gewabhrleistet. Auch im Rahmen des Comet Assays sind potenzielle
Artefakte durch NP denkbar. Wahrend der finalen Schritte der
Versuchsdurchfihrung konnten die NP beispielsweise in direkten Kontakt mit der
DNA kommen und so artifiziellen Schaden verursachen. Partikelagglomerate
kbnnten aul3erdem bei der Auswertung in direkter Umgebung von
Kometenschweifen lokalisiert sein und die Messung durch Eigenfluoreszenz
beeinflussen. Magdolenova et al. [2012] testeten in diesem Zusammenhang
verschiedene NM hinsichtlich ihres Interferenzpotenzials. Sie gaben an, dass
weder in der urspringlichen noch in der fpg-modifizierten Variante des Comet

Assays Auswirkungen auf die Resultate registriert wurden.

Aufgrund all der genannten potenziellen Storfaktoren folgern Huk et al. [2015], dass
es sinnvoll ware, verschiedene Testsysteme mit unterschiedlichen Mechanismen
und Endpunkten  wie DNA-Strangbriiche, Basenalterationen  oder

Chromosomenaberrationen zu kombinieren.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Zytotoxizitat durch Zinkoxid-Nanopartikel

Zytotoxische Effekte von ZnO-NP in FaDu-Tumorzellen wurden in vorliegender
Arbeit durch den MTT-Test analysiert. Eine Reduktion der Zellvitalitat gegenuber
der unbehandelten Kontrolle war nach 24-stiindiger Exposition bereits bei der
niedrigsten eingesetzten Konzentration von 6 pg/ml erkennbar. Die Vitalitatswerte
sanken konsekutiv bis zu einem Minimalwert von 8 % nach Inkubation mit der
hdochsten Konzentration von 50 pg/ml. Eine genaue dosisabhangige
Differenzierung der zytotoxischen Wirkung von ZnO-NP auf PECA des Kopf-Hals-
Bereichs liegt bislang noch nicht vor. Aus diesem Grund mussen fir vergleichende
Betrachtungen Daten anderer humaner Malignomzelllinien herangezogen werden.
In Zelllinien von Mamma- beziehungsweise Hepatozellularem Karzinom fihrte die
Inkubation mit 10 pg/ml ZnO-NP zu einer signifikanten Abnahme der Zellvitalitat im
MTT-Test [Wahab et al., 2014]. Alarifi et al. [2013] konnten ahnliche Ergebnisse bei
humanen Melanomzellen demonstrieren. Im Allgemeinen werden haufig sehr steile
Dosis-Wirkungs-Kurven in einem Konzentrationsbereich zwischen 8 und 20 pg/ml
beschrieben. Dies bedeutet, dass in diesem Bereich bereits kleine Verdnderungen
der NP-Konzentration groRe Effekte auf die Zellvitalitat zur Folge haben. Eine
exakte Gegenuberstellung von Dosis und Wirkung von NP zwischen Studien
erscheint daher nicht sinnvoll. In diesem Zusammenhang ist ein Vergleich mit der
Publikation von Lin et al. [2009] interessant. Die in vorliegender Arbeit gezeigten
Ergebnisse lassen verglichen mit den von Lin et al. prasentierten Daten eine
starkere zytotoxische Wirkung bei niedrigeren NP-Konzentrationen vermuten. Nach
Behandlung mit 8 pg/ml ZnO-NP waren noch 94 % der bei Lin und Kollegen
verwendeten A549 Zellen vital, hingegen nur 88 % der FaDu-Zellen. Bei 12 pug/ml
sind die Ergebnisse mit 65 % Vitalitat (A549) und 63 % (FaDu) jedoch wiederum
sehr &hnlich.

Wie bereits erwdhnt, ist das Ausmal? der Folgen einer Inkubation mit NP von vielen
Faktoren abhangig. Neben NP-spezifische Charakteristika ist dies auch die
generelle Suszeptibilitdt der untersuchten Zellen. In vorliegender Arbeit wurden

neben FaDu-Tumorzellen auch BMSC untersucht. Anhand der Stammzellen sollte
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jedoch hauptséchlich die genotoxische Wirkung von ZnO-NP getestet werden.
Daher kann lediglich der im Rahmen des Comet Assays durchgefihrte
Trypanblauausschlusstest einen Anhaltspunkt fur die Zytotoxizitat der Partikel auf
BMSC liefern. Dieser zeigte, dass die ZnO-NP bis zu der Maximalkonzentration von
15 pg/l keinen membrandestruierenden toxischen Effekt auf BMSC hatten. Fur
mehr Aussagekraft ware es hier sinnvoll, den gleichen Test fur beide untersuchten
Zellarten durchzufiihren. In der Literatur kénnen einige Belege fir die Zytotoxizitét
von NP auf benigne Zellen vorgefunden werden. Guan et al. [2012] demonstrierten
zum Beispiel, dass sowohl humane Hepatozyten als auch embryonale Nierenzellen
nach Inkubation mit ZnO-NP eine reduzierte Vitalitdt aufwiesen, wobei hier mit
50-100 pg/ml weitaus hohere Konzentrationen als in vorliegender Arbeit zum
Einsatz kamen. Deng et al. [2009] zeigten, dass ZnO-NP auch neurotoxische
Wirkungen entwickeln kénnen. Andere Autoren treffen wiederum gegenteilige
Aussagen. So konnten Ghosh et al. [2016] keinerlei Abfall der Zellvitalitat bei
humanen Lymphozyten bis zu 40 pg/ml registrieren. Hong et al. [2013] bezeichnen
ZnO-NP bis 100 pg/ml als nicht-toxisch.

Die Unbestandigkeit der Ergebnisse kénnte damit erklart werden, dass sowohl die
verwendeten Partikel in ihrer GroRe, Ladung und Oberflachenbeschaffenheit als
auch die Kulturbedingungen bei den in vitro Tests variieren. Beispielsweise kann
die Zusammensetzung des Kulturmediums oder das Dispersionsprotokoll den
Partikel-Agglomerationsstatus beeinflussen und somit die Sedimentation, den
zellularen Kontakt sowie die Reaktivitat der NP verandern [Roszak et al., 2016]. So
entwickelten ZnO-NP mit einem Durchmesser von 26 nm starkere zytotoxische
Effekte gegentber humanen Kolonkarzinomzellen als Partikel mit 90 nm [Kang et
al., 2013]. Ein weiterer Erklarungsansatz ist, dass die Wirkung der Partikel von
zelltypspezifischen Abwehrmechanismen sowie deren Proliferationsrate abhéngig

ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die in dieser Studie vorgestellten Daten
lediglich Hinweise dafir liefern koénnen, dass die verwendeten ZnO-NP
zytotoxische Eigenschaften aufweisen. Es ist nur schwer abschatzbar, welchen
NP-Konzentrationen der Mensch im Rahmen eines normalen Konsumverhaltes

tatsachlich ausgesetzt ist. Hierbei sollte jedoch vor allem bedacht werden, dass
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Arbeiter im Rahmen von industriellen Fertigungsprozessen womaglich tber lange
Zeitraume hinweg grol3eren Mengen von NP ausgesetzt sind. Die wiederholten
Darstellungen von zytotoxischen Effekten in vitro geben Anlass dazu, den
zunehmenden Einsatz von NP kritisch zu hinterfragen. Bislang gibt es nur wenige
Daten aus in vivo Studien, jedoch konnten auch hier bereits Belege daftir gefunden
werden, dass die Partikel bedenkliche Effekte auf verschiedene Organe wie Leber,

Lunge, Niere, Milz und Pankreas haben kénnten [Hong et al., 2013].

4.3.2 Induktion von Apoptosesignalwegen

Zellschadigende Effekte nach Exposition gegenuber ZnO-NP konnten, wie oben
gezeigt, bereits anhand verschiedener Modelle demonstriert werden. Bei der
Bewertung des zytotoxischen Potenzials von NM ist es wichtig, nicht nur zwischen
toten und lebendigen Zellen zu differenzieren, sondern auch die
zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismen zu beleuchten. Generell
konnen zwei verschiedene Formen des Zelltodes unterschieden werden: die
Apoptose und die Nekrose. Im Zusammenhang mit NP-induziertem Zelluntergang
wird der Apoptose haufig eine Hauptrolle zugesprochen. Unter anderem konnte bei
humanen dermalen Fibroblasten [Meyer et al., 2011] und Astrozyten [Wang et al.,
2014] die Apoptose als vorherrschende Form des Zelltodes nach NP-Inkubation
ausgemacht werden. In Makrophagen, die mit ZnO-NP behandelt wurden, konnten
apoptosespezifische morphologische Veranderungen registriert werden. Dazu
gehdren Kernkondensation, DNA-Fragmentierung und die Bildung von
Apoptosekorpern [Wilhelmi et al., 2013].

Auch in vorliegender Studie zeigten die durchflusszytometrischen Messungen nach
Annexin-V/Propidiumiodid-Farbung eine von Inkubationszeit und Dosis der NP
abhangige Zunahme apoptotischer Zellen. Wahrend die Behandlung fir eine und
drei Stunden konzentrationsubergreifend noch keine messbaren Effekte hervorrief,
stiegen nach sechs Stunden Inkubation mit hdheren NP-Dosen (16 und 20 pg/ml)
die Raten sowohl von Apoptose als auch von Nekrose. Buerki-Thurnherr et al.
[2013] beschrieben eine signifikante Zunahme von Zelltodraten bei Jurkat A,
welche Zellen einer humanen T-Lymphozyten-Zelllinie sind, nach Exposition mit 50
pg/ml ZnO-NP fur finf Stunden und mit 10 pg/ml fir 15 Stunden. Sie geben an,
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dass kirzere Exposition hauptsachlich Apoptose und langere NP-Behandlung
grof3tenteils Nekrose hervorruft. Die in vorliegender Studie prasentierten Daten
weisen auf keine direkte Korrelation zwischen Inkubationszeit und der Induktion
eines spezifischen Zelltodmechanismus hin. Apoptose und Nekrose scheinen eher
auch in frhen Stufen der Zytotoxizitat eine gleichwertige Rolle zu spielen. Pan et
al. [2007] testeten Gold-NP zwischen 0,8 und 15 nm auf ihre zellularen Effekte hin.
Hierbei zeigte sich, dass Partikel von 1,4 nm Nekrose hervorriefen, wéahrend 1,2
nm Partikel hauptséachlich Apoptose induzierten. Die Heterogenitat der
Zellltodmechanismen kodnnte durch unterschiedliche zellulare Reaktionen bei
individuellen Expositionsdosen aufgrund einer inhomogenen Losung des ZnO zu
erklaren sein. Auch die Uberlegung, dass die NP-Exposition in unterschiedlichen
Phasen des Zellzyklus stattgefunden haben kann, stellt einen Erklarungsansatz
hierflr dar [Wilhelmi et al., 2013].

Der Begriff Apoptose umfasst den Ablauf einiger sich gegenseitig regulierender
zellularer Mechanismen, die alle in letzter Konsequenz zur Aktivierung von
Caspasen, den Hauptmediatoren der Apoptose, fuhren. Die Bindung von
bestimmten Liganden fuhrt zur Auslosung der rezeptorvermittelten Apoptose. Nach
Rezeptorbindung wird Caspase-8 freigesetzt, die daraufhin die Effektor-Caspasen-
3, -6 und -7 aktiviert. Ist die Zelle oxidativem Stress ausgesetzt oder liegen
irreversible DNA-Schaden vor, wird der intrinsische Apoptoseweg aktiviert. Wie
auch beim ligandenvermittelten Zelltod kommt es dann zur Aktivierung der Effektor-

Caspasen, die den Zelluntergang einleiten.

Es wurde bereits gezeigt, dass es sowohl nach Behandlung mit TiO2-NP [Meena et
al., 2012] als auch mit ZnO-NP zu einem Anstieg der zellularen Apoptosemarker
p53, Bax und Caspase-3 kam [Akhtar et al., 2012]. Diese Beobachtung deckt sich
mit den in vorliegender Arbeit prasentierten Werten der PCR. Hier kam es zu einem
zeitabhangigen Anstieg der Caspase-3 Aktivitat. Interessanterweise fallt beim
vergleichenden Blick auf die Daten von PCR und FACS-Analyse auf, dass bereits
vor der Detektion der ersten apoptotischen Zellen in der Durchflusszytometrie ein
erhohtes Caspase-3 mMRNA-Level messbar war. Alarifi et al. [2013] zeigten, dass
die Caspase-3-Aktivitat in humanen Malignen Melanomzellen nach Inkubation mit

ZnO-NP fir 24 und 48 Stunden erhdht war. Vorliegende Daten zeigen, dass die
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Genexpression bereits nach einer Stunde Exposition mit 20 pg/ml ZnO-NP
angestiegen war, vermehrte Apoptose konnte bei dieser Konzentration erst nach

6 Stunden in der FACS-Analyse registriert werden.

Roy et al. [2014] zeigten in einer Western Blot Analyse, dass ZnO-NP neben
Caspase-3 auch die Aktivitat von Caspase-8 und -9 erhéhen, sodass man eine
Aktivierung sowohl des intrinsischen wie auch des extrinsischen Signalweges
annehmen kann. Weiterhin konnte Autophagie, ein von der Zelle selbst
eingeleiteter Abbauprozess, als Einfluss- und unterstitzender Faktor der Apoptose
nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen waren hier interessant, um den
Einfluss von Autophagie besser zu verstehen, inshesondere, ob Autophagie als
Kompensationsmechanismus gegen die Schadigung der Zelle der Apoptose
entgegenwirkt oder diese unterstutzt.

4.3.3 Mechanismen Nanopartikel-assoziierter Toxizitat

Verschiedene Faktoren werden als apoptoseauslosende Trigger im Rahmen NP-
assoziierten Toxizitat diskutiert. Haufig wird der Einfluss geltster Zink (Zn?*)-lonen
beschrieben [Fukui et al., 2012]. Nach Aufnahme der NP in die Zelle kommt es
rasch zu einer Dissolution der lonen und folglich einem Anstieg der zytosolischen
Zn%**-Konzentration. Kao et al. [2012] geben an, dass die Zunahme der
lonenkonzentration zu mitochondrialer Dysfunktion sowie einer Caspase-
Aktivierung und letztlich zur Apoptose der Zelle fihrt. Die erhohte Zn?*-
Konzentration stort die lonenhomdostase der Zelle, sodass es zu Unterbrechungen
des lonentransports sowie Stérungen des Aminosauremetabolismus kommen kann
[Sirelkhatim et al., 2015]. Ng et al. [2017] verglichen die Wirkung von Zn?*-lonen
mit der des entsprechenden NP-Anteils. Hierbei gaben sie an, dass die lonen allein
toxischer auf Zellen wirkten. Andere Studien konnten dies jedoch nicht bestétigen.
Beispielsweise argumentieren Moos et al. [2010], dass in ihrem Versuchsaufbau
ZnO-NP zwar rasch Zn?*-lonen in wassriges Medium abgaben, die resultierenden
Konzentrationen jedoch zu gering waren, um toxische Effekte auszulésen. Die in
vorliegender Studie prasentierten Daten wurden lediglich bei einem
exemplarischen Versuch erhoben. Es zeigte sich jedoch bei allen Konzentrationen

und Expositionszeitraumen die Tendenz, dass es nach Hinzufligen von ZnO-NP in
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Zellkulturmedium rasch zur Dissolution von Zn?*-lonen kam. Die
lonenkonzentration stieg konsekutiv mit zunehmender NP-Dosis und Zeit. Hierbei
muss bedacht werden, dass auf diese Weise lediglich extrazellulare Fraktionen
bestimmbar sind. Der Einfluss internalisierter Partikel und intrazellular geloster
lonen muss separat untersucht werden. Im MTT-Test konnte nach einstundiger
Inkubation von FaDu-Zellen mit dem Uberstand des Mediums, dem zuvor 20 ug/ml
ZnO-NP zwischen einer und 48 Stunden zugesetzt waren, keine Auswirkung auf

die Zellvitalitat registriert werden.

Ein weiteres Erklarungsmodell der NP-vermittelten Toxizitat liefern Huang et. al
[2010]. Sie argumentieren, dass es durch die Inkubation mit ZnO-NP zu einem
Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration kommt. NP scheinen sowohl
Calcium-Influx von extrazellular zu induzieren als auch die intrazellulare
Calciumhomoostase zu storen. Aufgrund der Hyperkalzamie werden verschiedene
enzymatische Reaktionen initiiert, die letztlich im Zelltod resultieren. In den meisten
Publikationen wird allerdings der Einfluss von oxidativem Stress als
verantwortlicher Hauptmechanismus fir die toxische Wirkung von ZnO-NP
hervorgehoben [Xiao et al., 2016]. Die in vorliegender Studie beschriebene zeitliche
Diskrepanz zwischen dem Anstieg der Caspase-3-Aktivitat und dem Auftreten
apoptotischer Zellen kdénnte womdglich auf diese Weise erklart werden. Die
Toxizitat konnte durch die Induktion von oxidativem Stress bedingt sein, der erst
durch die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale DNA-Schaden und letztlich Apoptose
hervorruft. Es ist bekannt, dass die mitochondriale Membran eines der ersten Ziele
aktivierter Caspasen ist. Eine Permeabilitatsanderung der Membran hat eine
Reduktion des zellularen ATP-Levels und letztlich die Produktion von reaktiven

Sauerstoffradikalen zur Folge [Ricci et al., 2004]

4.3.4 Beeinflussung des Zellzyklus

Es wurde schon berichtet, dass NP Zellwachstum und -proliferation hemmen
kbénnen [Sharma et al., 2012a]. Dies wird mit einer Arretierung des Zellzyklus in
verschiedenen Phasen in Zusammenhang gebracht. Liegen beispielsweise DNA-
Schaden in der Zelle vor, kann das Tumorsuppressorprotein p53 das Fortschreiten

des Zellzyklus inhibieren und Reparaturmechanismen oder Apoptose initiieren, um
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genomische Stabilitat zu gewéhrleisten [Farnebo et al., 2010]. Sowohl im
Zusammenhang mit Silber (Ag)- [AshaRani et al., 2009] als auch mit ZnO-NP in
humanen epidermalen Keratinozyten [Gao et al., 2016] wurde ein Arrest der
behandelten Zellen in der G2/M-Phase beschrieben. Dies stimmt mit den in dieser
Arbeit prasentierten Daten Uberein. Der Anteil an FaDu-Zellen in der G2/M-Phase
nahm mit steigender NP-Konzentration zu. Ein Arrest der Zellen am G2/M-
Kontrollpunkt kann mit dem Vorhandensein von DNA-Schaden assoziiert sein. So
wird vermieden, dass geschadigte Zellen in die Mitose eintreten und sich
infolgedessen Neoplasien entwickeln kdnnen [Pearce und Humphrey, 2001].
Interessant hierbei ist, dass andere Publikationen von einem Arrest der Zellen nach
Behandlung mit ZnO-NP in der GO/G1-Phase berichten [Ghosh et al., 2016; Pati et
al., 2016]. Wahrend Ghosh et al. Knochenmarkzellen von Mausen untersuchten,
verwendeten Pati und Kollegen eine Makrophagen-Zelllinie. Auch Gao et al.
verwendeten mit humanen epidermalen Keratinozyten keine malignen Zellen,
sodass dieser Unterschied nicht verantwortlich sein kann fur die variablen Effekte
auf den Zellzyklus. Verschiedene Zell-Generationszeiten kdmen als Ursache fiur die
Heterogenitat der Resultate in Frage. Hier kdonnten weitere Untersuchungen
sinnvoll sein, gerade hinsichtlich eines mdglichen Einsatzes der NP in der
Tumortherapie. Zellen in der spaten M- und G2-Phase gelten als radiosensitiver als
in anderen Zellzyklusphasen. Resistenz und Sensitivitat gegeniber Bestrahlung
korrelieren dabei mit der Formierung von Sulfhydrylgruppen in der Zelle. Diese
Gruppen fungieren als natirliche Strahlungsprotektoren und sind in der Regel in
der S-Phase am starksten ausgepragt [Mahmoudi et al., 2011].

4.3.5 Genotoxizitat durch oxidativen Stress

Von vielen physikalischen und chemischen Umweltstoffen, wie ionisierender
Strahlung oder UV-Licht, ist bekannt, dass sie DNA-Schaden hervorrufen kénnen
[Jackson und Bartek, 2009]. Das Hauptaugenmerk nanotoxikologischer Studien lag
bislang vor allem auf zytotoxischen Aspekten, sodass vergleichsweise wenige
Daten zu DNA-schéadigenden Eigenschaften von NP vorliegen. Genomschaden
kénnen bereits bei sub-zytotoxischen Konzentrationen auftreten und Ausldser

karzinogener Zelltransformation sein. Genotoxizitatsanalysen sind somit
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unerlasslich fur eine sichere Risikoevaluation. Es gibt wenige Studien, die
Genotoxizitat in vivo erfassen. Ghosh et al. [2016] detektierten DNA-Schéden in
Leberzellen von Mausen nach intraperitonealer Injektion von ZnO-NP. Auch eine
subakute orale Applikation von ZnO-NP in Mausen fiihrte zu nachweisbaren
genotoxischen Effekten in Leberzellen [Sharma et al., 2012b]. Die meisten
vorliegenden Daten zu mutagenen Effekte von NM basieren jedoch auf in vitro
Studien. Beispielsweise wiesen Uzar et al. [2015] NP-induzierte DNA-Schéaden in
der aus Ratten etablierten epithelialen Nierenzelllinie NRK-52E nach. Senapati et
al. [2015] verwendeten die Monozytenzelllinie THP-1. Im Allgemeinen werden bei
der Auswahl der Untersuchungsobjekte Zelllinien oft gegentber primaren Zellen
favorisiert, da eine geringere Anzahl repetitiver Experimente noétig ist, um
reprasentative Ergebnisse zu erhalten. Primare Zellen sind jedoch weder
immortalisiert noch transformiert, was entscheidende Vorteile flr den Vergleich mit
dem Ursprungsgewebe bringt. Eine Beispielarbeit mit primaren Zellen liegt von
Hackenberg et al. [2011b] vor, die DNA-Schdden in humanen
Nasenschleimhautzellen nach Behandlung mit ZnO-NP feststellen konnten. Auch
in primaren humanen epidermalen Keratinozyten wurden schon genotoxische
Effekte von ZnO-NP nachgewiesen [Sharma et al., 2011b]. In vorliegender Arbeit
wurden mit humanen BMSC ebenso priméare Zellen eingesetzt.

Zur Untersuchung des DNA-schadigenden Potenzials von ZnO-NP wurde der
Comet Assay durchgefiihrt. Bereits die Inkubation mit 5 pg/ml der Partikel fihrte im
Wilcoxon-Test zu einem statistisch signifikanten Anstieg des OTM-Wertes in BMSC
verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. Die Steigerung der Expositionsdosis
auf 10 und 15 pg/ml hatte eine entsprechende Zunahme des registrierten DNA-
Schadens zur Folge. Diese Konzentrationen lagen alle in einem Bereich, der noch
keine Zytotoxizitat zur Folge hatte. Die Thematik NP-induzierter Genotoxizitat wird
ahnlich kontrovers diskutiert wie die Zytotoxizitdt. Wahrend, wie bereits erwahnt,
viele Studien ebenfalls DNA-Schaden in Zellen nach Exposition mit ZnO-NP
registrierten, deklarieren andere die Partikel als nicht toxisch. Kwon et al. [2014Db]
testeten beispielsweise vier verschiedene Partikel unterschiedlicher Grof3e und
Ladung durch vier verschiedene genotoxikologiche Testverfahren in vitro an einer

Lungenfibroblastenzelllinie aus chinesischen Hamstern und in vivo an Leber- und
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Magengewebe von Ratten. Sie gaben an, keine statistisch signifikanten DNA-
Schaden festgestellt zu haben. Auch in diesem Zusammenhang muss auf die
auRerst beschrankte Vergleichbarkeit von nanotoxikologischen Studien verwiesen
werden. Es ist weder moéglich noch sinnvoll, exakte Toxizitadtsschwellenwerte zu
ermitteln. Die vielen Belege fur NP-Toxizitat sollten vielmehr Anlass fur weitere
Untersuchungen sein. In welchen Dosen Menschen im normalen Leben NP
ausgesetzt sind, ist schwer einschatzbar. Jedoch sind NP bereits jetzt als
Bestandteil von Cremes, Zahnpasta oder Lebensmittelverpackungen omniprasent.
Zudem gilt der Einsatz im Rahmen von Diagnostik und Therapie in der Medizin als
vielversprechend. Eine chronische Exposition mitunter auch gegeniber geringen
Konzentrationen erscheint demnach sehr wahrscheinlich und sollte dringend

intensiver hinsichtlich eines mutagenen Potenzials untersucht werden.

Trotz der Inkonsistenz publizierter Daten stimmt die mehrheitliche Meinung mit den
in vorliegender Arbeit gezeigten Ergebnisse zur Genotoxizitat Uberein. Hierzu gibt
die Publikation von Kwon et al. [2014a] einen Uberblick tiber relevante Studien.
Generell konnen zwei verschiedene Formen NP-induzierter Genotoxizitat
unterschieden werden. Einerseits konnen DNA-Schéden durch direkte Interaktion
von NP mit DNA auftreten, oder andererseits als indirekte Folge von oxidativem
Stress in der Zelle. Als oxidativen Stress bezeichnet man einen zellularen Zustand,
der durch hohe Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS = reactive
oxygen species) gekennzeichnet ist. Unter dem Begriff ROS werden Molekile mit
mindestens einem ungepaarten Elektron zusammengefasst. Dazu gehdren
beispielsweise Superoxid-Anionen (*O27) sowie Hydroxyl- (HO+) oder Peroxyl-
Radikale (ROz2¢). Erhohte intrazellulare ROS-Level kdnnen Schaden an Lipiden,
Proteinen oder der DNA in Form von Strangbrtichen, oxidativen Lasionen, Bildung
von Mikrokernen oder Schwesterchromatidaustausch hervorrufen [Schins und
Knaapen, 2007]. In physiologischem Zustand sind antioxidative Enzyme wie die
Superoxid-Dismutase und die Katalase sowie Radikalfanger wie Glutathion fur die
Einhaltung eines stabilen Redox-Gleichgewichts verantwortlich [Schieber und
Chandel, 2014]. ZnO-NP scheinen sowohl direkt ROS zu generieren als auch die
antioxidative Enzymakitivitat zu beeintrachtigen. Es entsteht ein Ungleichgewicht

zugunsten von Oxidantien, sodass die antioxidative Kapazitdt der Zellen
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Uberschritten wird. In der Folge resultieren DNA-Schaden und Apoptose [Alarifi et
al., 2013].

In vorliegender Arbeit wurde gezeigt, dass die Inkubation mit dem fpg-Enzym bei
allen Proben zu einer signifikanten Zunahme der DNA-Schaden fiihrte. Demnach
war auch bei Zellen, die zuvor nicht mit NP behandelt wurden, oxidative DNA-
Schadigung registrierbar. Dies konnte darauf zurlckzufihren sein, dass die
Kultivierung von primaren Zellen sowie die Trypsinisierung im Rahmen des
Versuchs zu einem geringen Grad oxidativen Stress in diesen hervorruft. Wilhelmi
et al. [2013] verwenden daher Afpg, die Differenz der Messwerte mit fpg und ohne
fpg, als MaR fur den Einfluss von oxidativem Stress auf den DNA-Schaden. Afpg
der OTM-Werte stieg in vorliegender Arbeit mit zunehmender NP-Konzentration,
was auf eine dosisabhangige Zunahme des oxidativen Stresses in der Zelle
hinweist. Oxidative DNA-Schéden stehen in enger Beziehung zu erhdhten ROS-
Leveln und gelten deshalb als einer der sensitivsten Marker fur das Vorliegen von
oxidativem Stress in der Zelle [Gerloff et al., 2012]. ROS induzieren vermutlich die
oxidative Degradation von Lipiden, verandern das Zellmembranpotential und
beeinflussen die Plasmamembranintegritéat. Als Folge der Membrandysfunktion
werden letzten Endes Zelltodmechanismen initiiert [Stark, 2005].

Die geschilderten Beobachtungen sind wohl mit der Annahme vereinbar, dass
oxidativer Stress mitverantwortlich ist fir die gezeigten genotoxischen Effekte von
ZnO-NP in humanen BMSC. Eine erweiterte Untersuchung von Biomarkern wie der
Lipidperoxidation, dem Glutathion Level oder der Aktivitat von Superoxiddismutase
und Katalase konnte neuerliche Kenntnisse uber den Einfluss von oxidativem

Stress im Zusammenhang NP-assoziierter Toxizitét liefern.

4.4 Ausblick

4.4.1 Einsatz von Nanopartikeln als Teil moderner
Tumortherapiestrategien

Seit Beginn der 1970er Jahre hat sich die Anzahl der Neuerkrankungen an
Malignomen in Deutschland beinahe verdoppelt. Dies kann unter anderem als
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Folge der demografischen Alterung der Bevolkerung angesehen werden [Robert
Koch-Institut, 2016]. Krebs stellt jedoch auch ein globales Problem dar, da die
Erkrankung bei vielen Betroffenen trotz des Fortschritts der medizinischen
Versorgung aufgrund spater Diagnosen und ineffizienter Therapie fatale Verlaufe
nimmt. H&aufig ist der Gebrauch verfugbarer Behandlungsmdglichkeiten wie
Chemo-, Radio-, Hormon- oder Immuntherapie durch Resistenzen,
Tumorheterogenitat oder biologische Grenzen limitiert. Grol3e Hoffnungen werden
daher in den Einsatz von Nanotechnologie zur Behandlung von
Tumorerkrankungen gelegt. Mit Hilfe von NM erscheint es méglich, neue Formen
zielgerichteter und effizienter Therapiestrategien mit weniger Nebenwirkungen

verglichen mit herkdmmlichen Methoden zu entwickeln [Ahmad et al., 2018].

Die Anwendung von NP ist in verschiedenen Bereichen der Tumordiagnostik und
-therapie denkbar. Beispielsweise kénnen sie als Biosensoren zur Diagnostik von
Malignomen eingesetzt werden. Solide Tumoren sind meist aufgrund einer
Uberstimulation proangiogener Signale hypervaskularisiert, wobei die GefaRe
keine normale Gefal3struktur aufweisen, sondern hochpermeabel sind. NP mit einer
GroRe von 10-200 nm konnen diese Blutgefal3e penetrieren und in der
Tumormasse akkumulieren, was eine genaue Detektion dieser ermdglicht [Danhier
et al., 2010]. Dank moderner nanotechnologischer Produktionsverfahren ist es
maoglich, die exakte Grofie von NP zu kontrollieren. Ebenso kénnen spezifische
Oberflachenmodifikationen vorgenommen werden, um die Zellspezifitdit und
Internalisierung von Therapeutika zu verbessern. Hierbei werden eine aktive und
eine passive Form der gezielten Pharmakotherapie unterschieden. Wéahrend die
aktive Form auf hochaffinen Ligand-Rezeptor-Interaktionen beruht [Fratoddi et al.,
2014], wird als passive Variante die bereits erwahnte Penetration und Retention in
neoplastischem Gewebe bezeichnet [Luo und Prestwich, 2002]. Peer et al. [2007]
beschreiben, dass viele Tumoren die Expression von Wachstumsfaktor-
Rezeptoren, wie beispielsweise ErbB2 in Mammakarzinomen, hochregulieren.
Diese Rezeptoren konnen selektiv mittels anti-ErbB2 Oberflachenantikdrpern
detektiert werden. Durch die Kopplung mit Chemotherapeutika kann somit eine
zielgerichtete Tumortherapie mit einem geringeren Nebenwirkungsprofil
gewabhrleistet werden. Weiterhin ermoglicht es den Einsatz von photo- und
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sonodynamischen Therapiemodalitaten. Halbleiter wie TiO2und ZnO kdénnen durch
UV-Licht und Ultraschallwellen angeregt werden, wodurch gezielt reaktive
Sauerstoffradikale im Gewebe erzeugt und antikarzinogene Effekte ausgelost
werden konnen [Bogdan et al., 2017]. Photokatalytischer Zelltod konnte so
beispielsweise bereits in vitro in PECA des Kopf-Hals-Bereichs nachgewiesen
werden [Hackenberg et al., 2010].

Zink ist als Spurenelement in den Ablauf vieler biomolekularer Prozesse involviert.
Steigt die intrazellulare Zn?*-Konzentration jedoch stark an, kommt es zum
Absterben der Zelle durch Apoptose. Demgegentber reagieren nachweislich vor
allem Tumorzellen sensibel. Die Induktion von Apoptose durch Zink in malignen
Zellen lasst an einen Einsatz von ZnO-Nanostrukturen als antitumoral wirksames
Mittel denken [Franklin und Costello, 2009]. Wiesmann et al. [2019] beschreiben,
dass die gezielte Akkumulation von ZnO-NP in einem Tumorgebiet eine
therapeutische Perspektive darstellt. Es kdme daraufhin zu einer Zink-Uberladung
mit selektiver Zellschadigung der malignen Zellen, das gesunde Gewebe bliebe
unbeschadigt. Die residualen NP konnten weiterhin einfach aus dem Korper
ausgeschieden werden. Die in vorliegender Arbeit prasentierten Daten zeigen,
dass NP-Konzentrationen, die signifikant zytotoxisch auf FaDu-Tumorzellen
wirkten, keinen Abfall der Zellvitalitat in BMSC auslosten. Hierbei muss jedoch
relativierend erwahnt werden, dass mit dem MTT-Test und dem
Trypanblauausschlusstest zwei verschiedene Toxizitatstests und Endpunkte zum
Einsatz kamen. Die Unterschiede waren jedoch so auffallig, um sie als Basis fur die
Annahme heranzuziehen, dass ZnO-NP einen anderen Einfluss auf Tumorzellen
haben als auf nicht-maligne Zellen. Die eindeutigen Ergebnisse hinsichtlich
genotoxischer Schaden bei sub-zytotoxischen Konzentrationen sollten dazu
anregen, die Anwendung von ZnO-NP als Tumortherapeutikum letztlich doch

kritisch zu hinterfragen.

4.4.2 Nanopartikel — Hoffnungstrager oder unterschéatztes
Gesundheitsrisiko?

NM sind allgegenwaértig. Wandfarben, Sonnencremes, Zahnpasta oder

Funktionskleidung sind nur wenige Beispiele flir Produkte, in denen NP verarbeitet



Diskussion 80

sind. Die Entwicklung neuer Erzeugnisse mit Inhaltsstoffen im Nanomalfistab
schreitet rapide voran und ermoglicht wie bereits geschildert Innovation auf vielen
Gebieten. FUr Verbraucher sind diese neuen Materialien oft schwer greifbar.
Mediale Kampagnen zur offentlichen Aufklarung Uber ,nano“ werden immer
haufiger initiiert. Das Bundesinstitut fur Risikobewertung veréffentlichte 2013
NanoMedia, eine Analyse der Medienberichterstattung zum Thema
Nanotechnologie 2008-2012. Darin wurde eine Reihe namhafter deutscher Tages-
und Wochenzeitungen hinsichtlich ihrer Berichterstattung zum Thema
Nanotechnologie ausgewertet. In mehr als 80 % der Artikel im angegebenen
Zeitraum wurde zumindest ein Nutzen genannt, wohingegen Risiken selten
thematisiert wurden [Bundesinstitut fur Risikobewertung, 2013]. Richtlinien fir den
Verbraucherschutz schienen lange Zeit dem Tempo neuer Entwicklungen nicht
folgen zu kdnnen. Erst seit dem Jahr 2013 sind NM erstmals in einer von der EU-
Kommission verfassten Verordnung bertcksichtigt. Laut dieser als Kosmetik-
Verordnung bezeichneten Regulierungen missen Kosmetika, die NM enthalten,
der EU-Kommission gemeldet werden. Zudem missen umfassende Informationen
Uber vorhersehbare Expositionsbedingungen, eine Schatzung der in Verkehr
gebrachten Mengen sowie das toxikologische Profil und Sicherheitsdaten vorgelegt
werden [Amtsblatt der Europaischen Union, 2009].

In vorliegender Arbeit wurden viele Daten prasentiert, die auf potenziell schadliche
Eigenschaften von NM hinweisen. Produkte mit Bestandteilen im Nanomaf3stab
haben bei Verbrauchern mittlerweile Einzug in das alltagliche Leben gefunden,
jedoch erscheinen eine Vielzahl an Fragen zu Gesundheits- und
Umweltvertraglichkeit sowie adaquaten Methoden der Risikoabschatzung
unbeantwortet. Vom Bundesinstitut fir Risikobewertung wird zum gegenwartigen
Zeitpunkt keine eindeutige Aussage dartber getroffen, ob von NM gesundheitliche
Risiken ausgehen. Ferner gibt es keine Empfehlungen zu verantwortungsvollem
Umgang mit so genannten ,Nanoabféllen, die Langzeitauswirkungen auf Natur
und Umwelt sind unbekannt. Um einen zuverlassigen Verbraucherschutz zu
gewabhrleisten, sind in Zukunft weitere intensive Forschungsaktivitaten vonnéten.
Weiterhin ist ein offener Dialog wichtig, um mogliche Risiken von NM in das

offentliche Bewusstsein zu ricken.



5 Zusammenfassung

Nanopartikel (NP) besitzen aufgrund der im Verhéltnis zum Volumen grof3en
Oberflache einzigartige physikochemische Charakteristika. Ihr verstérktes
katalytische Verhalten und eine hohe chemische Reaktivitat gelten als interessante
Grundvoraussetzungen fur einen multidisziplinar eingesetzten Werkstoff. NP sind
in zunehmendem MalRe neben industriellen Prozessen auch als Bestandteil von
Konsumprodukten vorzufinden. Sowohl in vitro als auch in vivo konnten bereits
schadliche Effekte auf humane Zellen nachgewiesen werden, sodass die
nanotoxikologische Forschung einen wichtigen Stellenwert im Umwelt- und
Verbraucherschutz einnimmt. Verschiedene zellbiologische Effekte von NP wurden
bereits diskutiert, die Datenlage prasentiert sich bislang jedoch speziell bezuglich
NP-assoziierter Toxizitdt uneinheitlich. Zinkoxid (ZnO) ist aktuell eines der am
haufigsten im Rahmen industrieller Produktionen eingesetzten NP. Ziel dieser
Arbeit war es daher, sowohl zyto- als auch genotoxische Effekte von ZnO-NP zu
analysieren und mogliche molekulare Prozesse zu untersuchen. Ein besonderes
Augenmerk sollte hierbei auf zeit- und dosisabhangige Dynamik sowie den
Unterschieden in malignen und nicht-malignen Zellen gelegt werden.

Eine toxikologische Testreihe bestehend aus MTT-Test, Annexin-V/ Propidiumiodid
FACS, Zellzyklusanalyse und Caspase-3-Aktivititsmessung wurde am Modell der
humanen Plattenepithelkarzinom-Zelllinie FaDu durchgefuhrt. Zudem wurden
humane mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks (BMSC) von 10
Spendern auf oxidative DNA-Schaden nach Exposition gegeniber ZnO-NP
untersucht. Im MTT-Test wurden zytotoxische Effekte in FaDu-Zellen nach 24-
stiindiger Inkubation mit NP-Konzentrationen zwischen 6 pg/ml und 50 pg/ml
evaluiert. Um eine exakte zeit- und konzentrationsabhéangige Differenzierung der
Induktion von Apoptose zu ermdglichen, wurden die Zellen fur 1, 3, 6, 12, 24 und
48 Stunden mit NP in den Konzentrationen 8, 10, 12, 16 und 20 pg/ml behandelt
und anschlieBend im Durchflusszytometer analysiert. In Analogie dazu wurde die
Aktivitat des Apoptose-Markerenzyms Caspase-3 zeitabhéngig durch quantitative
RT-PCR gemessen. Um mdgliche Einflisse auf das Proliferationsverhalten der

Zellen nachvollziehen zu kdnnen, wurde eine Zellzyklusanalyse nach 24-sttindiger-



Inkubation mit 4, 8, 10 und 12 pg/ml durchgefuhrt. Die Messung genotoxischer
Effekte erfolgte mit Hilfe des fpg-modifizierten Comet Assays an BMSC nach
Behandlung mit 5, 10 und 15 pg/ml ZnO-NP Uber 24 Stunden.

Im MTT-Test konnte bei allen getesteten Konzentrationen eine Reduktion der
Zellvitalitat festgestellt werden. Evidenz fur die Zytotoxizitat der ZnO-NP lieferten
auch zellmorphologische Verdnderungen, die lichtmikroskopisch bereits nach einer
Stunde Inkubationszeit sichtbar wurden. Die FACS-Analyse zeigte einen zeit- und
konzentrationsabhangigen Anstieg apoptotischer Zellen. Erhohte
Genexpressionswerte von Caspase-3, einem Schlisselenzym der Apoptose,
waren bereits nach einstundiger Inkubation mit 20 pg/ml messbar. Weiterhin wurde
die Tendenz eines Arrests der Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus beobachtet.
Diese Veranderungen waren jedoch statistisch nicht signifikant. Im Comet Assay
wurde ab 5 pg/ml ZnO-NP im Wilcoxon-Test eine signifikante DNA-Fragmentierung
bei BMSC im Vergleich zu unbehandelten Zellen registriert. Mit dem Einsatz des
fpg-Enzyms wurde der Versuch weiter sensitiviert. Hierdurch konnte oxidativer
Stress als Einflussfaktor auf die DNA-Schadigung nachgewiesen werden.

Die prasentierten Daten erlauben die Annahme, dass ZnO-NP in den eingesetzten
Konzentrationen zytotoxische Eigenschaften aufweisen sowie das Potenzial
besitzen, Apoptoseprozesse zu induzieren und Einfluss auf den Zellzyklus zu
nehmen. Ebenso scheinen sie in der Lage zu sein, relevante DNA-Schéaden
induzieren zu kénnen. Um eine realistischere Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf
den menschlichen Organismus zu ermoglichen, ware in zukunftigen Projekten der
Einsatz von in vivo Modellen erstrebenswert. Weiterhin waren auf Basis der
gewonnenen Daten weitere mechanistische Untersuchungen des genotoxischen
Potenzials von ZnO-NP interessant. Hierbei konnten einerseits andere
Testverfahren wie der Mikrokern-Test oder der Schwesterchromatidaustausch-
Test angewandt werden. Andererseits ware die Untersuchung von Glutathion-Level
oder Superoxiddismutase- und Katalaseaktivitat als Biomarker von oxidativem

Stress interessant.
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6 Anhang

6.1  Abklrzungsverzeichnis
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Tabelle 14: Werte der Einzelzellmikrogelelektrophorese ohne fpg-Enzym mit BMSC von
10 Patienten. Angabe von Mittelwert (Mean), Median und Standardabweichung (SD).

Kontrolle Zinkoxid-Nanopartikel
Patient 5pg/ml 10pg/ml 15pg/ml
OTM DT TL OTM DT TL OTM DT TL OTM DT TL
1 0.64 1.60 4385 | 097 222 5392 | 161 436 66.67 | 205 510 76.10
2 0.77 2.13 50.60 | 1.03 298 5751 | 114 331 5871 | 167 456 70.74
3 0.30 1.19 3534 | 077 277 4494 | 124 413 5503 | 230 586 70.29
4 0.71 1.97 4876 | 1.74 456 6715 | 097 271 5397 | 258 6.68 7441
5 0.36 1.43 36.14 | 065 280 3630 | 124 448 50.23 | 153 491 58.06
6 0.63 1.96 40.08 | 0.90 264 3891 | 097 289 4102 | 221 596 56.48
7 0.54 181 4386 | 1.37 500 5030 | 202 698 5245 | 206 6.81 54.00
8 0.51 1.29 4766 | 088 223 5570 | 1.37 375 6371 143 395 64.82
9 0.75 242 4240 | 150 449 5481 | 105 332 5182 192 550 6444
10 0.46 1.48 4037 | 114 302 5226 | 123 409 5060 | 194 538 6165
Mean 0.57 1.73 4291 | 1.09 327 5118 | 128 400 5442 | 197 547 6510
Median | 0.59 1.71 4313 | 1.00 289 5309 | 1.23 392 5321 | 199 544 6463
SD 0.15 0.38 4.85 033 097 865 | 031 115 6091 034 085 7.25

Tabelle 15: Werte der Einzelzellmikrogelelktrophorese mit fpg-Enzym mit BMSC von 10
Mittelwert (Mean), Median und Standardabweichung (SD).

Patienten. Angabe von

Kontrolle Zinkoxid-Nanopartikel
patient 5ug/ml 10ug/ml 15ug/ml
OTM DT TL OTM DT TL [ OTM DT TL [ OTM DT TL
1 171 484 6416 | 403 1053 8322 | 656 15.67 104.86| 6.76 14.69 107.99
2 184 511 6571 | 246 6.80 7058 | 442 1203 84.47 | 481 1250 90.98
3 0.58 1.99 39.13 1.38 474 4464 | 2.03 560 5552 | 283 895 56.19
4 191 507 68838 | 433 1087 89.18 | 531 1261 9845 | 540 11.93 96.00
5 057 251 3495 | 113 446 4912 | 1.92 753 5895 279 812 8322
6 141 436 5564 | 136 421 5558 | 1.22 390 5019 | 475 1175 72.90
7 229 699 5941 | 3.08 10.14 6039 | 3.17 10.04 6504 | 3.94 1245 66.93
8 071 195 4559 | 192 480 7040 | 1.80 570 6446 | 215 7.06 60.54
9 051 207 3873 | 145 513 4725 | 123 420 5098 | 257 7.40 61.87
10 071 245 4755 | 200 587 6483 | 259 7.60 6807 | 3.81 10.02 81.37
Mean 1.22 3.73 51.98 2.31 6.76 63.52 | 3.03 849 70.10 | 3.98 10.49 77.80
Median | 1.06 344 5160 | 1.96 550 6261 | 231 756 6475 | 3.88 10.88 77.14
SD 064 167 1176 | 1.09 256 1431 | 173 375 1838 | 1.38 242 16.18
Tabelle 16: Werte der quantitativen RT-PCR. Angegeben ist der fold change.
Kontrolle Inkubation mit 20ug/ml Zinkoxid-Nanopartikeln
1h 3h 6h 12h 24h 48h
Versuch
1 1.02 1.39 1.71 2.06 2.62 1.83 2.49
2 1.03 1.27 1.52 1.67 1.23 1.93 2.51
3 1.01 1.18 1.45 1.69 1.52 1.95 2.00
4 1.04 1.38 1.72 2.06 1.93 3.03 4.69
Mean 1.02 1.31 1.60 1.87 1.83 2.19 2.92
Median 1.02 1.33 1.62 1.87 1.72 1.94 2.50
SD 0.01 0.09 0.12 0.19 0.52 0.49 1.04
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Tabelle 17: Werte des MTT-Test. Angegeben ist der Anteil vitaler Zellen in [%] zur

Negativkontrolle.

Kontrolle Zinkoxid-Nanopartikel
Versuch Opg/ml 6ug/ml | 8ug/ml | 10ug/ml | 12ug/ml | 16ug/ml | 20ug/ml | 50ug/ml
1 100.00 85.05 88.02 83.14 82.61 64.03 52.07 11.13
2 100.00 87.78 90.52 84.85 84.56 63.34 53.47 11.14
3 100.00 87.78 89.62 85.55 85.45 64.33 55.00 10.86
4 100.00 90.34 91.72 83.25 86.60 66.50 55.27 11.33
5 100.00 88.64 92.79 85.87 87.35 67.04 55.83 11.36
6 100.00 90.77 93.00 87.02 89.05 65.34 57.71 11.56
7 100.00 88.02 89.29 85.30 85.39 66.80 54.92 11.10
8 100.00 89.00 90.29 84.94 88.21 26.03 56.00 11.30
9 100.00 98.70 91.40 82.21 37.22 27.67 16.96 5.65
10 100.00 100.67 94.56 85.11 38.78 27.17 18.00 5.56
11 100.00 100.22 92.17 87.07 38.04 26.74 17.61 5.43
12 100.00 99.15 91.65 84.04 37.63 26.11 16.60 5.29
13 100.00 95.54 90.47 84.56 36.89 26.58 16.79 5.28
14 100.00 96.52 90.82 85.44 37.66 26.55 17.19 5.49
15 100.00 96.18 89.15 83.78 36.98 26.31 16.84 5.37
16 100.00 95.58 90.65 83.04 37.00 47.40 15.21 5.34
17 100.00 89.80 85.14 72.02 59.65 50.53 18.11 6.83
18 100.00 94.37 79.19 68.37 64.44 52.18 19.64 7.22
19 100.00 95.10 81.15 68.58 65.07 52.42 20.02 7.24
20 100.00 85.18 82.28 68.74 65.63 57.85 20.52 7.30
21 100.00 105.04 78.34 77.17 71.66 53.90 22.37 8.08
22 100.00 97.37 83.21 70.69 67.29 56.78 20.75 7.68
23 100.00 92.47 90.15 74.97 73.81 56.36 22.25 8.11
24 100.00 98.28 87.63 72.51 69.99 21.99 21.99 8.02
Mean 100.00 93.65 88.47 80.34 63.62 46.66 30.88 8.07
Median 100.00 94.74 90.22 83.52 66.46 52.30 20.63 7.49
SD 0.00 5.27 4.41 6.49 20.19 16.74 17.20 241

Tabelle 18: Werte der Zellzyklusanalyse. Angegeben ist der Anteil der Zellen in [%].

Kontrolle Zinkoxid-Nanopartikel

Versuch 4ug/ml 8ug/ml 10ug/ml 12ug/ml
G0/Gl S G2M|GO/GLI S G2M|GO/GI S G2M([GO/GI S G2M|[GO/GL S G2IM
1 425 122 453 | 439 137 424 | 429 124 447 | 397 122 481 | 277 17 553
2 499 99 402 | 495 118 387 | 468 131 401 | 47 143 387 | 299 149 552
3 488 115 397 | 452 126 422 | 521 123 356|361 113 526 | 296 148 556
Mean 471 112 417 | 462 127 411 | 473 126 401 | 409 126 465 | 291 156 554
Median | 48.8 115 402 | 452 126 422 | 468 124 401 | 397 122 481 | 296 149 553
SD 33 10 25 [ 24 08 17 38 04 37 |45 13 58| 10 10 02
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Tabelle 19: Werte der Annexin-V/Propidiumiodid-FACS-Analyse. Angegeben sind die

vitalen Zellen in [%)].
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