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1 Einleitung

1.1 Nanopartikel und Drug Targeting

Ein Nanopartikel, auch Nanoteilchen oder Nanoobjekt genannt, ist definiert als ein Ma-
terial mit einer, zwei oder drei Aulienabmessungen, welche im Nanomal3stab, das heifl3t
in einem Grélenbereich von 1 nm bis 100 nm, vorliegen. Somit werden Nanopartikel
einzig Uber ihre GrdlRe und nicht Uber ihre chemische Beschaffenheit definiert. Nanopar-
tikel kdnnen aus einem einzigen Element oder aus Verbindungen, sowie aus organi-
schem oder anorganischem Material bestehen (DaNa, 0.J.-b). Es gibt Nanopartikel die
natirlich vorkommen und solche die kiinstlich hergestellt werden, sei es durch gezielte
Synthese oder als ungewolltes, vielleicht sogar unerwiinschtes Nebenprodukt. So ent-
stehen naturliche Nanopartikel beispielsweise bei Vulkanausbriichen oder bei Waldbran-
den. Zudem kommen in der Natur auch sehr feine Sandkérner vor, die aufgrund ihrer
Grolie den Nanopartikeln zugeordnet werden. Kinstlich hergestellte Nanopartikel ent-
stehen beispielsweise als Nebenprodukt bei Verbrennungsmotoren. Doch Nanopartikel
werden auch gezielt synthetisiert, um sich ihre besonderen Eigenschaften zunutze zu
machen. Was die Nanopartikel so besonders macht, ist ihre groRe Oberflache bei klei-
nem Volumen. Ein Nanopartikel besteht aus wenigen bis mehreren tausend Atomen,
von denen sich eine Vielzahl an der Oberflache des Nanopartikels befindet. Diese ober-
flachlichen Atome besitzen in Ermangelung ausreichender Nachbar-Atome viele unge-
sattigte Bindungen und haben daher eine erhdhte Bereitschaft Bindungen mit anderen
Substanzen einzugehen. Dies birgt viele potenzielle Anwendungsmoglichkeiten. Jedoch
kénnen dadurch auch neue Materialeigenschaften entstehen, welche das gleiche Mate-
rial in gréRerer Form nicht besitzt. Dies kann sich auch auf veranderte toxikologische
Eigenschaften der Nanopartikel beziehen, gegebenenfalls kann so eine héhere Toxizitat
entstehen. Kommt der Mensch in Kontakt mit Nanopartikeln, kénnen diese auf verschie-
denen Wegen in den menschlichen Organismus gelangen. Inhaliert gelangen Nanopar-
tikel bis in die Alveolen der Lunge und kdnnen von dort aus in den Blutkreislauf eintreten.
Werden Nanopartikel oral aufgenommen, dann ist es moglich, dass sie im Magen-Darm-
Trakt in die Lymphe oder in den Blutkreislauf tibertreten. Uber die intakte Haut konnte
bisher keine Aufnahme von Nanopartikeln in den menschlichen Organismus hachgewie-
sen werden. Haben Nanopartikel es bis in den Blutkreislauf geschafft, dann kdnnen sie
sogar die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden (Béhmert et al., 2017; Gazs6 & Haslinger,
2014).

In der Medizin zeigen Nanopartikel gro3es Potential fir das Drug Targeting. Unter Drug
Targeting versteht man eine zielgerichtete selektive Medikamentenanreicherung und

-wirkung in einem Zielorgan oder Zielgewebe, unabhangig davon wo und wie das Medi-



kament appliziert wurde. Idealerweise wirde am Zielort eine hohe lokale Medikamen-
tenkonzentration entstehen, wahrend im restlichen Kérper nur minimale Mengen des
Medikaments nachweisbar waren, was auch die systemischen Nebenwirkungen des Me-
dikaments reduzieren wiirde. Dies kdnnte einen entscheidenden Vorteil gegentber der
herkdmmlichen systemischen Medikamentenapplikation darstellen, die an folgende Li-
mitationen gebunden ist: gleichmagige Verteilung des Medikaments tber den gesamten
Korper, fehlende Affinitat des Medikaments zum gewunschten Wirkort, Notwendigkeit
der Verabreichung hoher Dosen des Medikaments um am gewinschten Wirkort lokal
ausreichend hohe Konzentrationen zu erreichen und unerwtinschte Wirkungen des Me-
dikaments durch die hohe Dosierung und Verteilung tber den gesamten Korper. Beim
Drug Targeting wird versucht diese Limitationen durch verschiedene Strategien zu um-
gehen. Die einfachste Methode eine lokale Medikamentenwirkung zu erreichen, ist die
lokale Applikation des Medikaments. Dies ist jedoch nicht bei jeder Erkrankung durch-
fuhrbar, sodass weitere Strategien benétigt werden, um auch bei einer intravendsen
Gabe eines Medikaments eine lokale Anreicherung zu erzielen. Ein Ansatz nutzt die er-
hdhte GefaRpermeabilitat, welche in Tumoren, entziindetem Gewebe oder hypoxischen
Arealen vorliegt. Medikamente, gebunden an eine Tragersubstanz, damit sie nicht vor-
zeitig abgebaut werden, kénnen an solchen Stellen spontan aus den GeféalRen in das
Interstitium austreten, dort akkumulieren, sich von ihrer Tragersubstanz I6sen und ihre
Wirkung lokal entfalten. Ein weiterer Ansatz macht sich abweichende Temperaturen und
oder pH-Werte an bestimmten Zielorten zunutze. Dabei wird ein Medikament an eine
Tragersubstanz gebunden, welche das Medikament nur an Orten mit einer bestimmten
Temperatur und oder einem bestimmten pH-Wert frei gibt. Tumore und entziindete Ge-
webe weisen meist einen saureren pH-Wert und eine héhere Temperatur auf, als der
restliche Korper und kénnten daher als Zielort solcher Medikamente in Frage kommen.
In einem anderen Ansatz werden Medikamente an ferromagnetische Tragersubstanzen
gebunden. Nach intraventser Gabe konnte die Verteilung des Medikaments durch ein
extrakorporal angelegtes Magnetfeld gesteuert werden. Und zuletzt kdnnten Medika-
mente auch an bestimmte Molekile gebunden werden, welche eine hohe Affinitat fur
bestimmte Oberflachenantigene von Zellen in einem Zielgewebe besitzen und die Medi-

kamente dorthin transportieren kénnten (Torchilin, 2000).

Was die Nanopartikel fiir das Drug Targeting so interessant macht, ist ihre grol3e reakti-
onsfreudige Oberflache, an der Medikamente gut gebunden werden kdnnen. Je nach Art
und Beschaffenheit der Bindung kénnen die Nanopartikel das Medikament nur unter be-
stimmten Bedingungen, wie sie beispielsweise in einem Tumor oder in entziindetem Ge-

webe vorliegen, lokal abgeben. Die Medikamente entfalten dann ihre Wirkung haupt-



sachlich am Abgabeort und nicht im restlichen Korper. Dadurch kénnten hohe Konzent-
rationen am Wirkort erzielt werden und gleichzeitig die systemischen Nebenwirkungen
verringert werden. Zudem kénnten auf Nanopartikel aufgeladene Medikamente in
Raume vordringen, die vorher fir sie unerreichbar waren. So kénnten sie beispielsweise
die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden oder auch in eine Zelle oder sogar einen Zellkern
eintreten. Am Zielort angekommen lésen sich die aufgeladenen Medikamente idealer-
wiese von den Nanopartikeln und entfalten ihre Wirkung konzentriert an Ort und Stelle.
Da die Verwendung der Nanopartikel als Tragersubstanz fir Medikamente einen grofRen
potentiellen Nutzen verspricht, bleibt die Frage zu kléaren, ob die Nanopartikel selbst si-
cher in der Anwendung sind oder ob sie fir den Menschen ein gesundheitliches Risiko
darstellen (De Jong & Borm, 2008).

In dieser Arbeit wurden die Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid untersucht. Sie zei-
gen unter anderem als Tragersubstanzen fir das Drug Targeting Potenzial und werden

in den folgenden beiden Kapiteln vorgestellt.

1.2 Graphen Nanopartikel

Graphen ist eine relativ neu entdeckte Substanz, die 2004 erstmals gezielt aus Graphit
hergestellt wurde. Grol3eren Bekanntheitsgrad erlangte Graphen im Jahr 2010, als
Andre Geim und Konstantin Novoselov den Nobelpreis fur Physik fir die Erforschung
der Eigenschaften von Graphen verliehen bekamen. Graphen besteht aus Kohlenstoff-
atomen, die in einem zweidimensionalen Gitter hexagonal zueinander angeordnet sind.
Graphen wird den Kristallen zugeordnet und ist der einzige bekannte zweidimensionale
Kristall. Kohlenstoff (C) gehdrt neben Wasserstoff (H), Sauerstoff (O) und Stickstoff (N)
zu den vier wichtigsten Elementen der belebten Natur, welche beim Menschen zusam-
mengenommen etwa 96% der Kérpermasse ausmachen. Diese vier Elemente werden
daher auch Grundelemente genannt. Aber auch in anorganischer Materie ist Kohlenstoff
vertreten. Gebunden in Molektlen ist Kohlenstoff beispielsweise als Bestandteil von
Erdoél, Erdgas und Kohle anzutreffen. In reiner elementarer Form liegt Kohlenstoff als
Graphit oder Diamant vor. Zur Herstellung von Graphen wird Graphit benétigt. Graphit
besteht im Grunde aus Millionen von Ubereinandergeschichteten Graphen-Lagen, die
durch relativ schwache Bindungen aneinandergehalten werden. Zieht man eine solche
Lage vom Graphit ab, was im einfachsten Fall mit einem Klebeband geschieht, erhalt
man Graphen. Die meisten von uns werden Graphen bereits versehentlich hergestellt
haben, ohne sich dessen Uberhaupt bewusst zu sein. Schreibt man mit einem Bleistift
mit einer Graphit-Miene auf Papier, entsteht beim Abrieb des Graphits auch etwas Gra-

phen. Mittlerweile gibt es verschiedene Méglichkeiten Graphen auch in groRerem Mal3-



stab industriell herzustellen. Was Graphen so besonders macht, ist seine hohe Flexibili-
tat bei gleichzeitig enormer Reisfestigkeit. Zudem zeigt es einzigartige elektrische Eigen-
schaften, da sich Elektronen in Graphen fast ohne Widerstand mit enorm hohen Ge-
schwindigkeiten bewegen kénnen. Durch die besonderen Eigenschaften von Graphen
ist eine Anwendung zur Herstellung von neuartigen Computer-Chips, transparenten
Touchscreens oder Solarzellen, sowie zur Herstellung von Materialien, die sowohl leicht
und elastisch als auch robust und widerstandsfahig sind, denkbar. Auf der Grundlage
von Graphen kdnnen auch weitere neue Substanzen synthetisiert werden, von denen
Graphenoxid (GO) zu den bekanntesten gehort. Graphenoxid ist im Gegensatz zu Gra-
phen wasserloslich (Geim & Novoselov, 2010; Muller-Esterl et al., 2018a; Novoselov et
al., 2012; ROMpp-Redaktion & Balgar, 2010).

In der Medizin bieten sich fir Graphen Nanopartikel vielversprechende Anwendungs-
mdglichkeiten (Hoseini-Ghahfarokhi et al., 2020). Graphen und seine Derivate wie Gra-
phenoxid (oxidiertes Graphen) oder PEGyliertes Graphenoxid (mit Polyethylenglycol
(PEG) konjugiertes Graphenoxid) zeigen grofl3es Potential fir das Drug Targeting. Auf-
grund seiner zweidimensionalen, eine Atomlage dicken Struktur haben Graphen und
seine Derivate sehr gro3e Oberflachen im Vergleich zu ihrem Volumen und kénnen bis
zu 200% ihrer eigenen Masse an Medikamenten binden und transportieren. Zudem be-
sitzt Graphen eine hohe chemische und mechanische Stabilitdt, wodurch Graphen ver-
schiedensten Umweltbedingungen standhalten kann. Graphen ist einfach zu modifizie-
ren und kann mit neuen funktionellen Gruppen versehen werden, durch die eventuell

auch die Biokompatibilitdt von Graphen verbessert werden kdnnte (Wang et al., 2017).

So konnte beispielsweise Graphenoxid bereits erfolgreich mit Doxorubicin, einem in der
Tumortherapie verwendeten Medikament, beladen werden. Es zeigte sich, dass die Bin-
dung zwischen Graphenoxid und Doxorubicin pH-abhéngig ist und Doxorubicin vor allem
bei sauren pH-Werten, wie sie auch in Tumorgeweben vorherrschen, wieder freigesetzt
wird. Auf diese Weise kdnnte Doxorubicin gezielt in Tumorgewebe transportiert und dort

freigesetzt werden (Depan et al., 2011).

Eine weitere fir die Medizin interessante Eigenschaft von Graphen ist seine Fahigkeit
zur Adsorption anderer Stoffe. Diese Eigenschaft machte es fur die Aufbereitung von
Abwasser hoch interessant (EI-Maraghy et al., 2020). In den Abwassern der pharmazeu-
tischen Industrie und in den Abwassern von Krankenhdusern fallen Antibiotika an, wel-
che Gefahren fir Mensch und Umwelt darstellen. Eines der gréfdten Probleme dabei ist
die Entstehung neuer Antibiotikaresistenzen (Kiimmerer, 2003). Um dem vorzubeugen,

sind neue Ansatze gefragt, um Antibiotika aus Abwassern zu entfernen. Graphenoxid



beispielsweise, zeigt Potential Levofloxacin aus Abwéssern heraus zu filtern. Daftr wur-
den hauchdiinne Graphenoxid-Blatter mit einer Starke von 5 nm verwendet (EI-Maraghy
et al., 2020).

Doch das vielseitige Material Graphen hat noch ganzandere Anwendungsmaglichkeiten.
So sind unter anderem Graphen enthaltende Kontaktlinsen mit verschiedensten Anwen-
dungsmaoglichkeinen in Entwicklung. Der Vorteil von Graphen besteht hierbei unter an-
derem in seiner Transparenz, welche fir Kontaktlinsen von entscheidender Bedeutung
ist (Dennyson Savariraj et al., 2021). Es sind Kontaktlinsen in der Forschung, welche
mittels auf Graphen basierenden Strukturen den intraokularen Druck und auch den Blut-
zucker messen konnen (Kim et al., 2017). Zudem sind Kontaktlinsen zur okularen Medi-
kamentenapplikation in Entwicklung. Der Vorteil gegentiber Augentropfen besteht in ei-
ner konstanten und langer andauernden Medikamentenabgabe ins Auge. Dabei wurden
Kontaktlinsen entwickelt, bei denen Graphenoxid als Tragersubstanz fur das Antimyko-
tikum Voriconazol verwendet wird, zur Behandlung von Pilzinfektionen der Augen
(Huang et al., 2016).

1.3 Siliciumdioxid Nanopartikel

Siliciumdioxid (SiO,) ist ein Oxid des Siliciums. Elementares Silicium (Si) gehort zu den
Halbmetallen und ist in der vierten Hauptgruppe des Periodensystems zu finden. Mit
einem Anteil an der Erdkruste von etwa 26,3% ist Silicium nach Sauerstoff das am zweit-
haufigsten vorkommende Element auf der Erde. Der Grofteil des Siliciums ist in anor-
ganischen Materialien enthalten und nur in Spuren in pflanzlichen oder tierischen Orga-
nismen vertreten. Dabei stellt Siliciumdioxid als das wichtigste Oxid des Siliciums, die
haufigste anorganische Verbindung der Erde dar. Der aus kristallinem Siliciumdioxid be-
stehende Quarz ist Hauptbestandteil von Sand und Bestandteil von Gesteinen wie Granit
und Sandstein. Dabei kommen Quarz-Sandkdrner sogar im Nanomalfistab nattrlich vor.
Opale bestehen aus amorphem nicht-kristallinem Siliciumdioxid. Fir den Menschen
zahlt Silicium zu den Spurenelementen, zu Elementen die jeweils weniger als 0,01% der
Biomasse eines Menschen ausmachen. Bisher konnte nicht nachgewiesen werden, ob
Silicium essenziell fir den menschlichen Organismus ist, jedoch wird Silicium und auch
Siliciumdioxid als Nahrungsergé&nzungsmittel eingesetzt (Krug & Hartmann-Schreier,
2016; Muller-Esterl et al., 2018a; Sitzmann et al., 2020).

In der Medizin ist Siliciumdioxid vor allem in Zusammenhang mit der Silikose bekannt.
Durch das Einatmen von Quarzstaub, bestehend aus kristallinem Siliciumdioxid, kommt
es in der Lunge zu einer Entziindungsreaktion und infolgedessen zur einer Lungen-

fibrose. Dabei sind nur Quarz-Partikel kleiner 5 um (Feinstaub) relevant, da sie klein



genug sind, um bis in die Alveolen vorzudringen. Die Silikose ist in erster Linie eine Be-
rufskrankheit. Betroffen sind vor allem die Glas-, Keramik-, Metall-, Porzellan- und Stein-
bruchindustrie. Praventiv konnen Schutzmasken getragen werden (Herold & Mitarbeiter,
2020). Auch Siliciumdioxid Nanopartikel konnen aufgrund ihrer Gré3e bis in die Alveolen

der Lunge gelangen.

Dahingegen wurde das amorphe Siliciumdioxid als unbedenklich eingestuft und findet
Verwendung als Zusatz in Kosmetika, Kunststoffen, Gummi, Farben, Klebstoffen, La-
cken und Autoreifen. Zudem sind amorphe Siliciumdioxid Nanopartikel als Lebensmittel-

zusatzstoff zugelassen (DaNa, 0.J.-a).

In der Medizin zeigen Siliciumdioxid Nanopartikel Potenzial fir das Drug Targeting. Da-
bei scheinen vor allem mesopordse (mit einem Porendurchmesser von 2 nm bis 50 nm
(Chemie.de, 0.J.)) Silicium Nanopartikel aufgrund ihrer Poren-Struktur besonders gut

geeignet zu sein (She et al., 2018).

Ein potenzielles Anwendungsgebiet liegt in der Lokalan&sthesie. Es wird an Silicium Na-
nopartikeln als Trager fur Tetrodotoxin, einem Lokalanasthetikum mit hohem Nebenwir-
kungspotential bei hdherer Dosierung, geforscht. Tetrodotoxin ist hydrophil und kann
daher auf Lipiden basierende Membrane im Korper nicht Giberwinden. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass Silicium Nanopartikel Tetrodotoxin binden und bei Injektion in
Mause in deren periphere Nerven transportieren kénnen. Dadurch kann eine héhere lo-
kale Wirkung bei gleichzeitig geringerer Dosis und somit eine Vermeidung der Neben-
wirkungen durch das Anasthetikum erreicht werden. Auch andere Lokalanasthetika
koénnten auf diese Wiese verabreicht werden (Liu et al., 2018). In einer anderen Arbeit
wurden THC und ARA290, welche analgetisch und antiphlogistisch wirken, an mesopo-
rése Silicium Nanopartikel gekoppelt und in entziindetes Gewebe injiziert. Dort konnte
eine lokale Freisetzung und Wirkung der Substanzen beobachtet werden. Dies kdnnte
neue Mdoglichkeiten in der Therapie neuropathischer Schmerzen schaffen (Xie et al.,
2016).

Aber auch in der Onkologie gibt es vielversprechende Ansatze mit mesoporodsen Silicium
Nanopartikeln (Zhang et al., 2017). So wurden beispielswiese mesopordse Silicium Na-
nopartikel an Antikdrper, welche gegen ein bestimmtes Tumorantigen gerichtet sind, ge-
bunden. Anschliel3end wurden die Nanopartikel mit Doxorubicin beladen. Diese Verbin-
dung wurde M&usen vengs verabreicht und reicherte sich aufgrund des Antikdrpers an
Tumorzellen mit dem entsprechenden Antigen an. Dort kam es dann zur Redox-abhan-
gigen Freisetzung von Doxorubicin aus den Silicium Nanopartikeln. Ein Ansatz der durch
die zuséatzliche Kopplung an den Antikdrper eine hohe Zielgenauigkeit der Medikamen-

tenapplikation verspricht (Chen et al., 2020).
10



1.4 Zellzyklus, Apoptose und Nekrose

Da in dieser Arbeit mit Zellkulturen gearbeitet und toxikologische Untersuchungen durch-
geflhrt wurden, wird an dieser Stelle auf den Zellzyklus und die Mechanismen des Zell-
tods eingegangen. Der Zellzyklus lasst sich in vier Phasen einteilen: G1-Phase (Gap 1),
S-Phase (Synthese), G2-Phase (Gap 2) und M-Phase (Mitose). Die G1-Phase, S-Phase
und G2-Phase werden zusammen auch als Interphase bezeichnet. In der G1-Phase
wachst die Zelle und synthetisiert Proteine. Ist die Zelle ausreichend gewachsen, befin-
det sich noch freier Platz neben der Zelle und wird sie durch Wachstumsfaktoren stimu-
liert, tritt sie in die nachste Phase des Zellzyklus ein. Daftr muss sie allerdings einen
Kontrollpunkt tberwinden, den sogenannten G1/S-Restriktionspunkt. Hier wird Uber-
pruft, ob die Desoxyribonuklein-saure (DNA) intakt ist. Nur wenn keine DNA-Schaden
vorliegen, kann die Zelle in die S-Phase eintreten. In der S-Phase wird nun die DNA
verdoppelt, um spéater gleichmafiig auf die zwei entstehenden Tochterzellen aufgeteilt
werden zu kdnnen. Im Anschluss tritt die Zelle in die G2-Phase ein, in der sie sich auf
die Zellteilung vorbereitet und alle dafiir bendtigten Proteine synthetisiert. Am Ende der
G2-Phase muss erneut ein Kontrollpunkt Gberwunden werden, der G2/M-Restriktions-
punkt, bei dem die Vollstandigkeit und Fehlerlosigkeit der DNA-Replikation Uberprift
wird. Werden Fehler entdeckt, hat die Zelle jetzt noch die Mdglichkeit diese zu beheben.
AnschlieRend tritt die Zelle in die M-Phase ein. In der M-Phase erfolgt mit der Mitose die
Aufteilung in zwei Tochterzellen. Die Mitose wird noch weiter unterteilt in Prophase, Pro-
metaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase. Hierbei gibt es einen weiteren Kon-
trollpunkt, bei dem Gberprift wird, ob sich die Chromosomensatze in der Mitosespindel
korrekt aufgeteilt haben. Sobald die Teilung abgeschossen ist, starten die Tochterzellen
selbst wieder mit der G1-Phase. Manche Zellen verlassen allerdings die G1-Phase nicht
mehr und horen auf sich zu teilen. Sie sind enddifferenziert und kommen ihrer jeweiligen
Funktion fur den Gesamtorganismus nach. In diesem Fall spricht man von einer GO-
Phase. Doch keine Zelle lebt ewig und irgendwann tritt bei einer jeden der Tod ein. Dies
kann Uber zwei verschiedene Mechanismen geschehen. Zellen kénnen durch Nekrose
oder durch Apoptose sterben. Unter Nekrose versteht man den Tod der Zelle aufgrund
einer Funktionsstorung durch eine L&sion. Die Lasion stort das osmotische Gleichge-
wicht der Zelle, diese schwillt an und platzt. Es bleiben Zelltrummer zuriick. Die dabei
freigesetzten Enzyme I6sen eine Entziindungsreaktion aus und locken Makrophagen an,
welche die Uberreste der Zelle phagozytieren. Die Nekrose kann man auch als unfrei-
willigen Tod der Zelle bezeichnen, der durch Verletzung verursacht wird. Dahingegen
wird die Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, zielgerichtet ausgeldst, um
nicht mehr bendtigte Zellen oder Zellen mit beschadigter DNA zu entfernen. So kbénnen

beispielsweise alte Blutzellen ausgemustert werden oder mutierte Zellen zum Schutz
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des restlichen Organismus beseitigt werden. Dabei zersetzt sich der Zellkern, die Zelle
schrumpft und teilt sich in freie Vesikel mit intakter Zellmembran auf, welche durch Mak-
rophagen phagozytiert werden kénnen. Somit werden keine Zellinhalte freigesetzt und
deshalb wird auch keine Entziindungsreaktion ausgelost. Am Vorgang der Apoptose
sind unter anderem die beiden Proteine Bax und Caspase-3 beteiligt, die an dieser Stelle
hervorgehoben werden, da sie im Rahmen dieser Arbeit als Apoptose-Marker bestimmt
wurden. Die Apoptose kann von der Zelle selbst tiber den intrinsischen Apoptoseweg
oder durch externe Signale tber den extrinsischen Apoptoseweg eingeleitet werden. Der
intrinsische Apoptoseweg wird unter anderem durch von der Zelle festgestellte irrepa-
rable Schaden ihrer eigenen DNA eingeleitet. Es kommt zum Anstieg des Tumorsupp-
ressors p53. Durch p53 wird die Expression des Bax Gens induziert, infolgedessen
kommt es zum Anstieg des Bax Proteins. Normalerweise liegt Bax als proapoptotisches
Protein zusammen mit Bcl-2 als antiapoptotisches Protein in Homdostase in der aufl3eren
Mitochondrienmembran vor. Durch die Hochregulation von Bax Uberwiegen die
proapoptotischen Signale. Dadurch kommt es zur Freisetzung von Cytochrom c aus den
Mitochondrien. Ins Zytosol freigesetzt bewirkt Cytochrom c eine Aktivierung von
Caspase-9, welche daraufhin Caspase-3 aktiviert, welche schlussendlich die Apoptose
ausldst. Der extrinsische Apoptoseweg wird durch Bindung von Liganden an die in der
Zellmembran sitzenden Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNF-Rezeptoren) eingeleitet,
kann aber auch durch den Entzug von Wachstumsfaktoren ausgelost werden. Dies I6st
eine Kette an Reaktionen aus, die schliel3lich ebenfalls in einer Caspasen-Kaskade unter
anderem mit der Aktivierung von Caspase-3 gipfelt. Somit hat jede Zelle, falls sie nicht
durch Nekrose stirbt, in ihrem Leben immer drei Mdglichkeiten: die Zelle kann bleiben
wie sie ist und in die GO-Phase eintreten, die Zelle kann den Zellzyklus durchlaufen und
sich teilen oder die Zelle stirbt gewollt durch Apoptose (Arnemann, 2019; Boujard et al.,
2014; Horn, 2012; Muller-Esterl et al., 2018b).

1.5 Ziel dieser Arbeit

Nanopartikel sind aufgrund ihrer vielfaltigen Anwendungsméglichkeiten Gegenstand ei-
nes stetig wachsenden Forschungszweigs. In der Medizin liegt ihr potenzieller Nutzen
unter anderem im Drug Targeting, der zielgerichteten Anreicherung und Wirkung eines
Medikaments an einem bestimmten Zielort, unabhéngig von seinem Applikationsort.
Hierfur sind unter anderem Graphen und Siliciumdioxid Nanopartikel als Tragersubstanz
fur Medikamente von Interesse. Jedoch muss, bevor die Nanopartikel Graphen und Sili-
ciumdioxid in der Medizin eingesetzt werden kbnnen, zunachst ihre Vertraglichkeit tiber-
pruft werden. Durch eine intraventse Verabreichung kdnnten hohe Konzentrationen der
Nanopartikel im menschlichen Korper entstehen und sie kdnnten Kontakt zu Zellen er-
halten, die auf natirlichem Weg noch keinen Nanopartikeln ausgesetzt waren. Bisher
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traten Nanopartikel vor allem durch Inhalation in Kontakt mit Lungenzellen und bei oraler
Aufnahme in Kontakt mit Zellen des Magen-Darm-Traktes. Doch bei intravendser Gabe
konnten die Nanopartikel in Kontakt mit vielen weiteren menschlichen Zelltypen treten,
allen voran den Endothel-, Leber- und Nierenzellen. Auch vor dem Hintergrund einer
zunehmenden Exposition des Menschen mit Nanopartikeln durch zunehmende Anwen-
dung in der Industrie, ist eine toxikologische Untersuchung der Nanopartikel dringend

notig.

Das Ziel dieser Arbeit ist eine toxikologische Untersuchung der Nanopartikel Graphen
und Siliciumdioxid im Zellmodell. Dabei wurden Graphen Nanopartikel mit einer Dicke
von 6 bis 8 nm und einer Breite von 15 ym verwendet. Die verwendeten Siliciumdioxid
Nanopartikel waren kugelférmig und pords mit einer Partikel-Grof3e von 5 bis 20 nm. Es
soll die dosisabhangige Toxizitat gegenuber verschiedenen Zelllinien geprift werden,
wobei Zellviabilitatstests zum Einsatz kommen. Zudem soll an den Zelllinien gepruft wer-
den, ob die Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid eine Apoptose einleiten. Daflr wer-
den die beiden Apoptose-Marker Bax und Caspase-3 herangezogen und ihre Expres-
sion auf Gen- und Proteinebene bestimmt. Um verschiedene Gewebetypen in den Un-
tersuchungen abdecken zu kénnen, wurden Endothel-, Darm-, Leber-, Nieren- und Lun-
genzellen ausgewahlt. Damit soll diese Arbeit einen Beitrag zur Untersuchung der Toxi-

zitat der Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid leisten.

2 Material und Methoden
2.1 Material

Tabelle 1: Gerate

Gerat Modell/Typ Hersteller

Abzug 2-453-DAHD Kottermann, Uetze, Deutschland

Elektrophorese- Mini-PROTEAN Tetra Sys- | Bio-Rad Laboratories, Feldkir-

Kammer tem chen, Deutschland

Heizplatte Dri-Block DB 2A Techne, Stone, UK

Imager FluorChem FC2 Biozym, Hessich Oldendorf,
Deutschland

Inkubator Steri-Cult 200 Incubator Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Plattenleser 1 Tecan genios pro Tecan Group, Méannedorf,
Schweiz

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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Netzgerat Elektro-

phorese

PowerPac Basic

Bio-Rad Laboratories, Feldkir-

chen, Deutschland

Netzgerat Tankblot

E835

Consort, Turnhout, Belgien

Plattenleser 2

Tecan sunrise

Tecan Group, Mé&nnedorf,
Schweiz

RT-PCR Gerat

StepOnePlus Real-Time
PCR System

Applied Biosystems, Waltham,
USA

Ruttelplatte

IKA-VIBRAX-VXR

IKA-Werke, Staufen, Deutschland

Spektrophotometer

NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Sterile Werkbank

Herasafe (HS 15)

Heraeus, Hanau, Deutschland

Tankblot

peglab PerfectBlue

VWR International, Radnor USA

Thermocycler

2720 Thermal Cycler

Applied Biosystems, Waltham,
USA

Ultraschall-Homo-

Sonoplus UW 3080

Bandelin, Berlin, Deutschland

genisator

Waage Excellence XA105DU Mettler Toledo, Columbus, USA
Warmeplatte OTS 40.3040 Medite, Burgdorf, Deutschland
Wasserbad Wasserbad 1083 LAUDA-GFL, Lauda-Ko-

nigshofen, Deutschland

Zentrifuge 1

Thermo Scientific Heraeus
Megafuge 16 Universalz-

entrifuge

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Zentrifuge 2

Centrifuge 5418 R

Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller Referenznummer
6-Well-Platten Thermo Fischer Scientific, Wal- 140675
tham, USA
96-Well-Platten Thermo Fischer Scientific, Wal- 167008
tham, USA
Falkon Rohrchen, 15 ml Greiner Bio-One, Kremsmunster, | 188271
Osterreich
Falkon Rohrchen, 50 ml Greiner Bio-One, Kremsmunster, | 227261
Osterreich
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Kantle, 0,3 mm Becton Dickinson, Franklin La- 304000
kes, USA

Kantle, 0,5 mm Becton Dickinson, Franklin La- 300600
kes, USA

Kryordhrchen Thermo Fischer Scientific, Wal- 5000-0020
tham, USA

Parafilm Folie Bemis, Neenah, USA PM-996

PCR-96-Well-Platte Applied Biosystems, Waltham, 4483487
USA

PCR-Folie Applied Biosystems, Waltham, 4311971
USA

Petrischale, grof3 (Durch- Sarstedt, Nimbrecht, Deutsch- 83.3902

messer: 100 mm) land

Petrischale, klein (Durch- Greiner Bio-One, Kremsmdinster, | 628160

messer: 60 mm) Osterreich

PVDF-Membran Bio-Rad Laboratories, Feldkir- 1620177
chen, Deutschland

Reaktionsgefal3, 0,2 mi Biozym, Hessich Oldendorf, 711080
Deutschland

Reaktionsgefaf3, 1,5 ml Sarstedt, Numbrecht, Dutschland | 72.706

Reaktionsgefaf, 2 ml Sarstedt, Nimbrecht, Dutschland | 72.695.500

Reaktionsgefaf3, 5 ml, Starlab, Hamburg, Deutschland E1450-1108

schwarz

Spritze, 1ml B. Braun, Melsungen, Deutsch- 9161309V
land

WeilRe 96-Well-Platte PerkinElmer, Waltham, USA P12-106

(OptiPlate-96)

Zellkulturflasche T25 Greiner Bio-One, Kremsmiunster, | 690175

(Wachstumsflache: 25 cm?) | Osterreich

Zellkulturflasche T75 Greiner Bio-One, Kremsmiunster, | 658175

(Wachstumsflache: 75 cm?) | Osterreich

Zellschaber Sarstedt, NUmbrecht, Deutsch- 83.3951

land
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Tabelle 3: Medien, Zusatze und Substanzen fir die Zellkultur

Medium/Zusatz/Substanz Hersteller Referenznummer
DMEM Sigma-Aldrich, St. Louis, USA D5796
DMEM farblos Sigma-Aldrich, St. Louis, USA D1145
DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, USA D2650
EMEM ATCC, Manassas, USA 30-2003
FCS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA F7524
Gelatine Sigma-Aldrich, St. Louis, USA G2500
L-Glutamine Biochrom, Berlin, Deutschland K0283
PBS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA D8662
PBS (ohne Mg2+ Ca2+) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA D8537
Penicillin / Streptomycin Biochrom, Berlin, Deutschland A2213
RPMI Sigma-Aldrich, St. Louis, USA R8758
RPMI farblos Sigma-Aldrich, St. Louis, USA R7509
Trypsin Biochrom, Berlin, Deutschland L2143
Tabelle 4: Kits
Kit Hersteller Referenznummer
EZ4U Biomedica, Wien, Osterreich BI-5000
CellTiter-Glo 2.0 Assay Promega, Madison, USA G9242
Cytotoxicity Detection Kit Roche, Basel, Schweiz 4744934001
Plus (LDH)
NucleoSpin RNA Macherey-Nagel, Diren, 740955.250
Deutschland
High-Capacity cDNA Re- Thermo Fischer Scientific, Wal- 4368814
verse Transcription Kit tham, USA
BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer Scientific, Wal- 23225

tham, USA
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Tabelle 5: RT-gPCR Sonden

TagMan Sonde

Hersteller

ID

Bax, human

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Hs00180269_m1

Bax, mouse

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

MmO00432051_m1l

CANX, human

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Hs01558409_m1

CANX, mouse

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

MmO00500330_m1

Caspase-3, human

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Hs00234387_m1

Caspase-3, mouse

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

MmO01195085_m1

Tabelle 6: Western Blot Antikdrper

Antikorper Hersteller Referenznummer

Anit-Caspase-3 Cell Signaling Technology, Cambridge, UK | 9662

Bax Antibody Cell Signaling Technology, Cambridge, UK | 2772

Anti-R-Aktin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA A3854

Anti-Rabbit 1IgG Cell Signaling Technology, Cambridge, UK | 7074

Tabelle 7: Sonstige Substanzen

Substanz Hersteller Referenznummer

3-Aminophthalhydrazide (Lu- | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 123072

minol)

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Aldrich, St. Louis, USA A3678

Aqua dest. B.Braun, Melsungen, Deutsch- 0082479E
land

Bromphenol Blue Sigma-Aldrich, St. Louis, USA B0126

BSA (Bovine Serum Al- Sigma Aldrich, St. Louis, USA A7906

bumin)

Glycerol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA G5516

Glycin AppliChem, Darmstadt, 131340
Deutschland

Graphen Nanopartikel TCI, Tokyo, Japan G0442

Isopropanol Sigma Aldrich, St. Louis, USA 19516

Methanol Sigma Aldrich, St. Louis, USA 32213

Milchpulver (Nonfat dried AppliChem, Darmstadt, A0830

milk powder) Deutschland

MTT Sigma-Aldrich, St. Louis, USA M2128
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Nuclease-freies Wasser Thermo Fischer Scientific, Wal- | AM9937
tham, USA

PageRuler Thermo Fischer Scientific, Wal- 26619
tham, USA

PBS (ohne Mg?* Ca?") Sigma Aldrich, St. Louis, USA D8537

p-Coumaric-Acid (PCA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA C9008

Pick-Protease-Inhibitor- Roche, Basel, Schweiz 5892970001

Cocktail

RNase AWAY Sigma Aldrich, St. Louis, USA 83931

Rotiophorese Gel Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch- 3029.2
land

Siliciumdioxid Nanopartikel Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 637246

Sodiumdodecylsulfate (SDS) | AppliChem, Darmstadt, All12
Deutschland

3-Mercaptoethanol (3-ME) Sigma Aldrich, St. Louis, USA M6250

TagMan Fast Advanced Thermo Fischer Scientific, Wal- | 4444557

Master Mix tham, USA

Tetramethylethylenediamine | Sigma Aldrich, St. Louis, USA T9281

(TEMED)

Tris-Hydroxymethyl-Amino- Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch- 3029.3

methan (Tris) land

TWEEN 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA P7949

Wasserstoffperoxid (H202) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 216763

2.2 Zellkultur
2.2.1 Zelllinien

Es wurden funf verschieden Zelllinien kultiviert. Die cerebEND Zellen entstammen cere-
bellaren Endothelzellen der Maus (Burek et al., 2012). Die Caco-2 Zellen sind Epithel-
zellen des Colons und entstammen vom Menschen. Sie wurden aus einem Kolorektalen
Adenokarzinom isoliert (ATCC, 0.J.-b). Die Hep G2 Zellen sind ebenfalls humanen Ur-
sprungs. Es handelt sich um epitheléhnliche Leberzellen, die aus einem Hepatozellula-
ren Karzinom isoliert wurden (ATCC, 0.J.-c). Die HEK-293 Zellen entstammen humanen
embryonalen Nierenepithelzellen (ATCC, o0.J.-a). Die H441 Zellen sind humane Lun-

genepithelzellen und entstammen einem papillaren Adenokarzinom der Lunge (ATCC,

0.J.-d). Die folgende Tabelle 8 gibt eine Ubersicht tiber die Zelllinien.
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Tabelle 8: Zelllinien im Uberblick

Zelllinie Ursprung Gewebe

cerebEND Maus Zerebrale Endothelzellen
Caco-2 Mensch Kolonzellen

Hep G2 Mensch Leberzellen

HEK-293 Mensch Nierenzellen

H441 Mensch Lungenzellen

2.2.2 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden in T75 Zellkulturflaschen (Wachstumsflache von 75 cm?) im Inkubator
bei 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% und einem CO.-Gehalt von 5% kulti-
viert. Dabei erfolgte ein regelmaRiger Wechsel des Zellkulturmediums (Basismedium mit
Zuséatzen) alle zwei bis drei Tage. Nach ausreichendem Wachstum, welches regelmafiig
unter dem Mikroskop kontrolliert wurde, wurden die Zellen alle sieben Tage in definier-
tem Verhéltnis auf neue Zellkulturflaschen oder auf Versuchsplatten aufgeteilt. Dieser
Vorgang wird Passagieren genannt. Die Anzahl der Passagen wurde dabei fortlaufend
gezahlt und dokumentiert. Alle Arbeiten an den Zellen erfolgten unter sterilen Bedingun-
gen an der sterilen Werkbank. Dabei wurden die Arbeitsflachen sowie alle unter der
Werkbank benutzten Behéltnisse und Pipetten vor und nach Anwendung mit 70%igem
Ethanol gereinigt und wischdesinfiziert. Die Zellkulturflaschen wurden bei Arbeiten unter
der sterilen Werkbank auf eine Wéarmeplatte gestellt, welche auf 37°C erhitzt wurde, um

ein Auskihlen zu vermeiden.

Die Erndhrung der Zellen erfolgte mit dem entsprechenden Basismedium fir die Zelllinie,
mit den Zusatzen Fetales Kalberserum (FCS), zur Versorgung mit Wachstumsfaktoren,
und den Antibiotika Penicillin und Streptomycin (PS), zur Pravention von bakteriellen
Kontaminationen. Das im Kuhlschrank gelagerte Basismedium, sowie die im Gefrierfach
bei -20°C gelagerten Zusatze mussten zuerst im Wasserbad auf 37°C erwarmt werden.
Nach der Erwarmung wurden zu einer Flasche mit 500 ml Medium unter sterilen Bedin-
gungen 50 ml (entspricht 10%) FCS und 5 ml (entspricht 1 %) PS dazugegeben. Nach
ausgiebigem Schwenken zur Durchmischung der Komponenten, war das Zellkulturme-
dium fertig zum Gebrauch. Nicht benétigtes Zellkulturmedium mit Zusatzen wurde im
Kihlschrank gelagert. Um das Zellkulturmedium einer T75 Zellkulturflasche zu wech-
seln, wurde das alte Zellkulturmedium abgesaugt und durch 15 ml erwarmtes Zellkultur-
medium ersetzt. Bei der gelegentlich verwendeten kleineren T25 Zellkulturflasche

(Wachstumsflache von 25 cm?) wurden nur 5 ml Zellkulturmedium benétigt.
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Sobald die Zellen nach sieben Tagen Wachstum in der Zellkulturflasche einen dichten
Zellrasen auf dem Boden gebildet hatten, war es Zeit fUr eine neue Passage. Bei den
Zelllinien cerebEND und HEK-293 war eine vorherige Beschichtung der neuen Zellkul-
turflaschen mit Gelatine notwendig. Daftr wurden bei einer T75 Zellkulturflasche 10 ml
einer 0,5%igen Gelatine-Lésung und bei einer T25 Zellkulturflasche 5 ml der 0,5%igen
Gelatine-Ldsung in die neue Flasche pipettiert und auf dem Boden gleichméaRig verteilt.
Zur Erhartung der Gelatine wurden die Flaschen dann 30 min stehen gelassen. War
nach dieser Zeit noch ein flissiger Gelatine-Uberstand vorhanden, wurde dieser abge-
saugt. Damit war die Flasche bereit, um Zellen aufzunehmen. Das Zellkulturmedium
wurde im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Das im Gefrierfach bei -20°C gelagerte Trypsin
musste ebenfalls im Wasserbad erwarmt werden. Nun konnte das Zellkulturmedium aus
der Zellkulturflasche abgesaugt werden. Die Zellkultur wurde zwei Mal mit Phosphate
Buffered Saline (PBS) ohne Calcium und Magnesium gespiilt. PBS wurde nicht erwarmt
und hatte Raumtemperatur. Im Anschluss wurde das aufgewarmte Trypsin auf die Zellen
gegeben. Bei einer T75 Flasche wurden 4 ml, bei einer T25 Flasche 1 ml Trypsin beno-
tigt. Die Zellkulturflasche wurde nun auf die Warmeplatte unter der sterilen Werkbank
gestellt, um die Aktivitat des Trypsins zu steigern. Dabei wurde die Flasche immer wieder
leicht geschwenkt. Unter dem Mikroskop konnte beurteilt werden, ob sich die Zellkon-
takte durch Trypsin schon gel6st hatten und die Zellen frei im Trypsin schwammen. Dies
dauerte je nach Zelllinie unterschiedlich lange. Die HEK-293 Zellen lésten sich bereits
sehr schnell, wohingegen sich die Caco-2 und die Hep G2 Zellen schwerer ablésen lie-
Ben. Dabei muss man aufpassen die Zellen nicht zu lange dem Trypsin auszusetzen, da
es sonst zur Lyse der Zellen kommen kann. Nachdem sich die Zellen einzeln vom Boden
der Zellkulturflasche gel6st hatten, wurde aufgewarmtes Zellkulturmedium hinzugege-
ben und die Zellen wurden je nach ihrem Teilungsverhéltnis auf neue Zellkulturflaschen
oder auf Versuchsplatten verteilt. Dabei wurden zu den Zellen in den T75 Flaschen 15
ml Zellkulturmedium und zu den Zellen in den T25 Flaschen 5 ml Zellkulturmedium ge-
geben. Die neue Zellkulturflasche wurde mit der Zelllinie und der aktuellen Passagezahl
beschriftet und in den Inkubator gestellt. Die im Medium schwimmenden Zellen setzten
sich auf dem Boden der Zellkulturflasche ab und wuchsen dort erneut heran. Die fol-
gende Tabelle 9 gibt eine Ubersicht tiber die wichtigsten Eckdaten zur Kultivierung der

einzelnen Zelllinien.
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Tabelle 9: Kultivierung der Zellen

Zelllinie Basismedium Zusatze zum Medium Zellaussaat
cerebEND DMEM FCS und PS 1:3

Caco-2 DMEM FCS und PS 1:20

Hep G2 RPMI FCS und PS 15
HEK-293 EMEM FCS und PS 1:20

H441 RPMI FCS und PS 1:5

2.2.3 Kryokonservierung der Zellen

Bei jeder Passage konnten nicht benétigte Zellen zur Aufbewahrung kryokonserviert
werden. Der bendtigte Einfrierpuffer fur ein 1 ml fassendes Kryoréhrchen setzte sich wie
folgt zusammen: 0,8 ml Zellkulturmedium, 0,1 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) und 0,1 ml
FCS. Der Einfrierpuffer wurde entsprechend der Anzahl an gewiinschten Kryoréhrchen
angesetzt. Die Zellen wurden von der T75 Zellkulturflasche in ihrem gewohnten Verhélt-
nis, jedoch maximal in einem Verhaltnis von 1:5 auf die Kryorohrchen aufgeteilt. Die
nach der Passage im Zellkulturmedium gelésten Zellen wurden bei Raumtemperatur und
100 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das Zellkulturmedium vom Zell-Pellet
abgesaugt und der Einfrierpuffer hinzugegeben. Die Zellen wurden mit dem Einfrierpuf-
fer durchmischt, auf die Kryordhrchen verteilt und tiber Nacht zum langsamen Einfrieren
in einem Isolierbehélter in ein -80°C Gefrierfach gestellt. Am nachsten Tag wurden die

Zellen in einen Tank mit flissigem Stickstoff gebracht.

2.2.4 Auftauen von kryokonservierten Zellen

Die kryokonservierten Zellen wurden aus dem Stickstoff-Tank entnommen und innerhalb
von zwei Minuten in ihrem Kryordhrchen im Wasserbad mit einer Temperatur von 37°C
aufgetaut. Daraufhin wurden die Zellen in eine vorbereitete T25 Zellkulturflasche pipet-
tiert. Diese enthielt 5 ml erwarmtes Zellkulturmedium und war je nach Zelllinie mit Gela-
tine beschichtete. Nach acht Stunden oder am Folgetag erfolgte der erste Wechsel des
Zellkulturmediums. Am zweiten Tag nach dem Auftauen wurden die Zellen wie bei der
Passage geldst und ohne Aufteilung in eine T75 Zellkulturflasche tberfuhrt. Von nun an

wurde, wie im Kapitel 2.2.2 Kultivierung der Zellen beschrieben, weiter vorgegangen.

2.3 Substanzen in Suspension mit Medium bringen

Die Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid wurden fir Versuche mit dem zur Zelllinie
gehdrigem Basismedium in Suspension gebracht. Verwendet wurden Graphen Nano-
partikel mit einer Dicke von 6 bis 8 nm und einer Breite von 15 pum und kugelférmig,

porés Siliciumdioxid Nanopartikel mit einer Partikel-Grof3e von 5 bis 20 nm. Die Nano-
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partikel wurden jeweils in einem Reaktionsgefal? abgewogen. Zu 10 Teilen abgewoge-
nen Nanopartikeln wurde 1 Teil Basismedium bzw. farbloses Basismedium gegeben um
eine Stockldsung mit einer Konzentration von 10 mg/ml herzustellen. Je nach bendtigter
Menge wurde ein 2 ml oder ein 5 ml Reaktionsgefal? verwendet. Zur Durchmischung
wurden die Reaktionsgefalie gevortext. Die Stockldsungen wurde sogleich zur Herstel-
lung der Konzentrationsreihen verwendet. Dabei wurden die drei folgenden Konzentra-
tionen hergestellt: 1 mg/ml, 0,1 mg/ml und 0,01 mg/ml (siehe Tabelle 10). Diese Kon-
zentrationen wurden durch die Vorversuche nach Austestung mehrerer Konzentrationen
ausgewahlt. Wenn die Suspension auf 96-Well-Platten gegeben werden sollte, wurden
die Konzentrationsreihen in Petrischalen angesetzt, von wo sie mit einer Mehrkanalpi-
pette aufgenommen werden konnten. Sollten die Suspensionen auf 6-Well-Platten ge-
geben werden, wurden die Konzentrationsreihen je nach bendtigter Menge in 15 ml oder
50 ml Reagenzrohrchen angesetzt und von dort auf die 6-Well-Platten pipettiert. Die Zel-
len wurden in allen Versuchen fir 24 Stunden den Suspensionen mit den Nanopartikeln

Graphen und Siliciumdioxid in den drei verschiedenen Konzentrationen ausgesetzt.

Tabelle 10: Konzentrationen der Nanopartikel

Bezeichnung Konzentration
Konzentration 1 (c1) 0,01 mg/ml
Konzentration 2 (c2) 0,1 mg/ml
Konzentration 3 (c3) 1 mg/ml

2.4 Zellviabilitat

Zur Bestimmung der Vitalitat der Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit der Suspension
aus Basismedium und Nanopartikeln wurden EZ4U, CellTiter-Glo Assay, MTT-Test und
LDH-Test durchgeflihrt. Die letzten beiden Versuche wurden nach einer Austestung im
Rahmen der Vorversuche wieder verlassen. Allen Versuchen gemeinsam war die An-

zucht der Zellen und Inkubation der Nanopartikel auf durchsichtigen 96-Well-Platten.

2.4.1 Zellkultivierung und Inkubation der Substanzen auf 96-Well-Platten

Eine 96-Well-Platte besteht aus 12 Spalten, welche von 1 bis 12 durchnummeriert sind,
und 8 Reihen, welche mit A bis H bezeichnet werden. Nachdem die Zellen eine Woche
in der T75 Zellkulturflasche heranwuchsen, wurden sie auf 96-Well-Platten ausgesat.
Die cerebEND Zellen wurden fir den EZ4U Test und den CellTiter-Glo Assay im Ver-
haltnis 1:6 geteilt, fir den MTT und den LDH-Test im gewohnten Verhaltnis 1:3. Die
Caco-2 und die HEK-293 Zellen wurden in ihrem gewohnten Verhaltnis von 1:20 ausge-
sat. Bei den Caco-2 und HEK-293 Zellen bildeten sich beim Ablésen der Zellen mit
Trypsin kleine Zellklumpen. Um trotzdem eine mdglichst gleichmaRige Verteilung der
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Zellen auf die Wells zu erreichen, wurden die Caco-2 und HEK-293 Zellen durch einen
40 um Zell-Filter filtriert, bevor sie auf die 96-Well-Platten ausgesét wurden. Die Hep G2
und H441 Zellen wurden fiir den EZ4U-Test und den CellTiter-Glo Assay im Verhaltnis
1:10 ausgesat. Die im Zellkulturmedium geldsten Zellen wurden in eine Petrischale ge-
geben und mit einer Mehrkanalpipette unter konstanter Durchmischung auf die 96-Well-
Platte pipettiert. Dabei wurde jedes Well der Platte mit 200 ul beftllt, mit Ausnahme der
letzten Spalte mit der Ziffer 12, welche nur mit Zellkulturmedium ohne Zellen gefillt
wurde. Anschlieend kam die 96-Well-Platte in den Inkubator. Alle zwei bis drei Tage
wurde bei den Spalten 1 bis 11 das Zellkulturmedium gewechselt. Dafir wurde zunachst
das Zellkulturmedium aus dem Kuhlschrank im Wasserbad auf 37°C erwarmt und dann
in eine Petrischale gegeben. Im Anschluss wurde das alte Zellkulturmedium aus den
einzelnen Wells abgesaugt bzw. bei der Zelllinie Hep G2 abpipettiert, da durch das Ab-
saugen ein Zellverlust entstand. Danach wurden mit der Mehrkanalpipette 200 pl des

neuen Zellkulturmediums pro Well pipettiert.

Bei den Zelllinien cerebEND und HEK-293 wurden die 96-Well-Platten zuvor mit 0,5%i-
ger Gelatinelésung beschichtet, analog zur Beschichtung der Zellkulturflaschen. Daftr
wurde die Gelatineldsung in eine Petrischale gegeben. Mit der Mehrkanalpipette wurden
daraufhin 50 ul 0,5%ige Gelatinelésung pro Well pipettiert. Nachdem die Gelatine 30 min
ausharten konnte, wurde der Uberstand abgesaugt und die Platte war bereit, um Zellen

aufzunehmen.

Nachdem die Zellen finf Tage (EZ4U, LDH) bzw. sieben Tage (MTT, CellTiter-Glo As-
say) in den 96-Well-Platten herangewachsen waren, konnten die Substanzen zur 24-
stiindigen Inkubation auf die Platten gegeben werden. Zunachst wurde das Zellkultur-
medium von den Zellen abgesaugt bzw. abpipettiert. Daraufhin wurde die Platte zweimal
mit im Wasserbad auf 37°C erwarmten PBS gespiilt, dabei wurden pro Well 200ul PBS
gegeben und im Anschluss wieder abgesaugt bzw. abpipettiert. Im Anschluss kamen die
Substanzen zur Inkubation auf die Platte. Die Spalten 1 und 2 wurden mit Basismedium
mit 10% DMSO als Negativkontrolle gefullt. In die Spalten 3 und 4 kam Basismedium als
Kontrolle. Graphen wurde als Suspension in aufsteigender Konzentration in die Spalten
5 bis 7 gegeben, Siliciumdioxid in die Spalten 8 bis 10. In die Spalte 11 wurde Basisme-
dium mit 10% FCS als Positivkontrolle gegeben. Jedes Well wurde dabei jeweils mit 200
pl befullt. In der Spalte 12 befanden sich keine Zellen, das darin befindende Basisme-
dium wurde belassen. Die Einteilung der 96-Well-Platte ist in Tabelle 11 nochmals auf-
gefuhrt. Nachdem die Substanzen auf die Platte gebracht wurden und die Spalten be-
schriftet waren, wurde die 96-Well-Platte zur 24-stindigen Inkubation in den Inkubator

gestellt. Am Folgetag wurden die Versuche wie in den folgenden Kapiteln durchgefiihrt.

23



Tabelle 11: Inkubation der 96-Well-Platte

Spalte Zellen Substanz Funktion
lund?2 Ja 10% DMSO Negativkontrolle
3und 4 Ja Basismedium Kontrolle

5 Ja Graphen cl Nanopartikel

6 Ja Graphen c2 Nanopartikel

7 Ja Graphen c3 Nanopartikel

8 Ja Siliciumdioxid c1 Nanopartikel

9 Ja Siliciumdioxid c2 Nanopartikel
10 Ja Siliciumdioxid c3 Nanopartikel
11 Ja 10% FCS Positivkontrolle
12 Nein Basismedium Blank

2.4.2 EZA4U-Test

Im EZ4U Kit sind mehrere Substrat-Flaschchen, welche jeweils fur eine 96-Well-Platte
ausreichen, und ein Aktivator-Flaschchen, welches fir mehrere Platten verwendet wer-
den kann. Das Kit wurde im Kihlschrank gelagert. In ein Substrat-Flaschchen wurden
2,5 ml vom Aktivator pipettiert. Es entstand eine gelbe Lésung. Nach abgelaufener 24-
stiindiger Inkubation wurden die Zellen auf der 96-Well-Platte zweimal mit im Wasserbad
auf 37°C erwarmten PBS gesplilt, um Ablagerungen von Graphen und Siliciumdioxid zu
entfernen, welche die spatere Messung der Adsorption stéren konnten. Dadurch konnten
die Ablagerungen allerdings nicht restlos entfernt werden. Bei den Zelllinien HEK-293
wurde auf ein Spulen mit PBS verzichtet, da die Zellen sich dabei abgel6st hatten. Des-
halb wurden die HEK-293 Zellen in farblosem Medium inkubiert. Die 2,5 ml der herge-
stellten EZ4U-L6sung wurden in einer Petrischale zu 25 ml farblosem Basismedium der
entsprechenden Zelllinie gegeben und mit der Mehrkanalpipette durchmischt. Davon
wurden nach dem Spulen mit PBS 220 pl pro Well pipettiert. Das entspricht 200 pl farb-
loses Basismedium und 20 pl EZ4U-L6sung pro Well. Daraufhin wurde die 96-Well-
Platte 30 Minuten oder 60 Minuten in den Inkubator gestellt, je nachdem ob nach 30
Minuten bereits ein ausschlaggebender roter Farbumschlag erreicht wurde. Da durch
Ruckstande von Graphen und Siliciumdioxid die Messung gestort wurde, wurden 100 pl
pro Well auf eine neue 96-Well-Platte pipettiert. Ein Teil der Nanopartikel wurde dabei
auf die neue 96-Well-Platte verschleppt, und interferierte weiterhin mit der Messung. Im
Anschluss wurde der Farbumschlag durch eine Adsorptionsmessung mit Tecan be-
stimmt. Gemessen wurde mit einer Wellenlange von 450 nm mit 620 nm als Referenz-

wellenlénge.
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243 MTT-Test

Fur den MTT-Test musste zunachst die Lésung mit Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium-
bromid (MTT) hergestellt werden. In einem schwarzen lichtundurchlassigen 5 ml fassen-
den Reaktionsgefal? wurde das im Kihlschrank gelagerte lichtempfindliche gelbe MTT-
Pulver abgewogen. Zu 5 Teilen abgewogenen MTT-Pulver wurde 1 Teil farbloses Basis-
medium gegeben, sodass eine Stockldsung mit einer Konzentration von 5 mg/ml ent-
stand. Die Stockldsung wurde gevortext und auf die Rittelplatte gelegt. Nach abgelau-
fener 24-stiindiger Inkubation wurden die Zellen auf der 96-Well-Platte zweimal mit im
Wasserbad auf 37°C erwarmten PBS gespult, um Ablagerungen von Graphen und Sili-
ciumdioxid zu entfernen, welche die spatere Messung der Adsorption storen konnten.
Dadurch konnten die Ablagerungen allerdings nicht restlos entfernt werden. Zur MTT-
Stocklésung wurde die zehnfache Menge farbloses Basismedium dazu gegeben, um die
MTT-LOsung herzustellen. Die MTT-L6sung ist lichtempfindlich, weshalb das Licht auf
der sterilen Werkbank ausgeschaltet wurde. Pro Well wurden 100 pyl MTT-LOsung mit
der Mehrkanalpipette pipettiert. Die 96-Well-Platte wurde daraufhin unter Lichtschutz fur
vier Stunden in den Inkubator gestellt. Dabei kam es intrazelluléar zur Bildung von blauen
Kristallen, welche unter dem Mikroskop sichtbar waren. Kurz vor Ablauf der Inkubations-
zeit wurden fur eine Platte 14,4 ml Isopropanol (2-Propanol) und 600 pl Salzsaure (HCI)
in ein Reagenzrohrchen gegeben. Von der entstandenen Acid-Isopropanol-Lésung wur-
den nach Ablauf der vierstiindigen Inkubation 100 pl pro Well pipettiert, hierbei war kein
steriles Vorgehen mehr notwendig. Die 96-Well-Platte wurde daraufhin fir 10 min unter
Lichtschutz auf die Rittelplatte gestellt. Durch die Acid-Isopropanol-Lésung lysierten die
Zellen, sodass der blaue Farbstoff freigesetzt wurde und sich durch das Riitteln gleich-
mafig in den Wells verteilte. Im Anschluss wurde der Farbumschlag durch eine Adsorp-
tionsmessung mit Tecan bestimmt. Gemessen wurde mit einer Wellenlange von 540 nm

mit 620 nm als Referenzwellenlange.

2.4.4 LDH-Test

Beim LDH-Test wird die Aktivitat von Laktatdehydrogenase (LDH), welche in den meis-
ten Zellen vorkommt, gemessen und daraus ein Rickschluss auf die vorhandene Menge
an vitalen Zellen geschlossen. Das LDH-Kit wurde im Gefrierfach bei -80°C gelagert. Es
umfasst vier verschiedene Flaschchen. Das Flaschchen mit der Nummer 1 enthielt den
Catalyst. Es reichte fur vier 96-Well-Platten. Das enthaltene Pulver wurde durch Zugabe
von 1 ml destilliertem Wasser aufgeldst. Nicht bendtigter aufgeldster Catalyst wurde wie-
der eingefroren. Das Flaschchen mit der Nummer 2 enthielt die Dye Solution. Das
Flaschchen mit der Nummer 3 enthielt die Lysis Solution. Und zuletzt das Flaschchen
mit der Nummer 4, welches die Stop Solution enthielt. Die Flaschchen wurden aus dem
Gefrierfach geholt und bei Raumluft aufgetaut, wobei das Flaschchen 1 zum Auftauen
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auf Eis gestellt wurde. Nach abgelaufener 24-stiindiger Inkubation wurden die Zellen auf
der 96-Well-Platte zweimal mit im Wasserbad auf 37°C erwarmten PBS gespult, um Ab-
lagerungen von Graphen und Siliciumdioxid zu entfernen, welche die spatere Messung
der Adsorption stéren konnten. Dadurch konnten die Ablagerungen allerdings nicht rest-
los entfernt werden. Vom im Wasserbad bei 37°C erwarmten farblosen Basismedium
wurden 11 ml in eine Petrischale gegeben. Dazu wurden 50 pl Lysis Solution pipettiert.
Von dieser Mischung aus Lysis Solution und Medium wurden 105 pl pro Well auf die
Zellen gegeben, nachdem das PBS von den Zellen abgesaugt wurde. Die 96-Well-Platte
kam daraufhin fir 15 min in den Inkubator. Hierbei werden die Zellen lysiert und das
intrazellulare LDH freigesetzt. Fur den nachsten Schritt wurden in eine kleine Petrischale
11,25 ml der Dye Solution und 250 pl des Catalyst gegeben, um den Reaktionsmix her-
zustellen. Davon wurden 100 pl pro Well zusatzlich zu der Mischung aus Lysis Solution
und Medium pipettiert. Daraufhin wurde die 96-Well-Platte bei Raumtemperatur fir 10
Minuten dunkel gestellt. Wahrenddessen wurden 6 ml der Stop Solution in eine kleine
Petrischale gegeben und nach Ablauf der 10 Minuten wurden hiervon 50 pl pro Well
pipettiert. Die 96-Well-Platte wurde dann fur weitere 10 Minuten auf die Rittelplatte ge-
stellt. Im Anschluss wurde der Farbumschlag durch eine Adsorptionsmessung mit Tecan

bestimmt. Gemessen wurde mit einer Wellenl&ange 492 nm ohne Referenzwellenlénge.

2.4.5 CellTiter-Glo Assay

Beim CellTiter-Glo Assay wird die Anzahl an vitalen Zellen indirekt Uber die Messung
des vorhandenen Adenosintriphosphats (ATP) gemessen. ATP wird von vitalen, meta-
bolisch aktiven Zellen produziert und reagiert mit dem CellTiter-Glo Reagent, welches
daraufhin luminesziert. Das CellTiter-Glo Reagent wurde bei -20°C unter Lichtschutz ge-
lagert. Vor Versuchsstart wurde es unter Lichtschutz bei Raumtemperatur aufgetaut.
Nach abgelaufener 24-stiindiger Inkubation wurde die 96-Well-Platte aus dem Inkubator
geholt und die Substanzen abdekantiert. Daraufhin wurden pro Well 100 pl von dem im
Wasserbad auf 37°C erwarmtem Zellkulturmedium pipettiert. Die 96-Well-Platte wurde
dann 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Im Anschluss wurden 100 pul pro
Well des aufgetauten Reagent dazu pipettiert. Die 96-Well-Platte wurde fir 2 Minuten
unter Lichtschutz auf die Ruttelplatte gestellt und anschlielRend 10 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Danach wurden aus jedem Well 100 pl auf eine wei3e 96-Well-
Platte Ubertragen. In der weil3en 96-Well-Platte erfolgte die Lumineszenz-Messung mit

Tecan. Dabei wurde eine Messungszeit von 500 Millisekunden gewahlt.

2.5 Apoptose-Marker Bax und Caspase 3
Um festzustellen ob die Substanzen Graphen und Siliciumdioxid eine Apoptose der Zel-

len induzierten, wurden die Apoptose-Marker Bax und Caspase 3 herangezogen. Bei
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der Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaktion (RT-gPCR) wurde die Genex-
pression von Bax und Caspase 3 bestimmt. Mit dem Western Blot wurde die Menge an
vorhandenem Bax und Caspase 3 gemessen, wobei bei Caspase 3 die inaktive und die

aktive Form unterschieden wurden.

2.5.1 Zellkultivierung und Inkubation der Substanzen auf 6-Well-Platten

Die 6-Well-Platte besteht aus drei Spalten und zwei Reihen. Nachdem die Zellen eine
Woche in der T75 Zellkulturflasche heranwuchsen, wurden sie auf 6-Well-Platten aus-
geséat. Dabei wurde das gewohnt Teilungsverhdltnis wie auch bei den T75 Zellkulturfla-
schen angewendet. Bei den Zelllinien cerebEND und HEK-293 wurden die 6-Well-Plat-
ten zuvor mit 0,5%iger Gelatineldsung beschichtet, analog zur Beschichtung der Zellkul-
turflaschen. Dafur wurde 1 ml 0,5%ige Gelatinelésung pro Well pipettiert. Nachdem die
Gelatine 30 Minuten aushérten konnte, wurde der Uberstand abgesaugt und die Platte

war bereit, um Zellen aufzunehmen.

Fur eine Versuchsreihe wurden acht Wells und somit zwei 6-Well-Platten bengétigt. Die
Zellen wurden eine Woche lang in den 6-Well-Platten kultiviert. Alle zwei bis drei Tage
wurde das Zellkulturmedium gewechselt. Dafiir wurde zunéchst das Zellkulturmedium
aus dem Kuhlschrank im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Im Anschluss wurde das alte
Zellkulturmedium aus den einzelnen Wells abgesaugt und dann in jedes Well 3 ml neues

Zellkulturmedium pipettiert.

Nachdem die Zellen sieben Tage in den 6-Well-Platten herangewachsen waren, konnten
die Substanzen zur 24-stiindigen Inkubation auf die Platten gegeben werden. Zunéachst
wurde das Zellkulturmedium von den Zellen abgesaugt. Daraufhin wurden die Platten
zweimal mit im Wasserbad auf 37°C erwarmten PBS gespililt, dabei wurden pro Well 3

ml PBS gegeben und im Anschluss wieder abgesaugt.

Danach wurden die Substanzen zur 24-stiindigen Inkubation auf die Zellen gegeben.
Auf der ersten Platte wurde in die erste Reihe pro Well 3 ml der Graphen Suspension in
den drei bekannten Konzentrationen gegeben. In die zweite Reihe wurde pro Well 3 ml
der Siliciumdioxid Suspension in den drei bekannten Konzentrationen gegeben. Auf ei-
ner zweiten 6-Well-Platte waren zwei Wells fir die Kontrollen vorgesehen. Wurden meh-
rere Versuchsreihen parallel durchgefihrt, wurden die vier restlichen Wells dieser Platte
fur die anderen Versuchsreihen verwendet. Die Kontrollen wurden mit Basismedium in-
kubiert. Jedes Well wurde mit einem Volumen von 3 ml befillt. Im Anschluss kamen die
6-Well-Platten zur 24-stiindigen Inkubation in den Inkubator. Die folgende Tabelle 12
gibt eine Ubersicht tiber die Einteilung der 6-Well-Platten bei der Inkubation.

27



Tabelle 12: Inkubation der 6-Well-Platten

Probe Funktion Abklrzung 6-Well-Platte
Graphen c1 (0,01 mg/ml) Nanopartikel Gl Patte 1
Graphen c2 (0,1 mg/ml) Nanopartikel G2 Patte 1
Graphen ¢3 (1 mg/ml) Nanopartikel G3 Patte 1
Siliciumdioxid c1 (0,01 mg/ml) Nanopartikel S1 Patte 1
Siliciumdioxid c2 (0,1 mg/ml) Nanopartikel S2 Patte 1
Siliciumdioxid ¢3 (1 mg/ml) Nanopartikel S3 Patte 1
Basismedium Kontrolle K1 Patte 2
Basismedium Kontrolle K2 Patte 2

2.5.2 Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)

Zur Isolation von Ribonukleinsaure (RNA) wurde das NucleoSpin RNA Kit verwendet.
Vor allen Arbeiten mit RNA-Proben wurden die Arbeitsflachen und verwendeten Pipetten
mit RNase AWAY gereinigt, sowie Ribonuklease (RNase)-freie Materialien und Pipet-
tenspitzen mit Filter verwendet. Nach 24-stuindiger Inkubation wurden die 6-Well-Platten
aus dem Inkubator geholt. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen wurden pro
Well mit 3 ml kaltem PBS gespdlt. Fur jede Probe wurden jeweils 350 pl RA1-L6sung
und 3,5 pl B-Mercaptoethanol (3-ME) unter dem Abzug in einem 15 ml Réhrchen zu-
sammen pipettiert und gevortext. Von dieser Mischung aus RA1-Lésung und R-ME wur-
den 350 pl auf die Zellen pipettiert, nachdem das PBS abgesaugt wurde. Dadurch wur-
den die Zellen abgeltst. Es entstand eine schleimige Losung, die mit der Pipette aufge-
nommen wurde und in ein RNase-freies 1,5 ml fassendes Reaktionsgefald pipettiert
wurde. Diese RNA-Proben wurden alle sofort auf Eis gestellt. Nun war es mdglich die
Proben direkt weiter zu verarbeiten oder zur spéateren Weiterverarbeitung bei -80°C ein-

zufrieren, um sie spater wieder aufzutauen.

Im néchsten Schritt wurden die einzelnen RNA-Proben mit einer sterilen 1 ml fassenden
Spritze aufgezogen und wieder zurlick gespritzt. Dafir wurde eine 0,3 mm Kantile bzw.
0,5 mm Kanitile fir Graphen c2 und c3, da diese Proben nicht durch die 0,3 mm Kandle
passten, verwendet. Dieser Vorgang wurde pro Probe zehnmal durchgefiihrt. Dadurch
wurden die Zellen lysiert. Im Anschluss wurden die Proben jeweils auf einen violetten
NucleoSpin Filter, welcher sich in einem 2 ml Collection Tube befand, gegeben und bei
11.000 g fur eine Minute zentrifugiert. Die Filter wurden verworfen und die Filtrate in den
Collection Tubes wurden jeweils mit 350 pl 70%igem Ethanol vermischt und anschlie-

Rend auf einen blauen NucleoSpin Filter, welcher sich bereits in einem Collection Tube
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befand, gegeben. Daraufhin wurden die Proben fiir 30 Sekunden bei 11.000 g zentrifu-
giert. Die blauen Filter wurden nun in neue 2 ml fassende Collection Tubes gesteckt. Auf
die Filter wurden dann jeweils 350 pl Membrane Desalting Buffer (MDB) gegeben. Dann
wurden die Proben erneut eine Minute bei 11.000 g zentrifugiert. Auf jeden blauen Filter
wurden dann 95 ul DNase Reaktion Mixture gegeben und bei Raumtemperatur fir 15
Minuten inkubiert, um die vorhandene DNA abzubauen. Die DNase Reaktion Mixture
wurde vorab in einem 1,5 ml fassenden Reaktionsgefald hergestellt. Fir jede Probe wur-
den jeweils 90 ul Reaction Buffer und 10 pul DNase dazu gegeben. Nach Ende der Inku-
bationszeit erfolgten drei Waschgange. Im ersten Waschgang wurden auf jeden Filter
200 pl RAW?2 pipettiert, zur Deaktivierung der DNase. Dann wurden die Proben wieder
fir 30 Sekunden bei 11.000 g zentrifugiert. Daraufhin kamen die blauen Filter in neue 2
ml fassende Collection Tubes. Nun wurden im zweiten Waschgang auf die Proben je-
weils 600 pl RA3 pipettiert und nochmals fir 30 Sekunden bei 11.000 g zentrifugiert.
Daraufhin kamen die blauen Filter erneut in neue 2 ml fassende Collection Tubes. Im
dritten und letzten Waschgang wurden auf die Proben im blauen Filter jeweils 250 pl
RAS pipettiert. Es folgte eine Zentrifugation fur zwei Minuten bei 11.000 g. Dann wurden
die blauen Filter in 1,5 ml fassende Reaktionsgefal3e gesteckt. Bei den cerebEND Zellen
wurden nun auf jeden Filter 40 ul Nuklease-freies Wasser pipettiert. Bei den Caco-2,
HepG-2, HEK-293 und H441 Zellen wurden 100 pl Nuklease-freies Wasser auf jeden
Filter pipettiert. Davon ausgenommen waren die Siliciumdioxid ¢3 Proben bei HEK-293
und H441 Zellen. Hier wurden 40 pl Nuklease-freies Wasser pipettiert, da die RNA-Kon-
zentration dieser Proben geringer war. Es folgte eine letzte Zentrifugation fir eine Minute
bei 11.000 g, wobei die RNA mit dem Wasser aus dem Filter gespiilt wurde. Danach
wurden die blauen Filter verworfen und die ReaktionsgefaRe mit der enthaltenen RNA
auf Eis gestellt. Nun war es moglich die Proben direkt weiter zu verarbeiten oder zur
spateren Weiterverarbeitung bei -80°C einzufrieren, um sie spater wieder aufzutauen.
Vor Verwendung der Proben mussten sie auf Eis aufgetaut werden und dann gevortext

und gespinnt werden.

Es folgte die Bestimmung der RNA-Konzentration der Proben. Alle RNA-Proben muss-
ten auf die gleiche RNA-Konzentration verdinnt werden, um eine Vergleichbarkeit zu
erreichen. Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte mit dem NanoDrop 2000 Spekt-
rophotometer. Dabei wurden zunéchst zwei Referenzmessungen mit jeweils 1,2 pl Nuk-
lease-freiem Wasser durchgefuihrt, bevor jede einzelne Probe gemessen wurde, wobei
jeweils 1,2 pl der Probe auf das Messgerat aufgetragen wurden. War die RNA-Konzent-
ration zu hoch, wurden die RNA-Proben mit RNAse-freiem Wasser verdinnt und die

RNA-Konzentration erneut gemessen.
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Als nachstes wurde mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit aus den
RNA-Proben komplementére Desoxyribonukleinsaure (cDNA) hergestellt. Die RNA-Pro-
ben wurden auf Eis gestellt. RNAse-freie 0,2 ml fassende ReaktionsgefalRe wurden auf
einen Kuhlstéander, der aus einem Gefrierfach mit einer Temperatur von -20°C kam, ge-
stellt. In diese Reaktionsgefafe wurden jeweils 6,8 pl des zuvor angesetzten Mastermix
(siehe Tabelle 13) pipettiert. Jetzt mussten die RNA-Proben auf die gleiche Menge von
0,4 ug bei den cerebEND Zellen und 1 pg bei allen anderen Zelllinien gebracht werden.
Auf Grundlage der Messung der RNA-Konzentration konnte das benétigte Volumen der
RNA-Probe mit dem gewiinschten RNA-Gehalt berechnet werden und in die 0,2 ml fas-
senden Reaktionsgefalie pipettiert werden. Es wurde so viel Nuclease-freies Wasser
dazugegeben, damit RNA-Probe und Nuclease-freies Wasser zusammen ein Volumen
von 13,2 pl erreichten. Das Gesamtvolumen inklusive Mastermix betrug 20 pl. Im An-
schluss wurden die Reaktionsgefalie gevortext, gespinnt und daraufhin in den Ther-
mocycler zur cDNA-Synthese gestellt. Im Thermocycler wurden die Proben als Erstes
fir 10 Minuten bei 25°C inkubiert, danach fur 120 Minuten auf 37°C zur Synthese von
cDNA erhitzt und im Anschluss funf Minuten auf 85°C erhitzt, um diese Reaktion zu
stoppen. Nach Durchlaufen dieser Schritte wurden die Proben bis zur Entnahme auf 4°C
gekihlt. Nun war es méglich die Proben direkt weiter zu verarbeiten oder zur spateren

Weiterverarbeitung bei -20°C einzufrieren, um sie spéter wieder aufzutauen.

Tabelle 13: Mastermix zur cDNA-Herstellung mit Endvolumen von 6,8 u fir eine RNA-Probe

Substanz Menge
10x RT Buffer 2ul
25x dNTP Mix (100mM) 0,8 pl
10x RT Random Primers 2ul
Multiscripe Rev. Transcriptase 1l
RNase Inhibitor 1l

Fur den nachsten Schritt wurde eine spezielle PCR-96-Well-Platte benotigt. Aus jeder
einzelnen der acht Proben wurden drei verschiedene Genabschnitte bestimmt. Zum ei-
nen wurden dafiur die Sonden fir Bax und Caspase 3 als Apoptose-Parameter benotigt.
Zudem wurde eine Sonde fiur Calnexin (CANX) als endogene Kontrolle gewahlt. Dabei
war darauf zu achten bei den cerebEND Zellen die mouse Sonden zu verwenden und
bei allen anderen Zelllinien die humanen Sonden. Bei Arbeiten mit der Sonde wurde auf
Lichtschutz geachtet. Fur jede Probe und Sonde wurde eine dreifache Messung durch-
gefuhrt. Daher wurden 72 Wells der PCR-96-Well-Platte bendétigt. In jedes Well wurden
jeweils 10pl Master Mix und 1 pl der entsprechenden Sonde pipettiert. Die cDNA-Proben
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wurden mit Nuclease-freiem Wasser 1:10 verdiinnt. Dabei wurden zu jeder 20ul cDNA-
Probe jeweils 180 ul Nuclease-freies Wasser pipettiert. Im Anschluss wurden die Reak-
tionsgefalRe gevortext und gespinnt. Von der verdiinnten cDNA wurden auf die PCR-96-
Well-Platte pro bendétigtem Well jeweils 9 pl pipettiert. Die restliche cDNA wurde bei -
20°C eingefroren. Die PCR-96-Well-Platte wurde mit PCR-Folie luftdicht abgeklebt und
anschliel3end zentrifugiert.

Die fertig vorbereitete PCR-96-Well-Platte kam nun in das RT-PCR Gerat. Dort wurde
sie zuerst fur 20 Minuten auf 95°C erhitzt. Im Anschluss wurden 50 Zyklen durchlaufen,
wobei die Platte zun&chst fir eine Minute auf 95°C erhitzt wurde und im Anschluss fur
20 Minuten bei 60°C inkubiert wurde.

2.5.3 Western Blot

Nach 24-stiindiger Inkubation mit den Nanopartikeln wurden die 6-Well-Platten aus dem
Inkubator geholt und auf Eis gestellt. Das Medium wurde abgesaugt und pro Well wurde
zweimal mit 3 ml eisgekiihltem PBS gespuilt. In 10 ml PIPA-Puffer wurde eine Tablette
Pick-Protease-Inhibitor-Cocktail aufgeldst. In Tabelle 14 ist die Zusammensetzung des
RIPA-Puffers aufgefuhrt. Von dem entstandenen RIPA+ (RIPA mit Zusatz von Protease-
Inhibitor) wurden jeweils 75 pl tropfenweise pro Well verteilt, nachdem das PBS abge-
saugt wurde. Danach konnten die Zellen in den Wells mit einem sterilen Zellschaber
abgeschabt und jeweils in 1,5 ml fassende ReaktionsgefalRe pipettiert werden. Die so
gewonnenen Proben wurden auf Eis gestellt. Nun war es méglich die Proben direkt wei-
ter zu verarbeiten oder zur spéateren Weiterverarbeitung bei -80°C einzufrieren, um sie

spater wieder aufzutauen.

Tabelle 14: Zusammensetzung RIPA-Puffer

Substanz Konzentration
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Tris) pH 8,0 50 mM
Natriumchlorid (NaCl) 150 mM
Sodiumdodecylsulfate (SDS) 0,1%
Natriumdesoxycholat 0,5%
Nonoxinol 40 (NP-40) 1%

Im n&chsten Schritt erfolgte die Lyse der Zellmembranen und Homogenisierung der Pro-
ben mittels Ultraschall-Homogenisator. Die Proben wurden auf Eis zehn aufeinander fol-
genden 0,5-Sekunden-langen Impulsen von 20 Watt mit dazwischenliegenden Pausen

von 3 Sekunden ausgesetzt. AnschlieRend wurden die Proben eine Minute bei 11.000 g
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und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils in ein neues 1,5 ml fassendes Reak-
tionsgefal pipettiert. Das Pellet wurde verworfen. Nun war es mdglich die Proben direkt
weiter zu verarbeiten oder zur spateren Weiterverarbeitung bei -80°C einzufrieren, um

sie spater wieder aufzutauen.

Als néchstes erfolgte die Proteinmengenbestimmung, um Proben mit der gleichen Ge-
samtproteinmenge herzustellen. Hierfiir wurde das BCA Protein Assay Kit verwendet.
Aus einer Bovine Serum Albumin (BSA)-Stocklésung mit 2.000 pg/ml wurde nach Her-
stellerangaben mit Aqua dest. eine Verdinnungsreihe angelegt und bis zu einer Kon-
zentration von 25 pg/ml verdiinnt. Zudem wurde eine Leerprobe nur mit Aqua dest. vor-
bereitet (siehe Tabelle 15). Auf einer 96-Well-Platte wurden in die ersten beiden Spalten
die BSA-Verdinnungsreihe und die Leerprobe pipettiert. Dabei wurden pro Well 25 ul
pipettiert. In die Spalten 3 bis 5 wurden die Proteinproben pipettiert, wobei jede einzelne
Probe dreifach pipettiert wurde. Pro Well wurden 23 ul Aqua dest. und 2 pul der Protein-
Probe pipettiert. Die restlichen Spalten konnten fir die Proteinbestimmung weiterer Ver-
suchsreihen mitgenutzt werden. In der letzten Spalte wurden drei Wells fur eine BLANK
Referenzmessung jeweils mit 23 ul Aqua dest. und 2 ul RIPA+ geflllt. Im Anschluss
wurden in jedes verwendete Well 200 ul des zuvor hergestellten Working Reagent pipet-
tiert. Das Working Reagent wurde zuvor durch eine Mischung von Reagent A und Rea-
gent B im Verhaltnis 50:1 hergestellt. Die 96-Well-Platte wurde 30 Minuten im Inkubator
(Temperatur von 37°C, 5% CO,-Gehalt, 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Nachdem die
Platte wieder auf Raumtemperatur abgekihlt war, wurde eine Adsorptionsmessung bei
540 nm durchgefihrt. Mit Hilfe der BSA-Verdiinnungsreihe konnte der Proteingehalt der

einzelnen Proben mit Excel berechnet werden.

Tabelle 15: BSA-Verdinnungsreihe

Bezeichnung Reihe auf 96-Well-Platte BSA-Konzentration [pg/ml]
A (Stockldsung) - 2.000

B A 1.500

C B 1.000

D C 750

E D 500

F E 250

G F 125

H G 25

I H 0
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Als nachstes wurden die Protein-Proben auf die gleiche Menge von 30 ug gebracht. Mit
Excel wurde ein Pipettierschema berechnet. Das benétigte Volumen der Protein-Proben
wurde nach dem Schema in neue 1,5 ml Reaktionsgefaf3e pipettiert und mit RIPA+ auf
ein Volumen von 22,5 ul gebracht. Dazu wurden jeweils 7,5 ul einer Mischung aus
Lammli 4x und 6% R-ME pipettiert. Dies ergab ein Endvolumen von 30 pl. Im Anschluss
wurden die Proben gevortext und gespinnt. Die Zusammensetzung von Lammli 4x ist in
Tabelle 16 dargestellt. Das im Lammli enthaltene Sodiumdodecylsulfate (SDS) bewirkte
eine Auflésung der Proteinstrukturen und eine Demaskierung der Proteinladungen, in-
folgedessen die Proteine nun nur noch in ihrer Primarstruktur vorlagen und alle gleich
negativ geladen waren. Das im kalten Zustand z&ahflissige LAmmli wurde im Wasserbad
bei 37°C erwarmt, damit es besser pipettiert werden konnte. Die restlichen Protein-Pro-
ben wurden bei -80°C fir eine eventuelle spatere Verwendung eingefroren. Die mit
Lammli und R-ME versetzten Proben wurden auf einer Heizplatte fur finf Minuten auf
70°C erhitzt, was die Denaturierung der Proteine in ihre Primarstruktur unterstitzte. Im
Anschluss wurden die so vorbereiteten Proben wie im tibernachsten Kapitel beschrieben
direkt auf das Sammelgel in der Elektrophorese-Kammer aufgetragen.

Tabelle 16: Zusammensetzung Lammli 4x

Substanz Menge
SDS 449
Glycerol 20 ml
Bromphenol Blue 0,002 g
1M Tris HCI pH 6,8 12,5 mi

Die fur die Elektrophorese bendttigten Gele wurden mit ausreichendem Vorlauf gegos-
sen, damit sie Zeit hatten auszuharten. Dies geschah meist am Vortag der Gelelektro-
phorese. Dazu wurden zwei spezielle Glasplatten in eine Vorrichtung gespannt. Zwi-
schen den Glasplatten entstand ein 1,5 mm breiter spaltférmiger Hohlraum. Als erstes
wurde das 15%ige Trenngel wie in Tabelle 17 aufgefihrt unter dem Abzug angesetzt
und gut durchmischt. Sobald Tetramethylethylenediamine (TEMED) zugegeben wurde,
begann das Gel auszuharten und musste sogleich in den Hohlraum zwischen den Glas-
platten gegossen werden. Auf das Trenngel wurde eine diinne Lage Isopropanol pipet-
tiert, um am oberen Rand des Trenngels eine glatte waagerechte Kante zu erhalten.
Nach 30 Minuten war das Trenngel ausgehartet und das Isopropanol konnte abgekippt
werden. Daraufhin wurde das Sammelgel wie in Tabelle 18 aufgeflhrt unter dem Abzug
angesetzt und gut gemischt. Auch hier galt, dass der Aushartungsprozess mit Zugabe

von TEMED startete, sodass es direkt nach dem Ansetzen auf das Trenngel gegossen
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wurde. In das noch flissige Sammelgel wurde von oben zwischen die Glasplatten ein
1,5 mm breiter Plastikkamm mit 15 Zacken gedriickt, bis er oben biindig mit den Glas-
platten abschloss. Dadurch entstanden 15 Vertiefungen im Sammelgel. In diese so ge-
nannten Taschen wurden im nachsten Schritt die fertig vorbereiteten Proteinproben auf-

geladen. Das Sammelgel musste ebenfalls 30 Minuten aushéarten.

Tabelle 17: Zusammensetzung Trenngel (15%)

Substanz Menge
Aqua dest. 2,35 ml
Rotiophorese Gel 5ml
3M Tris pH 8,8 2,5ml
10%iges SDS 100 pl
10%iges APS 100 pl
TEMED 61

Tabelle 18: Zusammensetzung Sammelgel

Substanz Menge
Aqua dest. 3,48 ml
Rotiophorese Gel 850 ul
1M Tris pH 6,8 625 ul
10%iges SDS 50 ul
10%iges APS 50 ul
TEMED 5u

Das vorbereitete Elektrophorese-Gel wurde in eine Elektrophorese Kammer eingebaut.
In eine Elektrophorese Kammer passten maximal zwei Gele. Die innere Kammer wurde
bis zum Uberlaufen mit frischem Elektrophorese Puffer aufgefiillt. Tabelle 19 zeigt die
Zusammensetzung des Elektrophorese Puffers. Die aul3ere Kammer wurde ebenfalls
mit Elektrophorese Puffer befillt, allerdings nur bis etwa 1 cm unterhalb des oberen Ran-
des, damit die beiden Kammern keinen Kontakt zueinander bekamen und somit auch
kein Strom auf3en Uber die Kammern flieRen konnte. Nun wurde der Plastikkamm, der
zur Formung der Taschen im Sammelgel verwendet wurde, aus dem Sammelgel senk-
recht nach oben herausgezogen. Die Taschen fillten sich dabei mit Elektrophorese-Puf-
fer. Es wurde so viel Elektrophorese-Puffer nachgegossen, bis die Innere Kammer wie-
der randvoll war. Von den insgesamt 15 Taschen wurden die erste, die zehnte und die

zwolfte mit 3 pl Bandenmarker und 17 pl einer Mischung aus Lammli 4x und RIPA+ im
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Verhaltnis 1:4 beladen. In die Taschen drei bis neun wurden jeweils 20 pl der vorberei-

teten Proteinproben aufgeladen. Die Taschen zwdlf bis fiinfzehn blieben unbesetzt.

Tabelle 19: Zusammensetzung Elektrophorese-Puffer

Substanz Menge
Tris 6,049
Glycin 28,849
SDS 249
Aqua dest. Ad 2 |

Es folgte die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page). Hier-
bei wurden die Proteine anhand ihrer Gré3e im elektrischen Feld aufgetrennt. An die
Elektrophorese-Kammer wurde eine Spannung von 60 V angelegt. Dadurch wanderten
die in die Taschen aufgetragenen Protein-Proben von der Kathode weg zur Anode durch
das Sammelgel. Die Funktion des Sammelgels besteht darin, die Protein-Proben in den
Taschen zu buindeln und geradlinig auf den Weg in Richtung Trenngel zu senden. Nach
30 bis 40 Minuten hatten die Proben das Sammelgel passiert und das Trenngel erreicht.
Daraufhin wurde die Spannung auf 135 V erhght. Je kleiner die Proteine waren, desto
schneller konnten sie das Trenngel passieren. Je grof3er sie waren, desto langsamer.
Nach etwa 1 Stunde und 15 Minuten war die vorderste Lauffront, die durch das enthal-
tene blaue Lammli gut zu erkennen war, fast am unteren Ende des Trenngels angelangt.
Dann wurde die Elektrophorese beendet. Die in den Taschen eins, zehn und elf aufge-
ladenen Marker bildeten nun eine bunte Bande, wobei jede Farbe einer Proteingrof3e

zugeordnet werden konnte.

Im nachsten Schritt wurden die Proteinproben aus dem Gel auf eine Polyvinylidenfluo-
rid-Membran (PVDF-Membran) mittels Semidry-Blot Gibertragen. Zun&chst wurde das
Trenngel aus der Elektrophorese-Kammer ausgebaut. Unter dem Abzug wurde die
PVDF-Membran fir eine Minute zur Aktivierung in Methanol getaucht. Im Anschluss
wurde die PVDF-Membran, sowie zwei Blotting Papiere und zwei Fils-Platten in Tow-
bin-Puffer getrankt. Der Towbin-Puffer setzte sich wie in Tabelle 20 angegeben zusam-
men. Weiterhin unter dem Abzug wurden das Trenngel und die PVDF-Membran zwi-
schen die zwei Blotting Papiere, welche wiederum von den zwei Fils-Platten umgeben
waren, in einen mit Towbin-Puffer gefiillten Tankblot zwischen die Anoden- und die Ka-
thoden-Platte geklemmt. Es wurde darauf geachtet, dass zwischen den einzelnen
Schichten keine Luftblasen entstanden. Es passten maximal vier der so vorbereiteten
Gele in einen Tankblot. Der Tankblot wurde in einen Kithlraum mit einer Temperatur
von 4°C gebracht. Es wurde eine Spannung von 100 V und eine Stromstarke von 80
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mA fUr mindestens 12 Stunden angelegt. Wurden in einem Tankblot mehr als zwei
Gele eingesetzt, wurde fur jedes weitere Gel die Spannung um 40 mA erhoéht. Dadurch
wurden die Proteinbanden und die bunten Markerbanden von dem Trenngel auf die

PVDF-Membran Ubertragen, wobei nur letztere optisch sichtbar waren.

Tabelle 20: Zusammensetzung Towbin-Puffer

Substanz Menge
Tris 6,06 g
Glycin 28,83 g
10%iges SDS 7,5 ml
Methanol 400 ml
Aqua dest. Ad 2 |

Als nachstes wurde die PVDF-Membran mit den darauf Ubertragenen Protein-Banden
aus dem Tankblot entnommen und in ein schwarzes lichtundurchlassiges Schalchen mit
20 ml 5% Milch in PBS (siehe Tabelle 21) gelegt und fur eine Stunde auf die Rittelplatte
gestellt. Dadurch wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran blockiert. Die
Membran verblieb auch bei allen folgenden Schritten in diesem Schélchen.

Tabelle 21: Zusammensetzung 5% Milch in PBS

Substanz Menge
Milchpulver 50¢g
PBS Ad 11

Es folgte die Inkubation mit Antikérpern zur Protein-Bestimmung. Die daflr benétigten
Antikérper sind in der folgenden Tabelle 22 zusammengestellt. Sie wurden im Gefrier-

fach bei -20°C gelagert.

Tabelle 22: Western Blot Antikdrper

Antikorper Typ Ursprung | Verdunnung | Molekulargewicht des
Ziel-Proteins
Bax Antibody | primar rabbit 1:1.000 20 kDa
Caspase-3 primar rabbit 1:1.000 17, 19, 35 kDa
Antibody
Anti-rabbit IgG | sekundar | goat 1:3.000 -
[3-Aktin primar + | mouse 1:25.000 42 kDa
sekundéar
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Nach dem einstiindigen Blocken der Membran wurde die 5% Milch in PBS abgekippt.
Der primare Antikbrper wurde auf die Membran gegeben. Im ersten Durchgang waren
das 6 pl Bax Antikorper, die in 6 ml 5% BSA in 0,1% Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
(TWEEN) in PBS verdinnt wurden. Im zweiten Durchgang waren es 6 pl Caspase-3
Antikérper, die in 6 ml 5% Milch in 0,1% TWEEN in PBS verdinnt wurden. Das Schal-
chen wurde mit Parafilm-Folie abgedichtet und Uber Nacht fir 12 bis 16 Stunden im
Kihlraum bei 4°C auf die Ruttelplatte gestellt. Dabei lagerten sich die primaren Antikor-
per auf der entsprechenden Protein-Bande auf der Membran an. Je léanger die Inkubati-
onszeit andauerte, desto kraftiger war die spater aufgenommene Bande aber auch das
Hintergrundsignal. Nach Ablauf der Inkubation wurde wieder bei Raumtemperatur gear-
beitet. Die Lésung mit dem primaren Antikdrper wurde abgekippt. Die Membran wurde
dreimal fir jeweils zehn Minuten auf der Rittelplatte mit 0,1%TWEEN in PBS gewa-
schen. Anschlieend wurde sie nochmals 20 Minuten auf der Ruttelplatte mit 5% Milch
in PBS geblockt. 3,3 pl des Anti-rabbit IgG wurden mit 10 ml 0,1% TWEEN in PBS ver-
mischt und fur eine Stunde auf der Rittelplatte auf die Membran im Schélchen gegeben.
Der sekundéare Antikérper band dabei an den bereits auf der Membran gebundenen pri-
maren Antikorper. Anschlieend wurde die Membran erneut dreimal fur jeweils zehn Mi-
nuten auf der Ruttelplatte mit 0,1% TWEEN in PBS gewaschen. Danach wurde die licht-
empfindliche Entwicklerlésung aus 4 ml ECL | und ECL Il hergestellt. Sie wurde sogleich
auf die Membran gegeben und das Schélchen wurde zum Lichtschutz mit seinem Deckel
verschlossen. Die Membran wurde flr zwei Minuten in der Entwicklerlésung inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran aus dem Schélchen enthommen und das Banden-
muster konnte mit dem Imager abgelichtet werden. Die mit dem Imager aufgenommenen
Bandenmuster wurden spater mit ImageJ ausgemessen. Nach der Belichtung wurden
die Antikorper wieder von der Membran entfernt, um danach eine weitere Protein-Bande
nachweisen zu kdnnen. Daflr wurde die Membran auf der Ruttelplatte wie folgt gewa-
schen: 5 Minuten mit Aqua dest., 5 Minuten mit 0,2 M NaOH, 5 Minuten mit Aqua dest.
und 10 Minuten mit 0,1% TWEEN in PBS. Jetzt konnte die Membran wieder von vorne

bearbeitet werden, beginnend mit dem einstiindigen Blocken in 5% Milch in PBS.

Waren die beiden primaren Antikdrper fir Bax und Caspase-3 abgelichtet worden, wurde
anschliel3end eine Referenz-Bande mit 3-Aktin abgelichtet. Dafir wurde die frisch von
den vorherigen Antikdrpern gereinigte Membran erneut eine Stunde auf der Ruttelplatte
in 5% Milch in PBS geblockt. 1 pl 3-Aktin wurde mit 25 ml 1% BSA in PBS vermischt und
die Membran darin auf der Ruttelplatte fur eine weitere Stunde inkubiert. Anschlielend

wurde die Membran dreimal fur jeweils zehn Minuten auf der Ruttelplatte mit
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0,1%TWEEN in PBS gewaschen. Danach konnte die Membran wie im vorherigen Ab-
schnitt beschrieben entwickelt und mit dem Imager abgelichtet werden. Anschlie3end
wurde die Membran wie oben beschrieben wieder von den Antikérpern gereinigt. Die
Membran wurde zur eventuellen spateren Verwendung in 0,1% TWEEN in PBS im Kuhl-

schrank bei +4°C aufbewabhrt.

In den folgenden Tabellen 23 bis 28 werden die Zusammensetzungen der in den vorhe-
rigen Abschnitten angesprochenen Lésungen aufgefiihrt. Die Tabelle 29 gibt einen Uber-

blick Uber die einzelnen Schritte der Verarbeitung der PVYDF-Membran.

Tabelle 23: Zusammensetzung 0,1% TWEEN in PBS

Substanz Menge
TWEEN 1ml
PBS 11

Tabelle 24: Zusammensetzung 5% BSA in 0,1% TWEEN in PBS

Substanz Menge
BSA 039
0,1% TWEEN in PBS 6 ml

Tabelle 25: Zusammensetzung 5% Milch in 0,1% TWEEN in PBS

Substanz Menge

Milchpulver 0,39

0,1% TWEEN in PBS 6 ml
Tabelle 26: Zusammensetzung 1% BSA in PBS

Substanz Menge

BSA 29

PBS 200 ml
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Tabelle 27: Zusammensetzung 50 ml ECL |

Substanz Menge
250 mM Luminol in DMSO 1ml

90 mM PCA (p-Coumaric-Acid) in DMSO | 440 ul

1 M Tris pH 8,8 5ml
Aqua dest. Ad 50 ml

Tabelle 28: Zusammensetzung 50 ml ECL Il

Substanz Menge
1 M Tris pH 8,8 5ml
H20: 32 ul
Aqua dest. Ad 50 ml
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Tabelle 29: Ubersicht Inkubation der Membran fiir den Western Blot

Vorgang Zeit Substanz Menge
Blocken 1h 5% Milch in PBS 20 ml
Inkubation pri- | 12-16 h Bax Antikérper in 5% BSAin 0,1% | 6 ul/6 ml
marer Antikor- | (Uber Nacht) | TWEEN in PBS
per oder:
(bei 4°C) Caspase-3 Antikorper in 5% Milch
in 0,1% TWEEN in PBS
1. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 ml
2. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 ml
3. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 ml
Blocken 20 min 5% Milch in PBS 10 ml
Inkubation 1lh Anti-rabbit IgG in 1% BSA in PBS 3,3u/10ml
Anti-rabbit 1gG
1. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 ml
2. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 ml
3. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 ml
Entwickeln 2 min Entwicklerlésung (ECL | + ECL 1) 8 mi
Entwickeln mit dem Imager
Reinigung 5 min Aqua dest. 10 ml
Reinigung 5 min 0,2 M NaOH 10 ml
Reinigung 5 min Aqua dest. 10 ml
Reinigung 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 ml
Wieder von vorne mit dem zweiten priméren Antikorper
Blocken 1h 5% Milch in PBS 20 ml
Inkubation mit | 1 h Anti-3-Aktin in 1% BSA in PBS 1ul/25ml
Anti-3-Aktin
1. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 mi
2. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 mi
3. Waschen 10 min 0,1% TWEEN in PBS 10 mi
Entwickeln 2 min Entwicklerlésung (ECL | + ECL 1) 8 mi

Entwickeln mit dem Imager
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2.6 Statistische Auswertung

Alle Versuche sind unabhéangig voneinander dreimal durchgefiihrt worden. Berechnun-
gen wurden mit Microsoft Excel durchgefihrt. Der T-Test wurde mit GraphPad Prism
Version 8 berechnet. Dabei wurde die statistische Signifikanz bei p < 0,05 angenommen.
Alle Daten sind als Mittelwerte aus den drei unabhangigen Versuchen hervorgegangen.
Die Grafiken wurden ebenfalls mit GraphPad Prism Version 8 erstellt. Dabei wurden sta-

tistisch signifikante Ergebnisse mit * gekennzeichnet.

3 Ergebnisse

3.1 Zellviabilitat

Die Zellen wurden fur 24 Stunden mit den Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid in
den Konzentrationen 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml und 1 mg/ml auf 96-Well-Platten inkubiert.
Um die Vitalitat der Zellen nach Ablauf der Inkubation zu messen, wurden Test auf Basis
von Adsorptions- und Lumineszenz-Messung durchgefiihrt. Zu den auf Adsorptions-
Messung basierenden Tests zahlten MTT-Test, LDH-Test und EZ4U-Test. Der einzige
auf Lumineszenz-Messung basierende Test war der CellTiter-Glo-Assay. Im Rahmen
der Vorversuche wurden der MTT-Test und der LDH-Test wieder verlassen. Es verblie-
ben der EZ4U und der CellTiter-Glo Assay, deren Ergebnisse in den folgenden beiden
Kapiteln dargestellt werden.

Der Blank-Wert (Basismedium, keine Zellen) diente dazu Hintergrundsignale heraus-
rechnen zu kdnnen. Der Mittelwert der Blank-Werte auf einer 96-Well-Platte wurde von
allen Einzelwerten der gleichen 96-Well-Platte abgezogen, bevor diese Werte fiir weitere
Berechnungen herangezogen wurden. Beim CellTiter-Glo Assay kam es zu vereinzelten
extremen Ausreilern bei den Blank-Werten, diese wurden vor der Berechnung ausge-

nommen.

Die einzelnen Messwerte einer Versuchsplatte (96-Well-Platte) wurden dann auf die je-
weilige Kontrolle des jeweiligen Versuchs normiert. Somit betrug die Zellviabilitat der
Kontrolle in jedem Versuch 1 (= 100%). Daraus ergab sich fur die Kontrollen immer ein

Mittelwert von 1 (= 100%) und eine Standardabweichung von 0 (= 0%).

Die positiv-Kontrolle mit 10% FCS und die negativ-Kontrolle mit 10% DMSO wurden in
den Graphiken nicht mit dargestellt. Diese Kontrollen dienten vor allem der Selbstkon-

trolle.

Bei 10% FCS war ein zusatzliches Zellwachstum zu erwarten, da in allen anderen An-
satzen keine Wachstumsfaktoren zugegeben wurden. Ein Anstieg des Zellwachstums

war allerdings nur zu erwarten, wenn in den Wells noch Platz fur weiteres Zellwachstum
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vorhanden war. Waren die Wells zu Beginn der 24-stiindigen Inkubation bereits dicht

bewachsen, blieb eine starke Zellvermehrung aus.

Im CellTiter-Glo Assay zeigte sich bei der Zelllinie cerebEND ein statistisch signifikanter
Anstieg der Zellviabilitat auf 205% + 18% bei 10% FCS. Bei der Zelllinie Caco-2 zeigte
sich ein Anstieg der Zellviabilitat auf 131% + 26% fir 10% FCS, der allerdings nicht
statistisch signifikant war. Die Zelllinie HepG-2 stieg bei 10% FCS mit der Zellviabilitat
auf 113% + 37% an, dieses Ergebnis war nicht statistisch signifikant. Die Zelllinie HEK-
293 zeigte bei 10% FCS ebenfalls keinen statistisch signifikanten Anstieg der Zellviabi-
litat mit 101% + 21%. Bei der Zelllinie H441 ergab sich eine Zellviabilitdt von 119% =+

15% bei 10% FCS, was keinem statistisch signifikanten Anstieg entsprach.

Im EZ4U-Test zeigte sich bei der Zelllinie cerebEND ein statistisch signifikanter Anstieg
der Zellviabilitat auf 335% * 80% bei 10% FCS. Die Zelllinie Caco-2 zeigte mit einem
Anstieg der Zellviabilitat auf 128% + 28% bei 10% FCS keinen statistisch signifikanten
Anstieg. Bei der Zelllinie HepG-2 stieg die Zellviabilitat bei 10% FCS statistisch signifi-
kant auf 132% * 12% an. Die Zelllinie HEK-293 verzeichnete bei 10% FCS einen eben-
falls einen statistisch signifikanten Anstieg der Zellviabilitat auf 160% + 5%. Bei der Zell-
linie H441 fiel die Zellviabilitdt bei 10% FCS sogar auf 88% + 16% ab, was keinem sta-

tistisch signifikanten Ergebnis entsprach.

Bei 10% DMSO war aufgrund seiner toxischen Wirkung ein Rickgang der Zellzahl zu
erwarten. Dies war bei den einzelnen Zelllinien unterschiedlich stark ausgepragt. Ver-

mutlich aufgrund der Sensibilitdt der einzelnen Zelllinien gegentiber der Noxe.

Im CellTiter-Glo Assay zeigte sich bei der Zelllinie cerebEND ein statistisch signifikanter
Abfall der Zellviabilitat auf 12% + 2% fir 10% DMSO. Bei der Zelllinie Caco-2 viel bei
10% DMSO die Zellviabilitat auf 89% + 7% ab, was keinem statistisch signifikanten Er-
gebnis entsprach. Die Zelllinie HepG-2 zeigte bei 10% DMSO ebenfalls keinen statistisch
signifikanten Abfall der Zellviabilitat mit 67% + 12%. Bei der Zelllinie HEK-293 zeigte sich
bei 10% DMSO ein statistisch signifikanter Abfall der Zellviabilitat auf 31% + 5%. Und
bei der Zelllinie H441 zeigte sich bei 10% DMSO ebenfalls ein statistisch signifikanter
Abfall der Zellviabilitat auf 48% + 15%.

Im EZ4U-Test zeigte sich bei der Zelllinie cerebEND fur 10% DMSO ein Abfall der Zell-
viabilitat auf 65% * 8%, der statistisch nicht signifikant war. Fir die Zelllinie Caco-2 ergab
sich bei 10% DMSO ein statistisch signifikanter Abfall der Zellviabilitat auf 26% * 9%.
Bei der Zelllinie HepG-2 zeigte sich bei 10% DMSO ebenfalls ein statistisch signifikanter
Abfall der Zellviabilitat auf 78% * 2%. Die Zelllinie HEK-293 zeigte bei 10% DMSO einen
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Abfall der Zellviabilitéat auf 43% + 4%, was ebenfalls einem statistisch signifikanten Er-
gebnis entsprach. Und zuletzt zeigte sich bei der Zelllinie H441 bei 10% DMSO auch ein
statistisch signifikanter Abfall der Zellviabilitat auf 24% + 4%.

3.1.1 EZ4U-Test
Die EZ4U Ergebnisse sind aufgrund einer Interferenz der Nanopartikel mit der Messme-

thode mit Vorsicht zu betrachten, wie im Kapitel 4 Diskussion noch weiter erlautert wird.

Beim EZ4U-Test der Zelllinie cerebEND zeigte sich fur Graphen der Konzentration 0,01
mg/ml mit einer Zellviabilitat von 135% + 41% kein statistisch signifikanter Anstieg. In
der nachsthéheren Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich fir Graphen mit einer Zell-
viabilitat von 132% + 16% auch kein signifikanter Anstieg. Dahingegen zeigte sich bei
einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml ein statistisch signifikanter Anstieg der Zellvi-
abilitat auf 225% + 8%, dem allerdings mikroskopisch kein vermehrtes Zellwachstum
zugeordnet werden konnte. Fur Siliciumdioxid ergab sich bei einer Konzentration von
0,01 mg/ml ein Anstieg der Zellviabilitat auf 123% + 20%, was keinem statistisch signifi-
kanten Ergebnis entsprach. In der Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich bei Silicium-
dioxid allerdings ein statistisch signifikanter Anstieg der Zellviabilitdt auf 178% + 21%.
Dieser Anstieg konnte mikroskopisch allerdings ebenfalls nicht bestétigt werden. In einer
Konzentration von 1 mg/ml Siliciumdioxid zeigte sich dahingegen ein Abfall der Zellvia-
bilitat auf 60% * 6%, ein statistisch nicht signifikantes Ergebnis. In diesem Fall konnte
das mikroskopische Bild in Einklang mit den Messwerten gebracht werden. Die Ergeb-
nisse des EZ4U-Tests fir die Zelllinie cerebEND sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: EZ4U Test der Zelllinie cerebEND nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und Silicium-
dioxid (SiO2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und c3 = 1 mg/ml normiert
auf eine Kontrolle mit Basismedium. Graphen ¢3 und SiO2 c3 zeigten einen statistisch signifi-
kanten Anstieg der Zellviabilitat.

Fur die Zelllinie Caco-2 ergab der EZ4U Test die in der Abbildung 2 dargestellten Ergeb-
nisse. Es zeigte sich fur Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml ein statistisch nicht sig-
nifikanter Anstieg der Zellviabilitat auf 123% * 15% und fir die Konzentration 0,1 mg/ml
ein ebenfalls statistisch nicht signifikanter Anstieg der Zellviabilitat auf 130% * 20%. Bei
einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich dahingegen ein statistisch signifi-
kanter Abfall der Zellviabilitat auf 28% * 9%. Fur Siliciumdioxid ergab sich bei einer Kon-
zentration von 0,01 mg/ml ein statistisch signifikanter Anstieg der Zellviabilitat auf 153%
+ 16%. Auch flr eine Konzentration von 0,1 mg/ml Siliciumdioxid ergab sich ein statis-
tisch signifikanter Anstieg der Zellviabilitat auf 148% + 25%. Diesen beiden Anstiegen
konnte mikroskopisch allerdings kein Bild eines vermehrten Zellwachstums zugeordnet
werden. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml zeige sich kein statistisch
signifikanter Anstieg der Zellviabilitat mit 120% + 25%.
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Abbildung 2: EZ4U Test der Zelllinie Caco-2 nach 24-stuindiger Inkubation mit Graphen und Siliciumdi-
oxid (SiOz) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml normiert
auf eine Kontrolle mit Basismedium. Graphen c3 zeigte einen statistisch signifikanten Abfall der
Zellviabilitat. Dahingegen zeigten SiO2 c1 und c2 einen statistisch signifikanten Anstieg der
Zellviabilitat.

Der EZ4U-Test der Zelllinie Hep G2 ergab fur Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml
keine statistisch signifikante Veranderung der Zellviabilitdt mit 97% + 4%. Fir die Gra-
phen Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich ebenfalls keine statistisch signifikante Ver-
anderung der Zellviabilitat mit 95% + 1%. Dahingegen zeigte sich bei einer Graphen
Konzentration von 1 mg/ml ein statistisch signifikanter Abfall der Zellviabilitat auf 42% +
1%. Bei Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml zeigte sich keine statistisch signifi-
kante Veranderung der Zellviabilitat mit 96% + 1%. Siliciumdioxid der Konzentration 0,1
mg/ml zeigte eine geringe, aber statistisch nicht signifikante Abnahme der Zellviabilitat
auf 89% + 0%. Eine Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml ergab eine leichte Erho-
hung der Zellviabilitat auf 111% * 12%, dieses Ergebnis war statistisch nicht signifikant.
Die Ergebnisse des EZ4U-Tests der Zelllinie Hep G2 sind in der folgenden Abbildung 3

dargestellt.
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Abbildung 3: EZ4U Test der Zelllinie Hep G2 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und Siliciumdi-
oxid (SiOz) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml normiert
auf eine Kontrolle mit Basismedium. Graphen c3 zeigte einen statistisch signifikanten Abfall der
Zellviabilitat.

Bei der Zelllinie HEK-293 ergab der EZ4U-Test fur Graphen der Konzentration 0,01
mg/ml keine statistisch signifikante Veranderung der Zellviabilitat mit 104% + 2%. Bei
einer Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich ebenfalls keine statistisch signi-
fikante Veranderung der Zellviabilitat mit 99% + 8%. Dahingegen ergab eine Graphen
Konzentration von 1 mg/ml eine statistisch signifikante Abnahme der Zellviabilitat auf
53% + 1%. Bei Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml zeigte sich keine statistisch
signifikante Veranderung der Zellviabilitat mit 109% + 10%. Fir eine Siliciumdioxid Kon-
zentration von 0,1 mg/ml ergab sich eine leicht erhohte, aber statistisch nicht signifikante
Erhéhung der Zellviabilitat auf 113% + 5%. Schlielich zeigte sich bei einer Siliciumdioxid
Konzentration von 1 mg/ml eine Abnahme der Zellviabilitat auf 85% + 12%, ein statistisch
nicht signifikantes Ergebnis. In der folgenden Abbildung 4 sind die Ergebnisse des
EZ4U-Tests der Zelllinie HEK-293 dargestellt.
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Abbildung 4: EZ4U Test der Zelllinie HEK-293 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und Silicium-
dioxid (SiO2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und c3 = 1 mg/ml normiert
auf eine Kontrolle mit Basismedium. Graphen c3 zeigte einen statistisch signifikanten Abfall der
Zellviabilitat.

Der EZ4U-Test ergab bei der Zelllinie H441 fur Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml
keine statistisch signifikante Veranderung der Zellviabilitat mit 93% + 7%. Bei einer Gra-
phen Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich ein statistisch signifikanter Abfall der Zell-
viabilitat auf 72% + 9%. Und bei eine Graphen Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich
ein noch starkerer Abfall der Zellviabilitat auf 41% * 4%, der ebenfalls statistisch signifi-
kant war. Fur Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich keine statistisch
signifikante Veranderung der Zellviabilitat mit 101% + 14%. Bei einer Siliciumdioxid Kon-
zentration von 0,1 mg/ml zeigte sich ebenfalls keine statistisch signifikante Veréanderung
der Zellviabilitat mit 92% + 12%. Schlief3lich zeigte sich bei einer Siliciumdioxid Konzent-
ration von 1 mg/ml ein statistisch signifikanter Abfall der Zellviabilitéat auf 54% * 8%. Die
Ergebnisse des EZ4U-Tests der Zelllinie H441 sind in der folgenden Abbildung 5 darge-

stellt.
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Abbildung 5: EZ4U Test der Zelllinie Caco-2 nach 24-stuindiger Inkubation mit Graphen und Siliciumdi-
oxid (SiOz) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml normiert
auf eine Kontrolle mit Basismedium. Graphen c2 und c3, sowie SiO2 ¢3 zeigten einen statistisch
signifikanten Abfall der Zellviabilitat.

3.1.2 CellTiter-Glo Assay

Im Folgenden werden die Ergebnisse des CellTiter-Glo Assay fir die Zelllinie cerebEND
aufgefuhrt. Bei Graphen zeigten sich bei einer Konzentration von 0,01 mg/ml mit einer
Zellviabilitat von 92% + 12% und bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml mit einer Zellvi-
abilitat von 90% + 16% keine statistisch signifikanten Veranderungen. Bei einer Graphen
Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich ein statistisch nicht signifikanter Abfall der Zellvi-
abilitat auf 78% =+ 7%. Siliciumdioxid zeigte fir die ersten beiden Konzentration ebenfalls
keine statistisch signifikanten Verénderungen der Zellviabilitdt mit 83% + 21% bei einer
Konzentration von 0,01 mg/ml und 86% + 36% bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml.
SchlieBlich zeige sich bei einer Konzentration von 1 mg/ml ein statistisch signifikanter
Abfall der Zellviabilitdt auf 43% + 9%. Die Ergebnisse des CellTiter-Glo Assays der Zell-
linie cerebEND sind in der folgenden Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: CellTiter-Glo Assay der Zelllinie cerebEND nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und
Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. SiO2 ¢3 zeigte einen statistisch signifikanten Abfall
der Zellviabilitat.

Die Zelllinie Caco-2 zeigte im CellTiter-Glo Assay fur Graphen keine statistisch signifi-
kanten Veranderungen der Zellviabilitat mit 98% * 25% bei einer Konzentration von 0,01
mg/ml, mit 104% + 18% bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml und mit 91% + 8% bei
einer Konzentration von 1 mg/ml. Bei Siliciumdioxid zeigten sich bei einer Konzentration
von 0,01 mg/ml zunachst ein statistisch nicht signifikanter Anstieg der Zellviabilitat auf
131% = 14%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich ein leich-
ter aber ebenfalls nichts statistisch signifikanter Anstieg der Zellviabilitat auf 118% =+
21%. Eine Konzentration von 1 mg/ml ergab bei Siliciumdioxid ebenfalls keine statistisch
signifikante Veranderung der Zellviabilitdt mit 99% + 9%. Fir die Zelllinie Caco-2 sind

die Ergebnisse des CellTiter-Glo Assay in der folgenden Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: CellTiter-Glo Assay der Zelllinie Caco-2 nach 24-stindiger Inkubation mit Graphen und
Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine statistisch signifikanten Abweichun-
gen von der Kontrolle.

Im Folgenden sind die Ergebnisse des CellTiter-Glo Assay fur die Zelllinie Hep G2 dar-
gestellt. Fur eine Graphen Konzentration von 0,01 mg/ml zeigte sich eine statistisch nicht
signifikante Erhéhung der Zellviabilitat auf 114% + 22%. Bei einer Graphen Konzentra-
tion von 0,1 mg/ml ergab sich keine statistisch signifikante Veranderung der Zellviabilitat
mit 90% * 26%. Graphen der Konzentration 1 mg/ml zeigte eine deutliche Abnahme der
Zellviabilitat auf 68% + 20%, jedoch ein statistisch nicht signifikantes Ergebnis. Fir Sili-
ciumdioxid der Konzentration von 0,01 mg/ml ergab sich keine statistisch signifikante
Veranderung der Zellviabilitat mit 104% * 16%. Auch bei einer Siliciumdioxid Konzent-
ration von 0,1 mg/ml zeigte sich mit 100% + 29% keine statistisch signifikante Verande-
rung der Zellviabilitat. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich ein
deutlicher Abfall der Zellviabilitat auf 66% + 14%, jedoch ein statistisch nicht signifikantes
Ergebnis. Die Ergebnisse des CellTiter-Glo Assay fur die Zelllinie Hep G2 sind in der
folgenden Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: CellTiter-Glo Assay der Zelllinie Hep G2 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und
Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine statistisch signifikanten Abweichun-
gen von der Kontrolle.

Fur die Zelllinie HEK-293 zeigte der CellTiter-Glo Assay bei Graphen der Konzentration
0,01 mg/ml mit einer Zellviabilitdt von 98% + 5% und bei einer Konzentration von 0,1
mg/ml mit einer Zellviabilitat von 102% + 6% keine statistisch signifikanten Veranderun-
gen der Zellviabilitat. Dahingegen zeigte sich bei einer Graphen Konzentration von 1
mg/ml ein statistisch signifikanter Abfall der Zellviabilitat auf 76% + 15%. Ahnlich verhielt
es sich bei Siliciumdioxid. Bei einer Konzentration von 0,01 mg/ml mit einer Zellviabilitat
von 97% + 4% und bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml mit einer Zellviabilitdt von 94%
* 4% traten keine statistisch signifikanten Veranderungen auf. Doch bei einer Silicium-
dioxid Konzentration von 1 mg/ml kam es zu einem statistisch signifikanten Abfall der
Zellviabilitat auf 15% = 1%. Die Ergebnisse des CellTiter-Glo Assay der Zelllinie HEK-
293 sind in der folgenden Abbildung 9 dargestellt.

51



HEK-293 ZellTiter-Glo Assay

1.5+
T 1.0+ T *
s
=
8 0.5+
*
0.0- T
R B I -
({6 \\q}\ ‘(\30 ‘(\é\ c}oﬂz 6\0‘1, & 12

Abbildung 9: CellTiter-Glo Assay der Zelllinie HEK-293 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und
Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Graphen c¢3 und SiO2 c3 zeigten einen signifikan-
ten Abfall der Zellviabilitat.

Im CellTiter-Glo Assay der Zelllinie H441 zeigten sich bei einer Graphen Konzentration
von 0,01 mg/ml mit einer Zellviabilitat von 103% + 17% und bei einer Konzentration von
0,1 mg/ml mit einer Zellviabilitéat von 94% + 10% keine statistisch signifikanten Verande-
rungen. Dahingegen zeigte sich bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml ein sta-
tistisch signifikanter Abfall der Zellviabilitat auf 54% + 4%. Bei Siliciumdioxid einer Kon-
zentration von 0,01 mg/ml zeigte sich ein leichter, statistisch nicht signifikanter Abfall der
Zellviabilitat auf 84% + 5%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte
sich keine statistisch signifikante Veranderung der Zellviabilitdt mit 97% + 18%. Dahin-
gegen zeigte Siliciumdioxid einer Konzentration von 1 mg/ml einen statistisch signifikan-
ten Abfall der Zellviabilitat auf 52% + 10%. Die folgende Abbildung 10 zeigt die Ergeb-
nisse des CellTiter-Glo Assays der Zelllinie H441.
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Abbildung 10: CellTiter-Glo Assay der Zelllinie H441 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und Si-
liciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Graphen c3 und SiO2 c3 zeigten einen signifikan-
ten Abfall der Zellviabilitat.

3.2 Apoptose-Marker Bax und Caspase 3

Nach 24-stiindeiger Inkubation mit den Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid in den
Konzentrationen 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml und 1 mg/ml wurde mit der PCR die Menge an
Messenger-Ribonukleinsaure (MRNA) gemessen, die jeweils fiir die Proteine Bax und
Caspase-3 codierte. Im Western Blot wurde die Menge der Proteine Bax und Caspase-
3 bestimmt. Dabei wurde bei Caspase-3 zwischen dem grof3en inaktiven Protein und
den beiden kleinen aktiven Proteinen als Spaltprodukt des groRen Proteins unterschie-
den. In der PCR deutete ein Anstieg der Apoptose-Marker Bax und Caspase-3 auf eine
Apoptose hin. Im Western Blot deutete ein Anstieg von Bax sowie ein Abfall der inaktiven
Caspase-3 in Kombination mit einem Anstieg der aktiven Caspase-3 auf eine Apoptose
hin.

Die einzelnen Messwerte eines Versuchs wurden auf die jeweilige Kontrolle 1 (K1) des
Versuchs normiert. Da es in jedem Versuch zwei Kontrollen gab, wurde die erste Kon-
trolle (Kontrolle 1) standardmafig fiir die Normierung gewahlt und als einzige Kontrolle
mit in die Graphiken aufgenommen. Somit betrug die Genexpression bzw. Proteinex-
pression der Kontrolle in jedem Versuch 1 (= 100%). Daraus ergab sich fiir die Kontrollen

immer ein Mittelwert von 1 (= 100%) und eine Standardabweichung von 0 (= 0%).
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3.2.1 Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)

Die PCR Ergebnisse wurden mit der StepOne Software ausgewertet. Dabei wurden die
Proben alle auf die Kontrolle 1 (K1) normiert. Zudem wurde jede Bax und Caspase-3
Messung auf eine Kontrolle mit CANX normiert. Fir jede einzelne Probe und jedes ein-
zelne Zielgen wurden drei Einzelmessungen durchgefihrt. Die Standardabweichung die-
ser Messungen wurde mit ACy SE bezeichnet. Es wurde darauf geachtet, dass die ACy
SE Werte unter 0,2 lagen. Um dies zu erreichen, wurden bei den drei Einzelmessungen
einer Probe extreme Messausreif3er von den Berechnungen ausgeschlossen. Dies war
nicht immer maoglich. Es wurden bei insgesamt drei Proben ein ACr SE Wert bis zu 0,28
toleriert. Bei einer Messung wurde nur bei einer der Dreifachmessungen ein Signal de-
tektiert. Hierbei entfiel dann die ACt SE.

Bei der Zelllinie Hep G2 hat die PCR auch nach mehrfacher Durchfiihrung keine Ergeb-
nisse erbracht. Mittels NanoDrop konnte zwar im Zwischenschritt die Herstellung von
cDNA nachgewiesen werden, es kam jedoch in der PCR zu keinem Signalanstieg. Aus

Zeit und Kapazitatsgriinden wurde der Versuch nicht erneut durchgefihrt.

Bei der Zelllinie cerebEND zeigten sich fir die Bax Genexpression keine statistisch sig-
nifikanten Abweichungen von der Kontrolle. Fir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml
zeigte sich eine Bax Genexpression von 95% + 9%. Bei einer Graphen Konzentration
von 0,1 mg/ml ergab sich eine Bax Genexpression von 96% + 10%. Und bei einer Gra-
phen Konzentration von 1 mg/ml ergab sich eine Bax Genexpression von 113% + 12%.
Fur Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich eine Bax Genexpression von
91% =+ 6%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Bax
Genexpression von 111% * 20%. Fir Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml ergab
sich eine deutlich erhohte, aber statistisch nicht signifikante Bax Genexpression mit
238% * 161%. Hierbei kam es zu einer sehr hohen Messung in einer PCR, die sich auch
in der hohen Standardabweichung widerspiegelt. In dieser PCR kam fir Siliciumdioxid
der Konzentration 1 mg/ml der Signalanstieg fiir Bax vor allen anderen Proben und der
Signalanstieg fir CANX verspéatet nach den anderen Proben. Es kdnnte sich somit um
einen technischen Messfehler handeln. Die Durchfiihrung weiterer PCRs kénnte dartber
Aufschluss geben. Die folgende Abbildung 11 zeigt die Genexpression von Bax fir die
Zelllinie cerebEND.

54



cerebEND Bax

5_
c 47
o
® 3
o
S
> 2-
c
7}
mEAER
0'! 1 T |
o\\° oo" Qc"" oc'ob AT S
w D 0
& PP P

J
+ 0{89 G@Q 0@9

Abbildung 11: Bax-Genexpression der Zelllinie cerebEND nach 24-stindiger Inkubation mit Graphen
und Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen ¢1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und ¢c3 =1
mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine statistisch signifikanten Ab-
weichungen von der Kontrolle.

Bei der Zelllinie cerebEND zeigte sich flr Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine
Caspase-3 Genexpression von 95% + 10%. Bei einer Graphen Konzentration von 0,1
mg/ml ergab sich eine Caspase-3 Genexpression von 94% + 12%. Und flr eine Graphen
Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Caspase-3 Genexpression von 104% + 12%.
Fur Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich eine Caspase-3 Genexpres-
sion von 91% * 8%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich
sogar eine statistisch signifikante Abnahme der Caspase-3 Genexpression mit 62% =+
14%. Und flr eine Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Caspase-3
Genexpression von 99% + 28%. Bis auf das Ergebnis von Siliciumdioxid der Konzentra-
tion 0,1 mg/ml gab es keine statistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle.
Die Ergebnisse der Caspase-3 Genexpression der Zelllinie cerebEND sind in der folgen-
den Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Caspase-3-Genexpression der Zelllinie cerebEND nach 24-stindiger Inkubation mit Gra-
phen und Siliciumdioxid (SiOz2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und c3
=1 mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Die mit * markierte Bande zeigte eine
statistisch signifikante Minderung der Genexpression.

Die Zelllinie Caco-2 zeigte fur Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine Bax Genex-
pression von 90% + 10%. Bei eine Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich
eine Bax Genexpression von 94% + 11%. Und fiir eine Graphen Konzentration von 1
mg/ml zeigte sich eine Bax Genexpression von 80% + 11%. Bei Siliciumdioxid der Kon-
zentration 0,01 mg/ml zeigte sich eine Bax Genexpression von 96% * 9%. Fir eine Sili-
ciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich eine Bax Genexpression von 104%
+ 8%. Und bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich ein statistisch
signifikanter Abfall der Bax Genexpression auf 69% + 11%. Bis auf das Ergebnis von
Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml gab es keine statistisch signifikanten Abwei-
chungen von der Kontrolle. Die Ergebnisse der Bax Genexpression der Zelllinie Caco-2

sind in der folgenden Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Bax-Genexpression der Zelllinie Caco-2 nach 24-stindiger Inkubation mit Graphen und
Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Die mit * markierte Blake zeigte eine statistisch
signifikante Minderung der Genexpression.

Bei der Zelllinie Caco-2 zeigte sich fiir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine
Caspase-3 Genexpression von 104% + 11%. Bei einer Graphen Konzentration von 0,1
mg/ml lag die Caspase-3 Genexpression bei 105% + 7%. Und bei einer Graphen Kon-
zentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Caspase-3 Genexpression von 91% + 5%. Fir
Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml zeigte sich eine Caspase-3 Genexpression
von 98% + 5%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich eine
Caspase-3 Genexpression von 102% + 3%. Und fiir eine Siliciumdioxid Konzentration
von 1 mg/ml ergab sich ein statistisch signifikanter Abfall der Caspase-3 Genexpression
auf 62% + 5%. Bis auf das Ergebnis von Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml gab
es keine statistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle. Die Ergebnisse der
Caspase-3 Genexpression der Zelllinie Caco-2 sind in der folgenden Abbildung 14 dar-

gestellt.
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Abbildung 14: Caspase-3-Genexpression der Zelllinie Caco-2 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen
und Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen ¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und c3 =1
mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Die mit * markierte Blake zeigte eine sta-
tistisch signifikante Minderung der Genexpression.

Die Zelllinie HEK-293 zeigte bei einer Graphen Konzentration von 0,01 mg/ml eine
statistisch signifikante Abnahme der Bax Genexpression auf 81% * 1%. Dahingen ergab
sich bei einer Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml ein statistisch signifikanter Anstieg
der Bax Genexpression auf 117% + 6%. Bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml
zeigte sich keine statistisch signifikante Veranderung mit einer Bax Genexpression von
98% + 3%. Fur Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich keine statistisch
signifikante Veranderung mit einer Bax Genexpression mit 101% * 7%. Bei einer
Siliciundioxid Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich mit einer Bax Genexpression von
85% + 14% ebenfalls keine statistisch signifikante Veranderung. Doch bei einer
Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich ein statistisch signifikanter Abfall
der Bax Genexpression auf 51% * 6%. In der folgenden Abbildung 15 sind die

Ergebnisse der Bax Genexpression der Zelllinie HEK-293 dargestellt.
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Abbildung 15: Bax-Genexpression der Zelllinie HEK-293 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und
Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Die mit * markierten Blaken zeigten eine statis-
tisch signifikante Minderung bzw. Erh6hung der Genexpression.

Die Zelllinie HEK-293 zeigte fiir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine Caspase-3
Genexpression von 103% * 8%. Bei Graphen der Konzentration 0,1 mg/ml zeigte sich
eine Caspase-3 Genexpression von 106% + 6%. Und bei einer Graphen Konzentration
von 1 mg/ml ergab sich eine Caspase-3 Genexpression von 100% + 10%. Fir Silicium-
dioxid der Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich eine Caspase-3 Genexpression von
104% + 6%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich eine
Caspase-3 Konzentration von 95% + 2%. Und bei einer Siliciumdioxid Konzentration von
1 mg/ml zeigte sich ein statistisch signifikanter Abfall der Caspase-3 Genexpression auf
68% + 7%. Bis auf das Ergebnis von Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml gab es
keine statistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle. Die Ergebnisse der
Caspase-3 Genexpression der Zelllinie HEK-293 sind in der folgenden Abbildung 16

dargestellt.
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Abbildung 16: Caspase-3-Genexpression der Zelllinie HEK-293 nach 24-stiindiger Inkubation mit Gra-
phen und Siliciumdioxid (SiOz2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und c3
= 1 mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Die mit * markierte Blake zeigte eine
statistisch signifikante Minderung der Proteinexpression.

Die H441 Zelllinien zeigte fur Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine Bax Genex-
pression von 90% * 15%. Bei einer Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich
eine Bax Genexpression von 105% * 4%. Und bei einer Graphen Konzentration von 1
mg/ml zeigte sich eine Bax Genexpression von 87% * 20%. Fir Siliciumdioxid der Kon-
zentration 0,01 mg/ml ergab sich eine Bax Genexpression von 96% +4%. Bei einer Sili-
ciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Bax Genexpression von 110%
*+ 10%. Und bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml kam es zu einem statis-
tisch signifikanten Abfall der Bax Genexpression auf 54% + 42%. Hierbei kam es zu einer
sehr geringen Messung in einer PCR, die sich auch in der hohen Standardabweichung
widerspiegelt. In dieser PCR kam fir Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml der Sig-
nalanstieg fur Bax verspatet nach allen anderen Proben und der Signalanstieg fir CANX
verfriiht vor den anderen Proben. Es kdnnte sich somit um einen technischen Messfehler
handeln. Die Durchfiihrung weiterer PCRs kdnnte dartiber Aufschluss geben. Bis auf
das Ergebnis von Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml gab es keine statistisch sig-
nifikanten Abweichungen von der Kontrolle. Die Ergebnisse der Bax Genexpression der
Zelllinie H441 sind in der folgenden Abbildung 17 dargestellit.
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Abbildung 17: Bax-Genexpression der Zelllinie H441 nach 24-stindiger Inkubation mit Graphen und Si-
liciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Die mit * markierte Blake zeigte eine statistisch
signifikante Minderung der Genexpression.

Bei der H441 Zelllinie zeigte sich fir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine
Caspase-3 Genexpression von 105% + 21%. Bei einer Graphen Konzentration von 0,1
mg/ml ergab sich eine Caspase-3 Genexpression von 109% + 6%. Und bei einer Gra-
phen Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Caspase-3 Genexpression von 109%
+ 10%. Fur Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich eine Caspase-3 Ge-
nexpression von 112% + 13%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml
zeigte sich eine Caspase-3 Genexpression von 108% + 10%. Und bei einer Siliciumdi-
oxid Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Caspase-3 Genexpression von 76% *
14%. Keines dieser Ergebnisse zeigte eine statistisch signifikante Abweichung von der
Kontrolle. Die Ergebnisse der Caspase-3 Genexpression der Zelllinie H441 sind in der

folgenden Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Caspase-3-Genexpression der Zelllinie H441 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen
und Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen ¢1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und ¢c3 =1
mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine statistisch signifikanten Ab-
weichungen von der Kontrolle.

3.2.2 Western Blot

Mit dem Imager wurden die mit Antikbrpern inkubierten PVDF-Membranen abgelichtet.
Ein Bandenmuster wurde sichtbar. In den Abbildungen 19, 22, 25, 28 und 31 sind Ban-
denmuster fir alle verwendeten Zelllinien abgebildet. Die Proteine Bax, Caspase-3 und
[3-Aktin befanden sich aufgrund lhrer unterschiedlichen GroRRe auf unterschiedlichen Ho-
hen auf der Membran. Mit der bunten Marker-Bande konnten Rickschlisse auf die Pro-
teingréf3e der abgelichteten Bande und somit das nachgewiesene Protein gezogen wer-
den. R-Aktin mit einem Molekulargewicht von 42 kDa zeichnete sich am hdchsten auf
der PVDF-Membran ab, zwischen den beiden blauen Markierung fiir 35 und 55 kDa.
Caspase-3 mit einem Molekulargewicht von 35 kDa zeichnete sich etwas tiefer ab, auf
Hohe der blauen Markierung fir 35 kDa. Fur Caspase-3 zeigten sich bei keinem der
Versuche Banden bei 17 und 19 kDa, welche einer aktivierten Caspase-3 entsprechen
wirden, welche durch Aufspaltung der grof3en inaktiven Caspase-3 in zwei kleinere Pro-
teine entstanden ware. Bax mit einem Molekulargewicht von 20 kDa zeichnete sich am
tiefsten auf der PVDF-Membran ab, zwischen der blauen Markierung fir 15 kDa und der

roten Markierung fur 25 kDa.

Mit dem Programm ImageJ wurden die Bandenmuster ausgemessen. Die einzelnen

Messungen fur die Nanopartikel auf einer Membran wurden durch die jeweilige Messung
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fur die Kontrolle geteilt. Hierfir wurde immer die Kontrolle K1 gewahlt. Anschliel3end

wurden die Messwerte noch auf [3-Aktin als Referenzprotein normiert.

Die folgende Abbildung 19 zeigt das Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie
cerebEND fir die Proteine [3-Aktin, Caspase-3 und Bax nach 24-stindiger Inkubation

mit den Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid.

Gl G2 G3 S1 S2 S3 Kl K2 cerebEND
A . . —— G ——— 42 kDa 3-Aktin
. ——— — — . —— 35 kDa Caspase-3
S S D S —— 20 kDa Bax

Abbildung 19: Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie cerebEND mit den Proteinen 3-Aktin,
Caspase-3 und Bax nach 24-stiindiger Inkubation mit G1 (Graphen der Konzentration 0,01
mg/ml), G2 (Graphen der Konzentration 0,1 mg/ml), G3 (Graphen der Konzentration 1 mg/ml),
S1 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml), S2 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,1
mg/ml), S3 (Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml) und den beiden Kontrollen K1 und K2 (
Basismedium). Es war keine Caspase-3 Bande bei 17 und 19 kDa nachweisbar.

Die Zelllinie cerebEND zeigte flir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine Bax Pro-
teinexpression von 79% + 31%. Fir Graphen der Konzentration 0,1 mg/ml zeigte sich
eine Bax Proteinexpression von 84% + 25%. Und bei einer Graphen Konzentration von
1 mg/ml zeigte sich eine Bax Proteinexpression von 80% + 46%. Bei Siliciumdioxid der
Konzentration 0,01 mg/ml zeigte sich eine Bax Proteinexpression von 69% + 42%. Fir
eine Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Bax Proteinexpression
von 98% + 30%. Und bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich eine
Bax Proteinexpression von 65% = 12%. Keines der Ergebnisse wurde statistisch signifi-
kant. Die Ergebnisse der Bax Proteinexpression der Zelllinie cerebEND sind in der fol-

genden Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Bax-Proteinexpression der Zelllinie cerebEND nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen
und Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen ¢1 = 0,01 mg/ml, ¢2 = 0,1 mg/ml und ¢c3 =1
mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine statistisch signifikanten Ab-
weichungen von der Kontrolle.

Bei der Zelllinien cerebEND zeigte sich fur Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine
Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 89% + 32%. Fur Graphen der Konzent-
ration 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 91% +
28%. Und bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpres-
sion der inaktiven Caspase-3 von 81% + 39%. Bei Siliciumdioxid der Konzentration 0,01
mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktive Caspase-3 von 76% + 40%. Bei
einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der
inaktiven Caspase-3 von 92% + 29%. Und bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1
mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 77% + 22%. Kei-
nes der Ergebnisse wurde statistisch signifikant. Die Ergebnisse der Proteinexpression
der inaktiven Caspase-3 der Zelllinie cerebEND sind in der folgenden Abbildung 21 dar-
gestellt.
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Abbildung 21: Caspase-3-Proteinexpression (inaktive Caspase-3) der Zelllinie cerebEND nach 24-stiin-
diger Inkubation mit Graphen und Siliciumdioxid (SiO2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml,
c2 = 0,1 mg/ml und c3 = 1 mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine
statistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle.

Die folgende Abbildung 22 zeigt das Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie
Caco-2 fur die Proteine 3-Aktin, Caspase-3 und Bax nach 24-stiindiger Inkubation mit

den Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid.

Gl G2 G3 S1 S2 S3 K1 K2 Caco-2

T S S A S S —— 42 kDa R-Aktin

A G A A S A . — 35 kDa Caspase-3

D D S G e A S S 20 kDa Bax

Abbildung 22: Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie Caco-2 mit den Proteinen R-Aktin,
Caspase-3 und Bax nach 24-stiindiger Inkubation mit G1 (Graphen der Konzentration 0,01
mg/ml), G2 (Graphen der Konzentration 0,1 mg/ml), G3 (Graphen der Konzentration 1 mg/ml),
S1 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml), S2 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,1
mg/ml), S3 (Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml) und den beiden Kontrollen K1 und K2
(Basismedium). Es war keine Caspase-3 Bande bei 17 und 19 kDa nachweisbar.
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Bei der Zelllinie Caco-2 zeigte sich flir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine Bax
Proteinexpression von 77% + 13%. FUr eine Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml
zeigte sich eine Bax Proteinexpression von 84% + 19%. Und bei einer Graphen Kon-
zentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Bax Proteinexpression von 79% * 9%. Bei Sili-
ciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich eine Bax Proteinexpression von
91% + 21%. Fur Siliciumdioxid der Konzentration 0,1 mg/ml ergab sich eine Bax Protei-
nexpression von 92% + 18%. Und fur eine Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml
ergab sich eine Bax Proteinexpression von 81% +8%. Keines der Ergebnisse wurde sta-
tistisch signifikant. Die Ergebnisse der Bax Proteinexpression der Zelllinie Caco-2 sind
in der folgenden Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Bax-Proteinexpression der Zelllinie Caco-2 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und
Siliciumdioxid (SiOz2) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine statistisch signifikanten Abweichun-
gen von der Kontrolle.

Bei der Zelllinie Caco-2 zeigte sich fir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine Pro-
teinexpression der inaktiven Caspase-3 von 87% + 15%. Bei einer Graphen Konzentra-
tion von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 90%
*+ 18%. Und bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Proteinex-
pression der inaktiven Caspase-3 von 85% + 10%. Fir Siliciumdioxid der Konzentration
0,01 mg/ml ergab sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 92% + 14%.
Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich eine Proteinexpression
der inaktiven Caspase-3 von 95% + 10%. Und fir Siliciumdioxid der Konzentration 1

mg/ml ergab sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 87% + 8%. Keines
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der Ergebnisse wurde statistisch signifikant. Die Ergebnisse der Proteinexpression der

inaktiven Caspase-3 der Zelllinie Caco-2 sind in der folgenden Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Caspase-3-Proteinexpression (inaktive Caspase-3) der Zelllinie Caco-2 nach 24-stiindiger
Inkubation mit Graphen und Siliciumdioxid (SiO2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, c2
= 0,1 mg/ml und c¢3 = 1 mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine sta-
tistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle.

Die folgende Abbildung 25 zeigt das Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie
Hep G2 fir die Proteine 3-Aktin, Caspase-3 und Bax nach 24-stiindiger Inkubation mit

den Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid.

Gl G2 G3 S1 S2 S3 K1 K2 Hep G2

S — — — — — —— 42 kDa 3-Aktin
L L S  — — — 35 kDa Caspase-3
T A . G G e S S 20 kDa Bax

Abbildung 25: Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie Hep G2 mit den Proteinen R-Aktin,
Caspase-3 und Bax nach 24-stiindiger Inkubation mit G1 (Graphen der Konzentration 0,01
mg/ml), G2 (Graphen der Konzentration 0,1 mg/ml), G3 (Graphen der Konzentration 1 mg/ml),
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S1 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml), S2 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,1
mg/ml), S3 (Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml) und den beiden Kontrollen K1 und K2
(Basismedium). Es war keine Caspase-3 Bande bei 17 und 19 kDa nachweisbar.

Die Zelllinie Hep G2 zeigte fur Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine Bax Protein-
expression von 83% + 17%. Fur eine Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich
eine Bax Proteinexpression von 83% * 17%. Und fur eine Graphen Konzentration von 1
mg/ml zeigte sich eine Bax Proteinexpression von 92% + 30%. Fur Siliciumdioxid der
Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich eine Bax Proteinexpression von 103% + 16%. Bei
einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich eine Bax Proteinexpression
von 108% = 20%. Und bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich
eine Bax Proteinexpression von 93% + 18%. Keines der Ergebnisse wurde statistisch
signifikant. Die Ergebnisse der Bax Proteinexpression der Zelllinie Hep G2 sind in der

folgenden Abbildung 26 dargestellt.

Hep G2 Bax
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Abbildung 26: Bax-Proteinexpression der Zelllinie Hep G2 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen
und Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen ¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und c3 =1
mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine statistisch signifikanten Ab-
weichungen von der Kontrolle.

Die Zelllinie Hep G2 zeigte fur Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine Proteinex-
pression der inaktiven Caspase-3 von 100% + 16%. Fir eine Graphen Konzentration
von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 95% +
9%. Und bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpres-

sion der inaktiven Caspase-3 von 103% * 20%. Fur Siliciumdioxid der Konzentration
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0,01 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 108% +
16%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinex-
pression der inaktiven Caspase-3 von 106% + 21%. Und bei einer Siliciumdioxid Kon-
zentration von 1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von
109% = 20%. Keines der Ergebnisse wurde statistisch signifikant. Die Ergebnisse der
Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 der Zelllinie Hep G2 sind in der folgenden
Abbildung 27 dargestellit.

Hep G2 Caspase-3
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Abbildung 27: Caspase-3-Proteinexpression (inaktive Caspase-3) der Zelllinie Hep G2 nach 24-stundi-
ger Inkubation mit Graphen und Siliciumdioxid (SiOz2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml,
c2 = 0,1 mg/ml und c¢3 = 1 mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine
statistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle.

Die folgende Abbildung 28 zeigt das Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie
HEK-293 fir die Proteine 3-Aktin, Caspase-3 und Bax nach 24-stiindiger Inkubation mit

den Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid.
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e s . o S S — 42 kDa RR-Aktin
T — — —— —— G . — 35 kDa Caspase-3
s A c— e . A S 20 kDa Bax

Abbildung 28: Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie HEK-293 mit den Proteinen R-Aktin,
Caspase-3 und Bax nach 24-stiindiger Inkubation mit G1 (Graphen der Konzentration 0,01
mg/ml), G2 (Graphen der Konzentration 0,1 mg/ml), G3 (Graphen der Konzentration 1 mg/ml),
S1 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml), S2 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,1
mg/ml), S3 (Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml) und den beiden Kontrollen K1 und K2
(Basismedium). Es war keine Caspase-3 Bande bei 17 und 19 kDa nachweisbar.

Bei der Zelllinie HEK-293 ergab sich fir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml mit einer
Bax Proteinexpression von 81% * 5% ein statistisch signifikanter Abfall von der Kon-
trolle. Bei einer Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich mit einer Bax Protein-
expression von 93% + 4% keine statistisch signifikante Veranderung. Ebenso bei einer
Graphen Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich mit einer Bax Proteinexpression von
88% + 4% keine statistisch signifikante Abweichung von der Kontrolle. Fur Siliciumdioxid
der Konzentration 0,01 mg/ml ergab sich mit 89% + 5% keine statistisch signifikante
Veranderung. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich jedoch
ein statistisch signifikanter Abfall mit einer Bax Proteinexpression von 85% + 9%. Ebenso
zeigte sich bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml ein statistisch signifikanter
Abfall der Bax Proteinexpression mit 73% * 7%. Die Ergebnisse der Bax Proteinexpres-

sion der Zelllinie HEK-293 sind in der folgenden Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Bax-Proteinexpression der Zelllinie HEK-293 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen
und Siliciumdioxid (SiOz) in den Konzentrationen ¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und c3 =1
mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Die mit * markierten Blaken zeigten eine
statistisch signifikante Minderung der Proteinexpression.

Bei der Zelllinie HEK-293 ergab sich fir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml eine
Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 89% * 11%. Fir eine Graphen Konzent-
ration von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von
91% * 15%. Und bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml ergab sich eine Protein-
expression der inaktiven Caspase-3 von 97% + 13%. Fur Siliciumdioxid der Konzentra-
tion 0,01 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 104% +
14%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinex-
pression der inaktiven Caspase-3 von 98% + 14%. Und bei einer Siliciumdioxid Konzent-
ration von 1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 95%
*+ 8%. Keines der Ergebnisse wurde statistisch signifikant. Die Ergebnisse der Protein-
expression der inaktiven Caspase-3 der Zelllinie HEK-293 sind in der folgenden Abbil-

dung 30 dargestellt.

71



HEK-293 Caspase-3

1.5
c
2
7]
31.0- T
8 1
x
)
£
2 0.5+
(=]
[
o
0.0- T
R T R -
o N O 12 12 12
& @ & @ G}O %9 &f

Abbildung 30: Caspase-3-Proteinexpression (inaktive Caspase-3) der Zelllinie HEK-293 nach 24-stindi-
ger Inkubation mit Graphen und Siliciumdioxid (SiOz2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml,
c2 = 0,1 mg/ml und c3 = 1 mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine
statistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle.

Die folgende Abbildung 31 zeigt das Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie
H441 fur die Proteine 3-Aktin, Caspase-3 und Bax nach 24-stindiger Inkubation mit den
Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid.

Gl G2 G3 S1 S2 S3 K1 K2 H441
e S A S A 42 kDa R-Aktin
- e S D aED T o b 35 kDa Caspase-3

e L T ¥ T ¥ ¥ v 20 kDa Bax

Abbildung 31: Bandenmuster eines Western Blots der Zelllinie H441 mit den Proteinen R-Aktin, Caspase-
3 und Bax nach 24-stiindiger Inkubation mit G1 (Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml), G2
(Graphen der Konzentration 0,1 mg/ml), G3 (Graphen der Konzentration 1 mg/ml), S1 (Silici-
umdioxid der Konzentration 0,01 mg/ml), S2 (Siliciumdioxid der Konzentration 0,1 mg/ml), S3
(Siliciumdioxid der Konzentration 1 mg/ml) und den beiden Kontrollen K1 und K2 (Basisme-
dium). Es war keine Caspase-3 Bande bei 17 und 19 kDa nachweisbar.
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Die Zelllinien H441 zeigte fur Graphen einer Konzentration von 0,01 mg/ml eine Bax
Proteinexpression von 98% * 4%. FUr eine Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml ergab
sich eine Bax Proteinexpression von 99% + 14%. Und bei einer Graphen Konzentration
von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Bax Proteinexpression von 89% + 11%. Fur Siliciumdioxid
einer Konzentration von 0,01 mg/ml zeigte sich eine Bax Proteinexpression von 106% *
22%. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1 mg/ml ergab sich eine Bax Protein-
expression von 108% + 13%. Und bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml
zeigte sich eine Bax Proteinexpression von 83% + 5%. Keines der Ergebnisse wurde
statistisch signifikant. Die Ergebnisse der Bax Proteinexpression der Zelllinie H441 sind
in der folgenden Abbildung 32 dargestellt.

H441 Bax

1.0

H

0.5

Proteinexpression

0.0- T

Abbildung 32: Bax-Proteinexpression der Zelllinie H441 nach 24-stiindiger Inkubation mit Graphen und
Siliciumdioxid (SiOz2) in den Konzentrationen c¢1 = 0,01 mg/ml, c2 = 0,1 mg/ml und ¢3 = 1 mg/ml
normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine statistisch signifikanten Abweichun-
gen von der Kontrolle.

Die Zelllinie H441 zeigte fur Graphen einer Konzentration von 0,01 mg/ml eine Protein-
expression der inaktiven Caspase-3 von 99% + 13%. Bei einer Graphen Konzentration
von 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 94% +
11%. Und bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml ergab sich eine Proteinexpres-
sion der inaktiven Caspase-3 von 101% + 6%. Fur Siliciumdioxid der Konzentration 0,01
mg/ml ergab sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 99% * 13%. Bei
Siliciumdioxid der Konzentration 0,1 mg/ml zeigte sich eine Proteinexpression der inak-
tiven Caspase-3 von 98% + 5%. Und fiir eine Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml

zeigte sich eine Proteinexpression der inaktiven Caspase-3 von 98% + 3%. Keines der
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Ergebnisse wurde statistisch signifikant. Die Ergebnisse der Proteinexpression der inak-

tiven Caspase-3 der Zelllinie H441 sind in der folgenden Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Caspase-3-Proteinexpression (inaktive Caspase-3) der Zelllinie H441 nach 24-stiindiger
Inkubation mit Graphen und Siliciumdioxid (SiO2) in den Konzentrationen c1 = 0,01 mg/ml, c2
= 0,1 mg/ml und c¢3 = 1 mg/ml normiert auf eine Kontrolle mit Basismedium. Es gab keine sta-
tistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle.

4  Diskussion

Ziel dieser Arbeit war eine Untersuchung der Toxizitat der Nanopartikel Graphen und
Siliciumdioxid im Zellmodell. Dazu wurden die Zellviabilitat und die Expression der
Apoptose-Marker Bax und Caspase-3 auf Gen- und Protein-Ebene gemessen. Die Na-
nopartikel Graphen und Siliciumdioxid wurden mit Basismedium jeweils in den Konzent-
rationen 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml und 1 mg/ml fir 24 Stunden inkubiert. Verwendet wurden
die Zelllinien cerebEND (Zerebrale Endothelzellen), Caco-2 (Kolonzellen), Hep G2 (Le-
berzellen), HEK-293 (Nierenzellen) und H441 (Lungenzellen).

Zur Untersuchung der Zellviabilitat wurden Tests auf Basis von Adsorptionsmessung
und auf Lumineszenzmessung durchgefuhrt. Auf Adsorptionsmessung beruhten der
EZ4U-, der MTT- und der LDH-Test. Dahingegen basierte der CellTiter-Glo-Assay auf

Lumineszenzmessung.

Bei den Adsorptionstests werden die Testreagenzien von den Zellen metabolisiert.
Dadurch kommt es zu einem Farbumschlag. Je mehr Zellen nach der Inkubation mit den
Nanopartikeln noch am Leben sind, desto mehr des Testreagenz wird metabolisiert und

desto starker wird der Farbumschlag. Je starker der Farbumschlag, desto hdher fallen
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die Messwerte der Adsorption aus. Das Problem bestand dabei in der Eigenfarbe der
Nanopartikel. Das schwarze Graphen und das weil3e Siliciumdioxid lagerten sich, wah-
rend der 24-stiindigen Inkubation, auf dem Zellrasen ab und beeinflussten durch ihre

Eigenfarbe die Adsorptionsmessung.

Um das Problem der Interferenz der Nanopartikel zu umgehen und die Tests auf Basis
von Adsorptionsmessung trotzdem anwenden zu kdnnen, wurden verschiedene Versu-

che zur Anpassung unternommen.

Ein Versuch des Spullens der Wells mit PBS nach abgelaufener 24-stiindiger Inkubation
entfernte einen Teil der abgelagerten Nanopartikel, aber bei weitem nicht alle. Die ce-
rebEND Zelllinie vertrug das Spilen gut, es konnte sogar viermal gespiilt werden, ohne
einen nennenswerten Zellverlust zu erleiden. Dabei waren die ersten beiden Spilvor-
gange am effektivsten. Wurde bei den anderen Zelllinien mehr als zweimal gespiilt, gin-
gen erhebliche Mengen an Zellen verloren. Deshalb wurde nur noch zweimal mit PBS
gespllt. Bei der Zelllinie HEK-293 ging auch durch zweimaliges Spilen mit PBS eine
erhebliche Menge an Zellen verloren, sodass bei dieser Zelllinie ganz auf das Spiilen
mit PBS verzichtet wurde. Je nachdem wie gut sich die Nanopartikel beim Spllvorgang
von den Zellen I6sten, kamen die Ergebnisse der tatsachlichen Zellviabilitat vermutlich
naher oder lagen ferner. Dies stellte somit keine perfekte Losung dar, wurde aber bei

allen Versuchen durchgefuihrt, um bessere Ergebnisse zu erzielen.

Ein weiterer Versuch zur Anpassung des Versuchs wurde unternommen, indem nach
Inkubation mit den Testreagenzien, somit nach abgeschlossenem Farbumschlag, 100 pl
pro Well auf eine neue 96-Well-Platte Uibertragen wurden. Die Hoffnung war, dass die
abgelagerten Nanopartikel auf dem Boden der Wells der alten 96-Well-Platte verbleiben
wuirden und auf der neuen Platte eine von Nanopartikeln ungestdrte Adsorptionsmes-
sung durchgefihrt werden kdnnte. Es wurden dabei jedoch immer auch Nanopartikel mit
auf die neue Platte verschleppt. Es kam teils zu extrem hohen Standardabweichungen
und teilweise auch zu negativen Werten fir die Zellviabilitdt, sodass dieser Ansatz wie-

der verlassen wurde.

Um den Einfluss der Nanopartikel auf die Adsorptionsmessung aufzuzeigen, wurden 96-
Well-Platten mit cerebEND Zellen fiir 24 Stunden mit den Nanopartikeln in farblosem
Medium inkubiert. Es wurden keine Testreagenzien hinzugegeben. Anschlielend wurde
die Adsorption gemessen und auf eine Kontrolle mit farblosem Basismedium normiert.
Die Adsorption war fur Graphen bei einer Wellenlange von 540 nm ohne Referenzwel-
lenlange bei einer Konzentration von 0,01 mg/ml um den Faktor 1,4, bei einer Konzent-
ration von 0,1 mg/ml um den Faktor 5,3 und bei einer Konzentration von 1 mg/ml um den

Faktor 51,7 erhoht. Fir Siliciumdioxid ergab sich bei einer Wellenlange von 540 nm ohne
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Referenzwellenlange fir eine Konzentration von 0,01 mg/ml eine 0,9-fache, fiir eine Kon-
zentration von 0,1 mg/ml eine 2,3-fache und fur 1 mg/ml eine 19,9-fache Adsorption im

Vergleich zur Kontrolle mit farblosem Basismedium.

Wurde zusatzlich zur Wellenl&ange von 540 nm eine Referenzwellenlange von 620 nm
gewahlt, kam es bei Graphen zu einem starken Abfall der Adsorptionswerte, die sogar
geringer als die Kontrolle gemessen wurden, wohingegen die Adsorptionswerte fir Sili-
ciumdioxid kaum Unterschiede zeigten. Dies legt nahe, dass eine Referenzwellenlange
von 620 nm besser dazu geeignet ist die schwarzen Rickstdnde des Graphens, als die
weif3en Rickstande des Siliciumdioxids herauszurechnen. Fir Graphen der Konzentra-
tionen 0,01 mg/ml und 0,1 mg/ml kénnten die Messwerte dadurch den wahren Werten
sehr nahe kommen. Bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml kam es allerdings
durch die Referenzwellenlange teilweise zu negativen Werten und einer sehr grol3en
Streuung bei der Adsorptionsmessung. Sodass vor allem bei dieser Konzentration bei
Verwendung einer Referenzwellenlange die Adsorptionswerte falsch niedrig gemessen

werden konnten.

Nach dieser ersten Messung der Adsorption wurden die Zellen viermal mit PBS gespuilt.
Anschlielend wurde die Adsorption erneut gemessen. Die Messwerte der Nanopartikel
bei 540nm ohne Referenzwellenlange waren im Vergleich zur Kontrolle immer noch um

ein Vielfaches erhoht, jedoch waren sie geringer erhdht als ohne Spiilen.

Somit erhdhten die abgelagerten Nanopartikel, vor allem in héheren Konzentrationen,
die Messwerte der Adsorption erheblich. Die teilweise signifikante Erhéhung der Zellvi-
abilitdt nach Inkubation mit den Nanopartikeln im EZ4U-Test beruht daher vermutlich auf
der Interferenz der Nanopartikel und nicht auf einem gesteigerten Zellwachstum. Zudem
koénnte durch die Interferenz ein Rickgang der Zellzahl und somit eine toxische Wirkung
der Nanopartikel verschleiert werden. Diese Vermutung wird auch durch das mikrosko-
pische Bild gestitzt. Hier zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle kein vermehrtes Zell-
wachstum bei den Nanopartikeln. In hoheren Konzentrationen der Nanopartikel waren

mikroskopisch teilweise neue Aussparungen im Zellrasen sichtbar.

Aus diesem Grund wurden nach den Vorversuchen der LDH-Test und der MTT-Test
wieder verlassen. Nur der EZ4U-Test wurde als einziger Adsorptionstest beibehalten.
Die Aussagekraft der EZ4U-Ergebnisse bleibt jedoch anzuzweifeln, da eine Interferenz
der Nanopartikel mit der Messung trotz der getroffenen MafRhahmen nicht génzlich eli-
miniert werden konnte. Nach den Schwierigkeiten mit den auf Adsorptionsmessung be-
ruhenden Tests, wurde der CellTiter-Glo Assay als Alternative eingefiihrt. Da dieser Test
auf Lumineszenz-Messung beruht, war das Vorhandensein und die Farbe der Nanopar-

tikel irrelevant fur die Messung. Das Testreagenz wurde von den Zellen metabolisiert
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und damit zur Lumineszenz gebracht. Je mehr Zellen nach der 24-stiindigen Inkubation

mit den Nanopartikeln noch am Leben waren, desto starker war die Lumineszenz.

Obwohl manche der EZ4U-Ergebnisse mit den Ergebnissen des CellTiter-Glo Assay
Ubereinstimmten, gab es zum Teil auch gegensatzliche Ergebnisse. In diesen Fallen
sollten die Ergebnisse des CellTiter-Glo Assay als die verlasslicheren Ergebnisse einge-
stuft werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Zellviabilitatstests genauer dar-
gestellt.

Fur Graphen zeigten sich bei der Zelllinie cerebEND im CellTiter-Glo Assay keine statis-
tisch signifikanten Veranderungen der Zellviabilitat. Zu beobachten war allerdings eine
leicht fallende Tendenz der Zellviabilitat bei steigender Graphen Konzentration. Der im
EZ4U-Test gezeigte signifikante Anstieg der Zellviabilitat bei einer Graphen-Konzentra-

tion von 1 mg/ml wird interferenzbedingt als Fehlmessung gewertet.

Bei der Zelllinie Caco-2 zeigte Graphen im CellTiter-Glo Assay keine statistisch signifi-
kanten Veranderungen der Zellviabilitdt. Die Zellviabilitat der Caco-2 Zelllinie schien
durch Graphen in den verwendeten Konzentrationen unbeeintrachtigt. Im EZ4U-Test
kam es allerdings zu einem statistisch signifikanten Abfall der Zellviabilitat bei einer Gra-
phen Konzentration von 1 mg/ml. Dies kénnte allerdings durch die Messung mit einer
Referenzwellenlange von 620 nm bedingt sein. Lehrmessungen zeigten, dass bei einer
Graphen Konzentration von 1 mg/ml die Adsorption durch die Referenzwellenlange zu
sehr nach unten korrigiert wurde. Betrachtet man den Adsorptionswert fir 1 mg/ml Gra-
phen im EZ4U-Test ohne Referenzwellenlénge, ist der gemessene Wert im Vergleich zu
der Kontrolle um den Faktor 4,7 erhdht. Von einem Anstieg der Zellviabilitat kann in die-
sem Fall jedoch nicht ausgegangen werden, da Graphen in dieser Konzentration, ohne
Referenzwellenlange gemessen, die Adsorptionsmessung um ein Vielfaches falsch in
die Hohe treibt.

Die Hep G2 Zelllinie zeigte im CellTiter-Glo Assay fur Graphen der Konzentration 0,01
mg/ml eine nicht signifikant leicht erhéhte Zellviabilitat. Bei steigenden Konzentrationen
zeigte sich ein stetiger Riickgang der Zellviabilitat. Die Zellviabilitdt war bei 1 mg/ml Gra-
phen deutlich abgefallen, das Ergebnis wurde allerdings statistisch nicht signifikant. Der
EZ4U-Test zeigte fur 0,01 mg/ml und 0,1 mg/ml Graphen keine wesentlichen Verande-
rungen. Bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml kam es zu einem statistisch sig-
nifikanten Abfall der Zellviabilitat. Da dieser Trend auch im CellTiter-Glo Assay zu erken-
nen ist, kdnnte es sich hierbei um einen tatsédchlichen Abfall der Zellviabilitdt handeln,
und nicht um ein Ergebnis, das nur durch eine Uberkorrektur bei der Messung mit der

Referenzwellenlange von 620 nm zustande gekommen ist.
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Im CellTiter-Glo Assay der Zelllinie HEK-293 zeigte Graphen in den geringeren Konzent-
rationen keine wesentlichen Veranderungen der Zellviabilitdt. Bei einer Graphen Kon-
zentration von 1 mg/ml kam es dann zu einem statistisch signifikanten Abfall der Zellvi-
abilitat. In diesem Fall kam der EZ4U-Test zu den gleichen Ergebnissen wie der CellTi-

ter-Glo Assay.

Die Zelllinie H441 zeigte im CellTiter-Glo Assay fur Graphen in den geringeren Konzent-
rationen keine wesentlichen Veranderungen der Zellviabilitat. Bei Graphen der Konzent-
ration 1 mg/ml kam es dann zu einem statistisch signifikanten Abfall der Zellviabilitat. Im
EZ4U-Test kam es bei einer Graphen Konzentration von 0,01 mg/ml ebenfalls zu keiner
wesentlichen Veranderung der Zellviabilitat. Jedoch zeigte hier eine Graphen Konzent-
ration von 0,1 mg/ml eine statistisch signifikante Abnahme der Zellviabilitat. Bei 1 mg/ml
Graphen kam es zu einer noch starkeren und ebenfalls statistisch signifikanten Abnahme
der Zellviabilitat. Ob der Abfall der Zellviabilitdt im EZ4U-Test bei 0,1 mg/ml Graphen
tatsachlich stimmt bleibt anzuzweifeln, da der CellTiter-Glo Assay hier keinen Einbruch
der Zellviabilitat verzeichnet und das Ergebnis auch durch eine Uberkorrektur durch die

Referenzwellenlange von 620 nm erklart werden kann.

Betrachtet man nun die Zellviabilitat nach Inkubation mit Siliciumdioxid kommt man zu
den folgenden Ergebnissen. Die Zelllinie cerebEND zeigte im CellTiter-Glo Assay fur
Siliciumdioxid in den geringeren Konzentrationen keine statistisch signifikanten Abwei-
chungen der Zellviabilitat. Bei 1 mg/ml Siliciumdioxid kam es dann zu einem statistisch
signifikanten Abfall der Zellviabilitat. Im EZ4U-Test kam es fur 0,01 mg/ml Siliciumdioxid
zu einem ahnlichen Ergebnis wie im CellTiter-Glo Assay. Bei 0,1 mg/ml Siliciumdioxid
kam es allerdings zu einem statistisch signifikanten Anstieg der Zellviabilitat, der vermut-
lich auf eine Interferenz der Nanopartikel mit der Messung und nicht auf ein tatsachlich
vermehrtes Zellwachstum zuriickzufihren ist. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von
1 mg/ml kam es im EZ4U-Test zu einem deutlichen, aber statistisch nicht signifikanten

Abfall der Zellviabilitat, was mit dem Ergebnis des CellTiter-Glo Assay vereinbar ist.

Die Zelllinie Caco-2 zeigte fur Siliciumdioxid in den verwendeten Konzentrationen keine
statistisch signifikanten Veranderungen von der Kontrolle. Bei steigender Siliciumdioxid
Konzentration fallt die Zellviabilitat allerdings etwas, aber nur unwesentlich, ab. Der
EZ4U-Test erbrachte hiervon abweichende Ergebnisse. Es kam bei den geringeren Kon-
zentrationen zu einer statistisch signifikanten Zunahme der Zellviabilitat, die Interferenz-
bedingt allerdings als Fehimessung gewertet wird. Fir 1 mg/ml Siliciumdioxid zeigte sich
im EZ4U-Test analog zum CellTiter-Glo Assay keine statistisch signifikante Veranderung

der Zellviabilitat.
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Siliciumdioxid zeigte bei der Zelllinie Hep G2 im CellTiter-Glo Assay in den geringeren
Konzentrationen keine wesentlichen Abweichungen der Zellviabilitat. Bei 1 mg/ml Silici-
umdioxid kam es zu einem deutlichen, aber statistisch nicht signifikanten Abfall der Zell-
viabilitat. Im EZ4U-Test zeigten sich ebenfalls keine statistisch signifikanten Verande-
rungen. Der leichte Anstieg der Zellviabilitat bei 1 mg/ml Siliciumdioxid ist vermutlich

interferenzbedingt.

Die Zelllinien HEK-293 zeigte im CellTiter-Glo Assay fur Siliciumdioxid in den geringeren
Konzentrationen keine wesentlichen Abweichungen der Zellviabilitat. Bei einer Silicium-
dioxid Konzentration von 1 mg/ml kam es dann zu einem starken statistisch signifikanten
Abfall der Zellviabilitat. Der EZ4U-Test kam zu ahnlichen Ergebnissen. Die geringeren
Siliciumdioxid Konzentrationen zeigten hier ebenfalls keine wesentlichen Abweichungen
von der Kontrolle. Bei 1 mg/ml Siliciumdioxid kam es zu einem Abfall der Zellviabilitat,
der aber statistisch nicht signifikant wurde. Da durch die Interferenz des Siliciumdioxids
die Zellviabilitat tendenzmafig zu hoch gemessen wird, kdnnte hier der tatsachliche Ab-

fall der Zellviabilitat auch héher sein.

Im CellTiter-Glo Assay der Zelllinie H441 zeigten sich fur Siliciumdioxid in den geringeren
Konzentrationen keine statistisch signifikanten Veranderungen der Zellviabilitét. Bei ei-
ner Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml kam es dann zu einem statistisch signifi-
kanten Abfall der Zellviabilitat. Vergleichend kam es im EZ4U-Test zu den gleichen Er-

gebnissen.

AbschlieRend kann zusammengefasst werden, dass Graphen ab einer Konzentration
von 1 mg/ml auf die Zelllinien HEK-293 und H441 mit einem statistisch signifikanten Ab-
fall der Zellviabilitdt eine toxische Wirkung zeigt. Bei den Zelllinien cerebEND und Hep
G2 kam es zwar zu keinem statistisch signifikanten aber doch einem deutlichen Abfall
der Zellviabilitdt, sodass auch hier eine toxische Wirkung ab einer Konzentration von 1
mg/ml Graphen vermutet werden kann. Eine hohere Fallzahl an Versuchen konnte dar-
Uber genauer Aufschluss geben. Einzig die Zelllinie Caco-2 zeigte bei 1 mg/ml Graphen
keine Abnahme der Zellviabilitat. Bei einer Graphen Konzentration von 0,1 mg/ml oder
geringer, konnte nach 24-stiindiger Inkubation kein toxischer Effekt bei den untersuchten

Zelllinien beobachtet werden.

Ahnlich verhielt es sich bei Siliciumdioxid. Eine Konzentration von 1 mg/ml bewirkte bei
den Zelllinien cerebEND, HEK-293 und H441 einen statistisch signifikanten Abfall der
Zellviabilitat und somit eine toxische Wirkung. Die Hep G2 Zellen zeigten bei 1 mg/ml
Siliciumdioxid einen deutlichen, aber statistisch nicht signifikanten Abfall der Zellviabili-
tat. Hier kann eine toxische Wirkung vermutet werden und kdnnte durch eine héhere

Fallzahl an Versuchen noch genauer abgeklart werden. Die Zelllinie Caco-2 zeigte sich
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auch hier unbeeindruckt und zeigte auch bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1
mg/ml keinen Abfall der Zellviabilitat. Bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 0,1
mg/ml oder geringer, konnte nach 24-stindiger Inkubation kein toxischer Effekt bei den

untersuchten Zelllinien beobachtet werden.

Die Ergebnisse des CellTiter-Glo Assay werden in der folgenden Tabelle 30 zusammen-

gefasst.

Tabelle 30: Ergebnisse der Zellviabilitaét gemessen mit dem CellTiter-Glo Assays nach 24-stindiger In-
kubation mit den Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid fur die Zelllinien cerebEND, Caco-
2, Hep G2, HEK-293 und H441. Die Zellviabilitat wurde auf eine Kontrolle mit Basismedium
normiert. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden mit * gekennzeichnet. Die Pfeile sind wie
folgt definiert: | = Zellviabilitét < 80%, — = Zellviabilitat 80% — 120%, 1 = Zellviabilitat > 120%.

_ Zellviabilitat nach Nanopartikel und Konzentration
CellTiter- __ N
Graphen [mg/ml] Siliciumdioxid [mg/ml]
Glo Assay

0,01 0,1 1 0,01 0,1 1
cerebEND — — l N = I
Caco-2 - — - 1 - —
Hep G2 - — ! - - !
HEK-293 — — l* — N l*
H441 — — 1* — — 1*

Da nach 24-stiindiger Inkubation in den Konzentrationen 0,01 mg/ml und 0,1 mg/ml
keine toxische Wirkung von Siliciumdioxid und Graphen Nanopartikeln nachweisbar wa-
ren, kbnnte man in folgenden Versuchen die Inkubationszeit verlangern, um zu ermitteln,
ob diese Konzentrationen nach langerer Inkubationszeit einen toxischen Effekt zeigen
werden. Dies ware vor allem vor dem Hintergrund einer méglichen Akkumulation der
Nanopartikel im Korper interessant. Ob und wie die Nanopartikel Graphen und Silicium-
dioxid im Kdrper akkumulieren und ob und wie sie wieder ausgeschieden werden miisste
in einer weiteren Versuchsreihe untersucht werden. Bei einer Akkumulation der Nano-
partikel im Korper kénnte eine toxische Konzentration der Nanopartikel erreicht werden,

die sich dann schadlich auf den Organismus auswirken wirde.

Die Expression der Apoptose-Marker Bax und Caspase-3 wurde auf Gen-Ebene mittels
PCR und auf Protein-Ebene mittels Western Blot bestimmt. Inwieweit die Nanopartikel
bei der PCR und dem Western Blot mit der Messung interferiert haben, ist unklar. Zu
beobachten war, dass beim Ernten der Proteine und der RNA immer auch Nanopartikel
mit in die Proben gelangt sind. Zudem konnte bei den Proteinproben mit Graphen der

Konzentration 1 mg/ml beim Ernten nach Zugabe von RIPA+ ein rétlich-pinker Farbum-
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schlag beobachtet werden. Dieser Farbumschlag war auch noch in der Gelelektropho-
rese sichtbar, als rote Bande, die vor der eigentlichen blauen Lauffront der Proteinproben

durch das Gel wanderte.

Wird eine Apoptose ausgelost, so erfolgt als erstes eine Reaktion auf Gen-Ebene mit
einem Anstieg der mRNA, welche fir Bax und Caspase-3 codiert und in der PCR quan-
titativ bestimmt werden kann. Infolgedessen kommt es zu einer gesteigerten Produktion
der Proteine Bax und Caspase-3. Die inaktive Caspase-3 wird im Laufe der Apoptose
aktiviert und dabei in zwei kleinere Proteine gespalten, sodass es zu einem Abfall der
inaktiven und einem Anstieg der aktiven Caspase-3 kommt. Die Proteinmengen wurden

mittels Western Blot bestimmt.

Zunachst werden im Folgenden die Ergebnisse der PCR erlautert. Leider schlug die PCR
bei der Zelllinie Hep G2 wiederholt fehl und konnte Mangels Zeit und Kapazitat nicht

nochmals wiederholt werden.

Fur Graphen in allen verwendeten Konzentrationen zeigte die PCR bei den Zelllinien
cerebEND, Caco-2 und H441 weder wesentliche Veranderungen der Bax- noch der
Caspase-3-Genexpression. Bei der Zelllinie HEK-293 gab es fur Graphen bei der
Caspase-3-Genexpression ebenfalls keine wesentlichen Veranderungen im Vergleich
zur Kontrolle. Die Bax-Genexpression zeigte bei den HEK-293 Zelllinien, die mit Gra-
phen inkubiert wurden, statistisch signifikante Abweichungen. Bei 0,01 mg/ml Graphen
kam es zu einem statistisch signifikanten Abfall, wohingegen es bei 0,1 mg/ml Graphen
Zu einem statistisch signifikanten Anstieg der Bax-Genexpression kam. Letzteres wirde
per se auf eine Apoptose hindeuten. Und schliel3lich zeigte sich bei 1 mg/ml Graphen
keine wesentliche Abweichung der Bax-Genexpression von der Kontrolle. Nun wirde
man davon ausgehen, dass eine hdhere Konzentration einer Substanz ebenfalls einen
Anstieg der Bax-Genexpression verursachen und damit eine Apoptose ausldsen wirde,
wenn dies bereits durch die geringere Konzentration bewirkt wird. Dies war hier aller-
dings nicht der Fall. Somit bleibt anzuzweifeln, ob diese beiden statistisch signifikanten
Ergebnisse tatsachlich der Wirklichkeit entsprechen. Die Durchfiihrung weiterer PCRs

konnte dariiber Aufschluss geben.

Bei den PCR Ergebnissen fir Siliciumdioxid war auffallig, dass es bei den Zelllinien
Caco-2 und HEK-293 sowohl bei der Bax- als auch der Caspase-3-Genexpression und
bei der Zelllinie H441 bei der Bax-Genexpression bei den Proben mit 1 mg/ml Silicium-
dioxid zu einem statistisch signifikanten Abfall kam. Wodurch dies verursacht wurde,
bleibt unklar. Abgesehen davon kam es bei der Zelllinie cerebEND bei 0,1 mg/ml Silici-

umdioxid zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Caspase-3-Genexpression. Alle
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anderen PCR-Ergebnisse fir Siliciumdioxid zeigten keine statistisch signifikanten Ver-

anderungen.

Der bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml aufgetretene statistisch signifi-
kante Abfall der Bax-Genexpression kann auf ein sehr geringes Messergebnis in einer
einzelnen PCR zuruckgefuhrt werden. In dieser PCR kam fur Siliciumdioxid der Kon-
zentration 1 mg/ml der Signalanstieg fur Bax verspéatet nach allen anderen Proben und
der Signalanstieg fir CANX verfriiht vor den anderen Proben. Es handelt sich somit trotz
des statistisch signifikanten Ergebnisses vermutlich um einen technischen Messfehler.
Zudem kam es im Western Blot zu keinem Anstieg der Bax-Proteinexpression, was die
Vermutung es handele sich um einen Messfehler stitzt. Die Durchfiihrung weiterer

PCRs kénnte darUber genaueren Aufschluss geben.

Die bei der Zelllinie cerebEND aufgetretene stark erhdhte, aber statistisch nicht signifi-
kante Bax-Genexpression bei einer Siliciumdioxid Konzentration von 1 mg/ml ist auf das
stark erhohte Messergebnis einer einzelnen PCR zurtckzufihren. Hierbei handelte es
sich vermutlich ebenfalls um einen technischen Messfehler, da in dieser PCR fur Silici-
umdioxid der Konzentration 1 mg/ml der Signalanstieg fir Bax vor allen anderen Proben
und der Signalanstieg fur CANX verspatet nach den anderen Proben auftrat. Diese Ver-
mutung wird auch dadurch gestiitzt, dass es beim Western Blot zu keinem Abfall der
Bax-Proteinexpression bei 1 mg/ml Siliciumdioxid kam. Die Durchfiihrung weiterer PCRs

koénnte auch hier genaueren Aufschluss geben.

Somit gab es in der PCR mit einer Ausnahme keine Erhéhung der Genexpression der
Apoptose-Marker Bax und Caspase-3. Aus diesen Ergebnissen kann somit auch nicht
auf eine Einleitung der Apoptose auf Genebene nach 24-stiindiger Inkubation mit den
Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid in den Konzentrationen 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml

und 1 mg/ml geschlossen werden.

Die in der PCR beobachteten Schwankungen der Genexpression bei Graphen und Sili-
ciumdioxid spiegelten sich gré3tenteils nicht in der Proteinexpression im Western Blot
wider. Einzig bei der Zelllinie HEK-293 gab es fir Bax gemeinsame statistisch signifi-
kante Abfélle der Gen- und Protein-Expression. Die Ergebnisse des Western Blots wer-

den im Folgenden erlautert.

Im Western Blot muss zwischen der inaktiven und der aktiven Caspase-3 unterschieden
werden. Caspase-3 liegt zunachst als inaktives Protein mit einem Molekulargewicht von
35 kDa vor. Wird sie aktiviert, wird das Protein in zwei kleinere Proteine mit Molekular-
gewichten von 17 und 19 kDa gespalten. Im Western Blot lassen sich demnach bei ein-

getretener Apoptose zwei nah aneinander liegende Banden auf der PVDF-Membran
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nachweisen, eine bei 17 und eine bei 19 kDa, sowie eine vermindert starke Bande bei
35 kDa. Tritt keine Apoptose ein, zeigt sich im Western Blot nur eine einzige Bande bei
35 kDa. Bei keinem der Versuche zeigte sich eine Caspase-3 Bande bei 17 und 19 kDa.
Zudem gab es auch keine statistisch signifikanten Veranderungen der Proteinexpression
der inaktiven Caspase-3. Daraus lasst sich schlieRen, dass es zu keiner Aktivierung der
Caspase-3 und somit auch keiner Apoptose nach 24-stindiger Inkubation mit den Na-
nopartikeln Graphen und Siliciumdioxid in den Konzentrationen 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml

und 1 mg/ml gekommen ist.

Bei der Bax-Proteinexpression zeigten sich bei den Zelllinien cerebEND, Caco-2, Hep
G2 und H441 keine statistisch signifikanten Abweichungen von der Kontrolle. Einzig die
Zelllinie HEK-293 zeigte bei 0,01 mg/ml Graphen sowie Siliciumdioxid der Konzentratio-
nen 0,1 mg/ml und 1 mg/ml eine statistisch signifikante Abnahme der Bax-Proteinex-
pression. Dieser Trend war fiir Graphen der Konzentration 0,01 mg/ml und Siliciumdioxid
der Konzentration 1 mg/ml bereits in der PCR zu erkennen. Da es allerdings zu keinem
Anstieg der Bax-Proteinexpression gekommen ist, kann nach 24-stiindiger Inkubation
mit den Nanopartikeln Graphen und Siliciumdioxid in den Konzentrationen 0,01 mg/ml,

0,1 mg/ml und 1 mg/ml keine Apoptose vermutet werden.

Somit kann aus den Ergebnissen des Western Blots ebenfalls nicht auf eine durch die
Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid verursachte Apoptose geschlossen werden.
Dies war auch nicht zu erwarten gewesen, da bereits die PCR keine Hinweise auf eine
Apoptose erbrachte und ein Anstieg der Genexpression einem Anstieg der Proteinex-

pression immer vorgeschaltet ist.

Da aufgrund der Ergebnisse der PCR und des Western Blot keine Hinweise auf eine
Apoptose vorliegen, beruht die toxische Wirkung der Nanopartikel Graphen und Silici-
umdioxid, die bei einem Teil der Zelllinien ab einer Konzentration von 1 mg/ml nachge-

wiesen werden konnte, vermutlich auf Nekrose und nicht auf Apoptose.

In der Literatur findet man zur Toxizitdt der Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid
einige Untersuchungen, von denen einige im Folgenden exemplarisch aufgefiihrt wer-

den.

In einer Arbeit wurde die Toxizitdt von Graphen und Kohlenstoff-Nanoréhrchen an PC12
Zellen (Ratten-Phaochromozytom-Zellen) untersucht. Dabei wurden die PC12 Zellen
Graphen-Konzentrationen von bis zu 100 pg/ml ausgesetzt und anschlieRend wurde
LDH, als Marker fir Nekrose, und Caspase-3, als Marker fir Apoptose, bestimmt. Es
konnte eine signifikante LDH-Freisetzung als Zeichen einer Nekrose erst nach 24-stin-

diger Inkubation bei einer Graphen Konzentration von 100 pg/ml detektiert werden, nicht
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bei niedrigeren Konzentrationen. Im Gegensatz dazu induzierten Kohlenstoff-Nanorohr-
chen eine sehr starke LDH-Freisetzung, was eine Form-abhéngige Toxizitat nahelegt. In
dieser Studie konnte auch gezeigt werden, dass Graphen nach 24 Stunden Inkubation
oxidativen Stress induzierte, zudem war auch eine Aktivierung von Caspase-3 nach 16
Stunden Inkubation Nachweisbar, was auf eine Apoptose hindeutet (Zhang et al., 2010).
Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit keine Caspae-3-Aktivierung nachgewiesen

werden.

Im Maus-Modell konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass PEGylierte Gra-
phen-Nanosheets sich nach intravendser Applikation hauptséchlich im retikuloendothe-
lialen System einschliel3lich Leber und Niere der Mause anreicherten. Die applizierte
Dosis betrug 20 mg/kg. In dieser Studie konnten nach 3 Monaten keine toxischen Effekte
nachgewiesen werden (Yang et al., 2011). Eine weitere Studie, die ebenfalls an Mausen
forschte, applizierte Graphen und Graphenoxid Nanopartikeln Uber oropharyngeale As-
piration. Die Ergebnisse legen nahe, dass durch die Nanopartikel Veranderungen der
reaktiven Sauerstoffspezies induziert werden und die Sensitivitat der peripheren Blutge-
fake fur Adrenorezeptor-vermittelte Vasokonstriktion erhéht wird, wodurch eine kardi-

ovaskulare Dysfunktion entstehen kdonnte (Krajnak et al., 2019).

Eine andere Arbeit beschéaftigte sich mit der theoretischen Vorhersage der Deposition
von Graphen-Nanoplattchen mit einem Durchmesser von 1 bis 30 pm und einer Dicke
von 0,01 und 0,1 um im menschlichen Respirationstrakt bei hypothetischer Inhalation.
Die Ergebnisse legen nahe, dass sich Graphen-Nanoplattchen mit eine Dicke von 0,01
pum zu 20 bis 50% und mit einer Dicke von 0,1 pum zu 20 bis 90% im Respirationstrakt
ablagern. Bei Erhdhung der inhalativen Flussrate wurde theoretisch eine geringere De-
position von diinneren Graphen-Nanoplattchen berechnet. Des Weiteren wird angenom-
men, dass sich groRere Graphen-Nanoplattchen vermehrt extrathorakal ablagern
(Sturm, 2017).

Zur Untersuchung der toxischen Auswirkungen von Siliciumdioxid Nanopartikeln speziell
auf die Lunge wurden in einer Studie in vitro an A549 Zellen (Lungenepithelzellen) ge-
forscht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Effekte der Nanopartikel entscheidend
von den Inkubationsbedingungen, insbesondere der Zusammensetzung des Kulturme-
diums, abhangig sind. Verwendet wurden Siliciumdioxid Nanopartikel mit einer Grof3e
von 22 nm. Unter typischen Kulturbedingungen mit Medium mit einem Serum-Anteil von
10% konnten bei Siliciumdioxid Nanopartikel in Konzentrationen von bis zu 1000 pg/ml
keine Effekte auf Form, Funktionalitat oder Vitalitat der Zellen beobachtet werden. In
Serum-freiem Medium bewirkten Siliciumdioxid Konzentrationen ab 1 pg/ml einen ra-

schen und umfangreichen Zell-Schaden. Da die Zellen dabei zu schnell starben, um
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Protein-Analysen durchfiihren zu kénnen, wurde ein Serum-Anteil gesucht, bei dem to-
xische Effekte eintraten, die Zellen allerdings etwas langer Uberlebten. Dies konnte bei
einem Serum-Anteil von 1,25% und einer Siliciumdioxid Nanopartikel Konzentration von
100 ug/ml erreicht werden. Dabei konnte ein Zelltod durch Apoptose nachgewiesen wer-
den, sowie die Beeinflussung von weiteren biologischen Prozessen in den Zellen
(Okoturo-Evans et al., 2013). In dieser Arbeit wurde nur Medium mit einem Serum-Anteil
von 0% fur die Inkubation mit den Nanopartikeln verwendet. Allerdings konnte dabei in
dieser Arbeit kein solch gravierender Abfall der Zellviabilitdt nachgewiesen werden und
auch keine Apoptose nachgewiesen werden. Dies lasst sich méglicherweise auf die Ver-

wendung unterschiedlicher Zelllinien zurtckfihren.

5 Zusammenfassung

Die Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid zeigen hohes Potential fir das Drug Tar-
geting, der zielgerichteten Anreicherung und Wirkung eines Medikaments an einem be-
stimmten Zielort unabhangig von dem Applikationsort. Doch zuvor muss gepruft werden,
ob diese Nanopartikel eine toxische Wirkung besitzen. Diese Arbeit soll einen Beitrag
zur Untersuchung der Toxizitat der Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid leisten.

Verwendet wurden Graphen Nanopartikel mit einer Dicke von 6 bis 8 nm und einer Breite
von 15 pum und porése kugelférmige Siliciumdioxid Nanopartikel mit einer Gré3e von 5
bis 20 nm. Die Nanopartikel wurden in Suspension mit Basismedium in den Konzentra-
tionen 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml und 1 mg/ml fiir 24 Stunden im Zellmodell inkubiert. Ver-
wendet wurden die Maus-Zelllinie cerebEND (zerebrale Endothelzellen) und die huma-
nen Zelllinien Caco-2 (Kolonzellen), Hep G2 (Leberzellen), HEK-293 (Nierenzellen) und
H441 (Lungenzellen).

Zur Untersuchung der Zellviabilitat wurde der CellTiter-Glo Assay verwendet, ein auf
Lumineszenzmessung basierender Test. Fir Graphen Nanopartikel zeigte sich ab einer
Konzentration von 1 mg/ml bei den Zelllinien HEK-293 und H441 ein statistisch signifi-
kanter Abfall der Zellviabilitdt. CerebEND und Hep G2 Zellen reagierten auf Graphen
Nanopartikel ab einer Konzentration von 1 mg/ml ebenfalls mit einem deutlichen Abfall
der Zellviabilitat, diese Ergebnisse waren jedoch nicht statistisch signifikant. Die Zelllinie
Caco-2 zeigte sich von den Graphen Nanopartikeln unbeeindruckt, es kam zu keiner
statistisch signifikanten Veréanderung der Zellviabilitat. Siliciumdioxid Nanopartikel be-
wirkten ab einer Konzentration von 1 mg/ml einen statistisch signifikanten Abfall der Zell-
viabilitat bei den Zelllinien cerebEND, HEK-293 und H441. HepG2 Zellen zeigten bei 1
mg/ml Siliciumdioxid einen deutlichen aber statistisch nicht signifikanten Abfall der Zell-
viabilitat. Die Zelllinie Caco-2 erwies sich auch bei Siliciumdioxid Nanopartikel als au-
Berst robust und zeigte keine statistisch signifikanten Veranderungen der Zellviabilitat.
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Fur Konzentrationen von 0,01 mg/ml und 0,1 mg/ml konnten weder bei Graphen noch

bei Siliciumdioxid statistisch signifikante Abfalle der Zellviabilitat nachgewiesen werden.

Messungen der Zellviabilitdt auf Grundlage von Adsorptionsmessung, wie beim EZ4U-
Test, MTT-Test und LDH-Test, haben sich als ungeeignet erwiesen, da die Eigenfarbe
der Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid mit dieser Messung interferierte. MTT-Test
und LDH-Test wurden bereits im Rahmen der Vorversuche wieder verlassen. Der EZ4U-
Test wurde bei allen Zelllinien durchgefuhrt. Daftr wurden ein paar Anpassungen des
Tests unternommen, um den Einfluss der Nanopartikel auf die Messung so gering wie
madglich zu halten. Obwohl die Ergebnisse des EZ4U-Tests teilweise vergleichbar mit
denen des CellTiter-Glo Assays waren, kam es doch zu nicht unerheblichen Abweichun-
gen, die vermutlich durch Interferenz der Nanopartikel entstanden. Die Ergebnisse des
EZ4U-Tests wurden als nicht verlasslich bewertet und die des CellTiter-Glo Assay wur-

den ihnen vorgezogen.

Zudem wurde geprdft, ob die bei einem Teil der Zelllinien eingetretene toxische Wirkung
der Nanopartikel ab einer Konzentration von 1 mg/ml durch Nekrose, dem unwillkirli-
chem Zelltod durch eine Lasion, oder durch Apoptose, dem programmierten Zelltod, zu-
stande kam. Daflr wurde die Expression der Apoptose-Marker Bax und Caspase-3 auf
Genebene mittels Polymerasekettenreaktion und auf Proteinebene mittels Western Blot

bestimmt.

Die Polymerasekettenreaktion zeigte mit einer einzigen Ausnahme keine statistisch sig-
nifikante Erhéhung der Genexpression fiir Bax und Caspase-3 und gab somit auch keine
Hinweise auf die Einleitung einer Apoptose. Einzig die Zelllinie HEK-293 zeigte in der
Bax-Genexpression einen statistisch signifikanten Anstieg bei einer Graphen Konzent-
ration von 0,1 mg/ml. Da es bei einer Graphen Konzentration von 1 mg/ml keine statis-
tisch signifikante Veranderung gab, bleibt dieses Ergebnis anzuzweifeln. Fir die Zelllinie
Hep G2 liegen leider keine Ergebnisse zur Genexpression vor, da die Polymeraseket-
tenreaktion mehrmals fehlgeschlagen ist und aus Zeit- und Kapazitatsgrinden nicht

nochmals wiederholt werden konnte.

Im Western Blot zeigte sich keine statistisch signifikante Erhdhung der Proteinexpres-
sion von Bax und Caspase-3. Dieses Ergebnis kann gut mit dem der Polymeraseketten-
reaktion in Einklang gebracht werden, da ohne einen Anstieg der Genexpression auch
nicht mit einem Anstieg der Proteinexpression gerechnet werden kann. Zudem konnte
im Western Blot auch keine aktivierte Caspase-3 nachgewiesen werden, die im Rahme

einer Apoptose durch die Spaltung der inaktiven Caspase-3 entstehen wirde.

86



Somit liegen auf Grundlage von Polymerasekettenreaktion und Western Blot keine Hin-
weise auf das Eintreten einer Apoptose vor. Die toxische Wirkung der Nanopartikel Gra-
phen und Siliciumdioxid, die bei einem Teil der Zelllinien ab einer Konzentration von 1

mg/ml nachgewiesen werden konnte, beruht demnach vermutlich auf Nekrose.

Nach 24-stindiger Inkubation der Nanopartikel Graphen und Siliciumdioxid in den Kon-
zentrationen 0,01 mg/ml und 0,1 mg/ml war keine toxische Wirkung nachweisbar. Dies
reicht allerdings noch nicht aus, den Nanopartikeln in dieser Konzentration eine Unbe-
denklichkeit in der Anwendung zuzuschreiben. Zu untersuchen bleibt, ob diese Konzent-
rationen nach langerer Inkubationszeit einen toxischen Effekt zeigen werden. Dies wére
vor allem vor dem Hintergrund einer moglichen Akkumulation der Nanopartikel im
menschlichen Korper interessant. Ob und wie die Nanopartikel Graphen und Siliciumdi-
oxid im Korper akkumulieren und ob und wie sie wieder ausgeschieden werden muss
weiter untersucht werden. Ebenfalls muss noch weiter untersucht werden, wie sich die
Nanopartikel auf andere Zelltypen auswirken und welche Effekte sie im Tierversuch her-
vorrufen. Wie die Literatur zeigt, sind dabei Grdl3e, Form und funktionelle Gruppen ent-

scheidend fur die toxischen Eigenschaften der Nanopartikel.
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