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1 Einleitung

.rhere's a plenty of room at the bottom." So beginnt der Physiker und Nobelpreis-
trager Richard Feynman 1959 seine Rede, in der er das grof3e Potenzial, das in der
Nanotechnologie steckt, beschreibt. Seit dieser Rede, die als Begrindung der Nano-
forschung gilt, hat sich viel getan. Die Nanotechnologie hat sich zu einer der

Schlisseltechnologien des 21. Jahrhunderts entwickelt.

Ihre Mdglichkeiten liegen in erster Linie in den Eigenschaften von Nanopartikeln be-
grundet. Nanopartikel sind Teilchen, deren Durchmesser kleiner als 100 nm ist. Beim
Ubergang in den nanoskaligen Bereich &ndern sich die physikalischen Eigenschaften
eines Stoffes. Damit kdnnen Nanopartikel gegenuber Mikropartikeln des gleichen
Materials beispielsweise einen anderen Schmelzpunkt, Loslichkeit oder Leitfahigkeit
besitzen. Diese Eigenschaften kommen dadurch zu Stande, dass Nanopartikel im
Vergleich zu den entsprechenden Mikropartikeln bei gleicher Masse eine groRere
Oberflache besitzen, was zu veranderten katalytischen Eigenschaften und Quanten-

phanomenen flhrt.

Dadurch haben immer mehr Produkte aus der Nanotechnologie in das alltagliche
Leben Einzug gehalten: in Kosmetika, in Sonnencremes, in Wundauflagen, in Wand-

farben; sogar Fenster werden mit Nanopartikeln beschichtet.

In Deutschland als einem der Spitzenstandorte wird die Nanotechnologie staatlich
unterstutzt. So stellte das Bundesministerium fur Bildung und Forschung Anfang
2011 den ,Aktionsplan Nanotechnologie 2015 vor (http://www.bmbf.de/pub/aktions-
plan_nanotechnologie.pdf). Darin werden die Ziele der Bundesregierung klar formu-
liert: mit Nanotechnologie zu Wachstum und Innovation in Deutschland beizutragen,
Nanotechnologie sicher und nachhaltig zu gestalten, ihre Potenziale fur Bildung und

Forschung zu nutzen und zur Lésung globaler Herausforderungen heranzuziehen.

Das Ziel, die Nanotechnologie sicher und nachhaltig zu gestalten, liegt darin begrin-
det, dass sich aus ihren Moglichkeiten auch Gefahren ergeben kdnnen, deren Aus-
malf bisher noch nicht genau abgeschatzt werden kann. Wie verhalten sich Nanopar-
tikel im menschlichen Koérper? Wie in der Umwelt? Wie kdnnen sie, einmal in die
Umwelt gelangt, wieder beseitigt werden? Aus diesem Grund ist es das Ziel, in der
Forschung der Nanotoxikologie eine Grundlage zu schaffen, von der aus sich gesi-

cherte Aussagen Uber das Gefahrdungspotenzial von Nanopartikeln treffen lassen.
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Im Hinblick auf die toxikologische Testung von Nanopartikeln kann die Etablierung
eines neuen Testsystems eine grof3e Rolle spielen. Erkenntnisse Uber die Toxizitat
von Nanopartikeln anhand von in vitro- und in vivo-Studien liegen bereits vor. Um
einerseits ein komplexeres Testsystem als Zellkulturen heranzuziehen und anderer-
seits die Testung in vivo am lebenden Tier zu umgehen, bietet sich die Anwendung

von Lungenschnitten (Precision-cut Lung Slices) als zusatzliche Mdglichkeit an.

Ihr Nutzen in der toxikologischen Testung von Nanopartikeln soll in der vorliegenden

Arbeit naher erlautert werden.
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2 Literaturiibersicht zum Thema

2.1 Precision-cut Lung Slices und deren Einordnung in weitere
in vitro-/in vivo-Methoden im Hinblick auf toxikologische
Testung

In der toxikologischen Testung ist es mdglich, sich unterschiedlicher Systeme zu

bedienen. Das Spektrum umfasst dabei sowohl in vivo- als auch in vitro-Methoden,

die sich hinsichtlich ihrer Komplexitat sowie in ihrer Spezifitat unterscheiden

(Abbildung 1).
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Abbildung 1:  Ubersicht toxikologischer in vivo- und in vitro-Testsysteme in Hinblick auf deren Kom-
plexitat und Spezifitat
Im Hinblick auf Komplexitat stehen in vivo-Methoden an erster Stelle. Es ist gesetz-
lich vorgeschrieben, dass vor der Zulassung von Medikamenten fir den Menschen
toxikologische Untersuchungen an Versuchstieren durchgefiihrt werden. Gepruft wird
dabei die akute Toxizitat eines Medikaments, die chronische Toxizitat, die kanzero-
gene und die teratogene Wirkung. Dafir werden vor allem Mause, Ratten, Meer-
schweinchen und Kaninchen aus Inzuchtstammen verwendet. In einigen Fallen wer-
den auch andere Saugetiere herangezogen [1]. Untersucht werden insbesondere die
Organtoxizitdt von Fremdstoffen anhand von klinischen Parametern, Enzym-
aktivitdten sowie dem Gehalt an Gewebehormonen und Wachstumsfaktoren im Blut

oder den entsprechenden Zielgeweben [2].
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Um physiologische Vorgange zu verstehen und daraus toxikologische Eigenschaften
von Substanzen abzuleiten, kdénnen isolierte Organe betrachtet werden. Diese
weisen eine hohere Spezifitat als der Gesamtorganismus auf. Die dem Tier nach
Toétung chirurgisch entnommenen Organe kénnen durch Perfusion eine bestimmte
Zeit vital gehalten werden. Ein isoliertes Herz von Vertebraten schlagt zum Beispiel
weiter, wenn man es in physiologischer Kochsalzlésung inkubiert, obwohl keine neu-
ronalen Signale am Sinusknoten, dem Schrittmacher des Herzens, mehr eintreffen.
Anhand des Volumens des Herzausstoldes, der FlieRgeschwindigkeit der Kochsalz-
I6sung und der mechanischen Bewegung des Herzens lassen sich Auswirkungen

nach Reizung mit Pharmaka oder Hormonen untersuchen [3].

Gewebe und Gewebeschnitte lassen sich zwischen isolierten Organen und der Zell-
kultur einordnen. Hierbei wird nicht nur eine einzelne Zelle betrachtet, sondern ein
gesamter Zellverband, der sehr nahe die physiologischen Eigenschaften eines
komplexen Organs widerspiegeln kann. Anhand von Lungenschnitten (engl. Pre-
cision-cut Lung Slices, PCLS) werden die Moglichkeiten von Gewebeschnitten im

Kapitel 2.2 naher erklart.

In der Annahme, dass sich alle toxikologischen Wirkungen letztlich auf zellularer
Ebene abspielen, werden toxikologische Tests auch an Zelllinien durchgefiihrt. So
werden etwa zum Test auf Zytotoxizitat Zellen mit einem Tetrazoliumsalz inkubiert.
Die mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen wandeln dieses Salz in For-
mazan um. Je mehr lebende Zellen also vorhanden sind, desto mehr Formazan wird
gebildet, welches photometrisch bestimmt werden kann. Auswirkungen einer Pruf-
substanz, welche in vitro mit den Zellen inkubiert wurden, kdnnen so im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle dargestellt werden [1].

Toxikologische Untersuchungen mit der hochsten Spezifitat kbnnen an Rezeptoren
und Enzymen durchgefuhrt werden. Binden an Rezeptoren ihre entsprechenden
Agonisten, kann es zur Induktion einer Signalkaskade kommen. Binden Testsubstan-
zen an die Rezeptoren oder an die spezifischen Agonisten, kénnen Veranderungen
in der Signalkaskade beobachtet werden. Zudem ist es moglich, Enzyme mit
Testsubstanzen zu inkubieren und auf Funktionséanderung zu untersuchen. Hierzu
zahlt beispielsweise die Hemmung der Acetylcholinesterase durch organische

Phosphorsaureester [2].
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2.2 Geschichte und Méglichkeiten der Precision-cut Lung Slices

Die Geschichte und die Mdglichkeiten von Gewebeschnitten vor allem im Bereich der
Pneumologie sollen anhand von Precision-cut Lung Slices (PCLS) beschrieben

werden.

Die grundlegende Entwicklung von Gewebeschnitten fand zunachst mit anderen
Organen als der Lunge statt: 1980 etablierten Krumdieck et al. [4] ein handbetriebe-
nes Mikrotom. |hre Vorgabe war ein Instrument herzustellen, mit dem Gewebeschnit-
te in kurzer Zeit, mit reproduzierbaren Ergebnissen, moglichst geringem Gewebe-
trauma und in einer kontrollierten Umgebung hergestellt werden konnten. Das aus
Acryl gefertigte Mikrotom konnte in ein mit Medium gefulltes Bad gestellt werden, um
so die Schnitte schon wahrend des Schneidevorgangs mit Nahrstoffen zu versorgen.
Ein aus der Leber gestanztes Gewebestuck konnte Uber eine Ladevorrichtung in das
Mikrotom gebracht werden, wobei ein darunter befindliches Messer durch Vor- und
Zuruckbewegen der Messerhalterung dinne Schnitte anfertigte. Durch Verstellen der
Position des Messers zur Ladevorrichtung wurden Gewebeschnitte mit einer Starke
von 160-640 pym hergestellt. Die Aus-
beute lag bei 10-12 Schnitten pro
Minute und anhand von histologi-
schen Untersuchungen zeigte sich
eine gut erhaltene Gewebearchi-
tektur. Schnitte aus Gehirn, Niere,
Milz und Herz konnten mit dieser

Methode ebenfalls hergestellt werd-

en.

Abbildung 2:  Handbetriebenes Mikrotom aus dem Jahr 1980 nach Krumdieck et al. [4]

Gewebeschnitte aus Lungen herzustellen erwies sich als erheblich schwieriger, da
sich das Lungengewebe aufgrund seiner puffigen Konsistenz durch eine weitaus wei-
chere Beschaffenheit auszeichnet. Die Wissenschaftler Placke und Fisher umgingen
das Problem, indem sie ein Gemisch aus Agarose und Kulturmedium in Rattenlun-
gen flllten [5]. Nachdem die Agaroseldsung ausgekuhlt war, schnitten sie mit einem
Skalpell die Lungen in 1-2 mm dicke Schnitte. lhre Ausbeute an Schnitten pro
Rattenlunge lag bei 20-25 Sttick.
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In ihrer Publikation von 1994 vereinten Fisher et al. [6] die beiden oben aufgeflhrten
Methoden. Sie benutzen zum einen den Krumdieck Tissue Slicer und zum anderen
flllten sie die Lunge mit Agarose. Dazu wurden Humanlungen mit 2-4 Liter eines
Gemisches aus Agarose und Kulturmedium gefullt. Nachdem die Lungen 30-60 Mi-
nuten zur Erstarrung der Agarose auf Eis gelagert wurden, wurden Gewebezylinder
ausgestanzt, aus denen 500 pm dicke PCLS mit Hilfe des Krumdieck Tissue Slicer
hergestellt werden konnten. Auf diese Weise erhielt man mehrere tausend Schnitte
aus einer menschlichen Lunge. Durch Vorinkubation der Schnitte bei 37 °C |6st sich
die Agarose wieder auf und kann durch Mediumwechsel entfernt werden. Um die
Eignung der PCLS fur toxikologische Fragestellungen zu testen, wurden die Lungen-
schnitte mit den lungentoxischen Substanzen Acrolein und Nitrofurantoin kultiviert.
Die Vitalitat wurde anhand der Proteinsynthese und des Gehalts an Sulfhydrylgrup-
pen, verglichen mit unbehandelten Kontrollschnitten, bestimmt. Die lungentoxischen
Substanzen bewirkten eine eindeutige Verringerung der Vitalitat im Vergleich zu den
Kontrollschnitten. Die Autoren folgerten daraus, dass PCLS ein funktionierendes in

vitro-System fur toxikologische Lungentests darstellen.

Martin et al. [7] gehen in ihrer Publikation 1996 auf den Nutzen von PCLS in pharma-
kologischen und funktionellen Tests ein. Sie behandelten ihre Schnitte mit Metha-
cholin und untersuchten den bronchokonstriktorischen Effekt mittels Videomikrosko-
pie. Sie stellten aus mit Agarose gefillten Rattenlungen ca. 250 um dicke Schnitte
her, die in einer unter einem Mikroskop befindlichen Inkubationskammer kultiviert
wurden. Zur Betrachtung wurden Schnitte herangezogen, die nur einen Luftweg ent-
hielten, in denen die Luftwege frei von Agarose und Debris waren und bei denen zu
erwarten war, dass der Zilienschlag des Flimmerepithels intakt war. Der Durchmes-
ser der Luftwege von Schnitten, die nur in Medium inkubiert wurden, wurde als 100%
festgesetzt. Nachdem die Inkubationskammer mit Methacholin geflutet worden war,
wurden jede Minute innerhalb eines Zeitraumes von 10 Minuten Aufnahmen der
Schnitte mittels einer Videokamera gemacht. Der Durchmesser der Luftwege wurde
mittels eines Bild-Analyse-Programms analysiert. Die Ergebnisse zeigten eine zu
erwartende Konstriktion der Luftwege, die sich mit zunehmendem Methacholingehalt
verstarkte. Aus den Ergebnissen schlossen die Autoren, dass die PCLS ein gutes
System darstellen, Bronchokonstriktion auslésende Substanzen schnell zu screenen,
gerade im Hinblick darauf, dass aus einer Rattenlunge eine Vielzahl von Schnitten

hergestellt und verschiedene Substanzen gleichzeitig getestet werden kénnen.



Literaturtbersicht -7 -

Die Moglichkeit, in PCLS Bronchokonstriktion videomikroskopisch nachzuvollziehen,
wurde in weiteren Studien vor allem im Bezug auf die Entstehung und die Patho-
mechanismen von Asthma genutzt. So betrachteten Wohlsen et al. [8] den broncho-
konstriktorischen Effekt von Ovalbumin in PCLS aus Rattenlungen. Dazu wurde
Serum aus mit Ovalbumin sensibilisierten Tieren zur passiven Sensibilisierung 16
Stunden lang auf PCLS gegeben, die aus unbehandelten Ratten stammten. Es
zeigte sich, dass sowohl das Ausmal} und die Geschwindigkeit des konstriktorischen
Effekts in den kleineren Luftwegen zunahmen und damit auch die kleinen Luftwege
am asthmatischen Geschehen beteiligt sind. Den gleichen Effekt fanden Wohlsen et
al. [9] auch bei PCLS aus menschlichen Lungen. Hier wurden die PCLS Uber Nacht
mit Serum von gegen Graspollen allergischen Individuen inkubiert. Die Zugabe von
Graspollenextrakt fuhrte zu einer so genannten "Friihen allergischen Antwort". Diese

zeigte sich in einer Zunahme der Bronchokonstriktion je kleiner die Luftwege wurden.

In einer weiteren Studie zeigten Henjakovic et al. [10], dass auch PCLS von Mausen
die Mdglichkeit bieten, allergische Reaktionen anhand von Bronchkonstriktion darzu-
stellen. Dazu wurden Mause mit den Chemikalien Benzol-1,2,4-tricarbonsaure-1,2-
anhydrid und 2,4-Dinitrochlorbenzol dermal sensibilisiert. Hierauf wurden zum einen
die Mause mit den beiden Chemikalien als Aerosol exponiert und mithilfe der invasi-
ven Lungenfunktionsmessung der Lungenwiderstand gemessen. Zum anderen wur-
den PCLS aus sensibilisierten Mausen mit den beiden Chemikalien inkubiert. Bei der
Lungenfunktionsmessung wurde die Bronchokonstriktion als prozentuale Zunahme
des Lungenwiderstandes und bei den PCLS als prozentuale Zunahme der maxi-
malen Luftwegskontraktion angegeben. Wegen der vergleichbaren Ergebnisse
schlossen die Autoren darauf, dass PCLS als in vitro-Methode geeignet sind, den

sensibilisierenden Effekt von organischen Chemikalien auf die Luftwege darzustellen.

Wohlisen et al. [11] zeigten eine weitere Mdglichkeit, PCLS in der Erforschung von
Lungenkrankheiten zu nutzen. Bei Erkrankungen wie Asthma, COPD (chronisch
obstruktive Lungenerkrankungen) oder der cystischen Fibrose kommt es zu einer
Abnahme der mukozilidren Clearance aufgrund einer Beeintrachtigung des Flimmer-
epithels durch Sezernierung grofer Mengen an viskdsem Mukus. Der Schlag des
Flimmerepithels wird vornehmlich Uber cAMP als sekundarem Botenstoff reguliert.
Die Forscher betrachteten unterschiedliche Substanzen, die cAMP erhdhen, indem
sie entweder dessen Bildung verstarkten (3,-Adrenorezeptor Agonist Terbutalin oder

der Adenylcyclase-Aktivator Forskolin) oder seinen Abbau durch Phosphodiesterase-
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hemmer wie Rolipram und Roflumilast verlangsamten. lhre Ergebnisse zeigten so-
wohl eine zeit- als auch konzentrationsabhangige Erhéhung des ziliaren Flimmer-
schlags, was auf eine gute Einsetzbarkeit der Medikamente fir die Behandlung der

erwahnten Erkrankungen hindeutet.

Auch im Bereich der Lungenkrebsforschung konnten PLCS erfolgreich verwendet
werden. Anhand von Precision-cut Tissue Slices aus Lunge, Leber und Nieren von
Hamstern untersuchten Richter et al. [12] den Metabolismus des tabakspezifischen
Nitrosamins 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) sowie dessen Me-
taboliten 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL). NNK entsteht wah-
rend der Fermentierung von Tabakblattern durch Nitrosierung des Nikotins. Es gilt
als eines der wichtigsten Kanzerogene im Tabak oder Tabakrauch und erzeugte in
allen bisher untersuchten Tierspezies Lungenkrebs, wobei der genaue Wirkmecha-
nismus der Kanzerogenese letztendlich noch nicht genau geklart ist. NNK kann im
Kdrper auf verschiedene Arten metabolisiert werden: Die Carbonylreduktion fuhrt zu
NNAL. Durch a-Hydroxylierung von NNK und NNAL entstehen Zwischenprodukte,
welche die DNA durch Methylierung und Pyridyloxobutylierung schadigen. Des
Weiteren konnen NNK und NNAL uber Pyridyl N-Oxidierung und Glukuronidierung
entgiftet werden. In der Studie von Richter et al. [12] sollten gewebespezifische
Unterschiede im NNK-Metabolismus anhand der Gewebeschnitte gezeigt werden.
Die Leberschnitte (8 £ 1 mg) wurden mittels eines Vibrotoms und die Lungen- und
Nierenschnitte (3+£0,5mg bzw. 5+ 0,6 mg) mit einem Skalpell hergestellt. Die
Schnitte wurden mit 0,6 mL Krebs-Henseleit-Puffer eine halbe Stunde vorinkubiert
und anschlielend die beiden Testsubstanzen [5-3H]NNK und [5-3H]NNAL dem
Medium zugegeben. Es wurden 13 Konzentrationen (0,03-250 uM) der Substanzen
getestet. Die Kultivierung der Schnitte erfolgte Uber sechs Stunden im Brutschrank.
Danach wurde der Gewebekulturiberstand abgenommen und zentrifugiert. Art und
Menge der entstandenen Metaboliten wurden durch Hochdruckflissigkeitschromato-
graphie (HPLC) mit on-line Radioaktivitatsdetektion ermittelt. Die Metabolitenzuord-
nung erfolgte durch parallele Injektion von Referenzsubstanzen, deren Retentionszeit
durch UV-Detektion bei 234 und 254 nm bestimmt wurden. Die Autoren fanden
heraus, dass in der Lunge, die ein Zielorgan fir die NNK-vermittelte Kanzerogenese
im Tierversuch ist, der NNK-Metabolismus mit 23% relativ niedrig war. 13-31%
wurden davon durch a-Hydroxylierung zu den untersuchten Zwischenprodukten

metabolisiert. Die grote Metabolisierungsrate von NNK wurde mit 80% in der Leber
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gefunden, die eigentlich kein Zielorgan fur den NNK-Metabolismus darstellt. Die
Carbonylreduktion zu NNAL war am gréften in der Niere (94-100%), gefolgt von der
Leber (59-79%) und der Lunge (47-81%). Damit konnte gezeigt werden, dass die
Precision-cut Tissue Slices ein nltzliches in vitro-Testsystem darstellen, um gewe-
bespezifische Unterschiede im Metabolismus der tabakspezifischen Nitrosamine

aufzuzeigen.

In einer weiteren Studie von Richter et al. [13] wurden mit dem gleichen Versuchs-
aufbau speziesspezifische Unterschiede im Metabolismus von NNK in Lungen-
schnitten dargestellt. In Erganzung zu den bereits untersuchten Hamstern wurden
jetzt auch Schnitte von Lungen aus Mausen und Ratten sowie von tumorfreiem
menschlichem Gewebe, welches im Rahmen von Lungenoperationen erhalten
wurde, mit NNK inkubiert. Bei den Lungenschnitten aus Mausen zeigte sich eine
erhdhte Carbonylreduktion zu NNAL mit steigenden Substratkonzentrationen, wobei
die Endprodukte der a-Hydroxylierung und der N-Oxidation konzentrationsabhangig
abnahmen. Bei den Ratten zeigte sich keine Konzentrationsabhangigkeit der drei
Metabolisierungswege. Bei den Hamstern hingegen wurde NNK im Vergleich zu den
anderen Nagern deutlich mehr zu NNAL transformiert. Beim menschlichen Lungen-
gewebe war die Reduktion von NNK zu NNAL jedoch am starksten ausgepragt, die
Aktivierung durch a-Hydroxylierung war sehr viel geringer als bei den Nagetieren.
Dies zeigt nach Ansicht der Autoren, dass Ergebnisse zur Kanzerogenese von NNK

bei Nagetieren nur bedingt auf den Menschen zu Ubertragen sind.

Zusammenfassend konnen folgende wichtige Parameter der PCLS beschrieben

werden:
e Die Schnitte behalten die Organstruktur im Wesentlichen bei
e Es sind alle Zelltypen eines Organs vorhanden
e Die interzellulare Kommunikation bleibt erhalten
e Die Zellen werden nur minimal geschadigt

e Aus einem Organ sind viele Schnitte erhaltlich, so dass verschiedene Sub-
stanzen in einem Organ getestet und zugleich unbehandelte Kontrollschnitte

angefertigt werden kénnen

e Der direkte Vergleich zwischen verschieden Spezies wird moglich
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e Die PCLS stellen ein in vitro-System dar, das die in vivo-Situation wider-

spiegeln kann

o Die Mdglichkeit, eine Vielzahl von Schnitten aus einer tierischen Lunge her-

zustellen, flhrt zu einer Einsparung von Versuchstieren
Demgegenuber mussen auch die Nachteile der PCLS gestellt werden:

e Das Gerat zur Herstellung der Schnitte, der Krumdieck-Tissue Slicer, ist relativ

teuer in der Anschaffung
e Der Stofftransport erfolgt nur durch Diffusion
e Zellen im Inneren der Schnitte sind weniger exponiert als solche am Rand
e Es sind je nach Versuchsaufbau auch nicht relevante Zelltypen enthalten
e Die Umsatzkinetik ist im Vergleich zu Zellkulturen niedriger

Auch wenn die Methode der PCLS einige Nachteile besitzt, sollte in der vorliegenden

Arbeit ihr Nutzen zur toxikologischen Testung von Nanopartikeln untersucht werden.

2.3  Precision-cut Lung Slices im Hinblick auf die Reduktion von
Tierversuchen

Im Jahr 2009 wurden nach aktueller Veroffentlichung des Bundesministeriums fir
Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 2,8 Millionen Wirbeltiere fir Ver-
suche und andere wissenschaftliche Projekte eingesetzt (http://www.BMELV.de). Bei
uber 87% handelte es sich um Nagetiere, vornehmlich Mause und Ratten. 2,2% der
Tiere waren Kaninchen, 5,2% Fische, 3,7% Vdgel. Hunde wurden in 0,1% und Affen
in 0,08% der Tierversuche verwendet. In der Gesamtzahl sind sédmtliche Wirbeltiere,
die zum Einsatz kamen, berlcksichtigt. So zum Beispiel auch solche, bei denen

lediglich Blut abgenommen wurde.

1959 beschreiben Russel und Burch [14] zum ersten Mal das Prinzip der ,3 R*. Die
.3 R* beziehen sich auf die Begriffe ,Replacement”, ,Reduction“ und ,Refinement®.
Seither gilt ihr Buch "The Principles of Humane Experimental Technique" als ,Bibel*

der Alternativmethoden zum Tierversuch.

Es sind demnach Alternativmethoden gemeint, die entweder einen vollstandigen

Verzicht auf Nutzung von Tieren (Replacement) oder, falls dies nicht moglich ist,
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zumindest eine Reduzierung der Anzahl der verwendeten Tiere (Reduction) bzw.

eine Minderung der Belastung der Tiere (Refinement) beinhalten.

In Deutschland wird die Umsetzung der ,3 R* sogar gesetzlich kontrolliert: 1989
wurde im Bundesinstitut fur Risikobewertung eine Zentralstelle zur Erfassung und
Bewertung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch (ZEBET) gegrin-
det. Ziel dieser wissenschaftlichen Institution ist es, insbesondere gesetzlich
vorgeschriebene Tierversuche durch alternative Untersuchungsmethoden zu er-
setzen, die Zahl der Versuchstiere auf ein unerlassliches Mal® zu reduzieren und
Leiden und Schmerzen der Versuchstiere im Experiment zu verminderen. ZEBET soll
die Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch dokumentieren, bewerten,
ihre Anerkennung national und international empfehlen und auch durchsetzen
(http://www.bfr.bund.de/cd/1433). Weitere Institutionen, die Ersatzmethoden beurtei-
len und bewerten, sind das ,European Centre for the Validation of Alternative
Methods® (ECVAM; http://fecvam.jrc.ec.europa.eu) und der ,Fund of the Replacement
of Animals in Medical Experiments“ (FRAME; http://frame.org.uk/index.php).

Es gehort auch zur Aufgabe von ZEBET, Informationen Uber Alternativmethoden be-
reitzustellen. Im Rahmen dessen wurde eine Datenbank, AnimAIt-ZEBET, etabliert
[15], die vor allem darauf ausgerichtet ist, die im Tierschutzgesetz geforderte Prifung
auf Unerlasslichkeit von Tierversuchen mit Informationen Gber moégliche Alternativ-
methoden zu unterstitzen. In der Datenbank werden ausschlieBlich Methoden aufge-

fuhrt, die mindestens einer Anforderung der ,3 R* genlgen.

Gibt man in die Datenbank das Schlagwort ,Precision-cut Lung Slices“ ein, erhalt
man einen Review (http://www.dimdi.de/static/de/db/dbinfo/zt00.htm) mit dem
Uberbegriff ,Reduction“. Unter dem Titel ,Lung slices as an in vitro model for
inhalation toxicity testing” werden die Vorteile der PCLS, wie die bestehende
Dreidimensionalitat der Zellen, die erhaltenen differenzierten Zellfunktionen, die
Organintegritat und die Moglichkeit der Methode, Schnitte verschiedener Spezies zu
vergleichen, aufgeflhrt. Unter dem Gesichtspunkt, dass aus einer Rattenlunge
hunderte Schnitte hergestellt werden und dadurch mehrere Substanzen an einem
Tier getestet werden kdnnen, sowie in Anbetracht der Tatsache, dass an einem Tier
auch immer zugleich Kontrollversuche stattfinden kénnen, stellen die PCLS eine gute

Methode dar, Tierversuche zu verringern.
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2.4 Nanopartikel

Der Begriff ,Nanopartikel“ leitet sich vom griechischen Wort ,nano“ ab, was soviel be-
deutet wie ,Zwerg“ oder ,zwergenhaft®. ,Nanopartikel“ werden definiert als Teilchen,
die kleiner als 100 nm sind. Zum Vergleich: Ein 10 nm groftes Goldpartikel ist zehn
Millionen mal kleiner als ein Ful3ball. Ein Fuf3ball ist wiederum zehn Millionen mal
kleiner als die Erde (Abbildung 3).
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Abbildung 3:  GroRenverhaltnis eines 10 nm Goldpartikels: 10 Millionen mal kleiner als ein Ful3ball,
der ebenfalls 10 Millionen mal kleiner als die Erde ist (aus Beckers et al. [16])

Die Aerosolforschung beschaftigt sich mit der Einordnung und der Klassifizierung von
Partikeln allgemein und damit auch der Nanopartikel: Alle Partikel, die in der Atmo-
sphare vorhanden sind, werden als Schwebstaub bezeichnet. Dieser Schwebstaub
l&sst sich in grofiere und kleinere Teilchen unterteilen: Partikel, die groRer als 10 ym
sind, werden als Grobstaub bezeichnet, solche, die kleiner als 10 um sind, als Fein-
staub. Feinstaub an sich lasst sich wiederum in drei Kategorien unterteilen: Partikel
mit einem maximalen Durchmesser von 10 um (Particulate Matter, PMjo) stellen
inhalierbaren Feinstaub dar, Partikel mit einem Durchmesser von weniger als 2,5 um
(PM35) sind lungengangig und ultrafeine Partikel (UFP) oder auch Nanopartikel, die
kleiner als 0,1 um sind (PMg 1), kdnnen bis in die Alveolen vordringen. Wahrend sich
ultrafeine Partikel und Nanopartikel durch die gleiche GréRe auszeichnen, weisen
Nanopartikel einen gezielten Aufbau auf, wohingegen ultrafeine Feinstaubpartikel

durch komplizierte Strukturen und Zusammensetzungen gekennzeichnet sind [16].

Der Begriff "Nano" wird in letzter Zeit in den Medien und in der 6ffentlichen Dis-
kussion immer haufiger verwendet. Nanopartikel sind jedoch keine Erfindung der
neueren Zeit, sie kommen schon seit jeher in unserer Umwelt vor. Bei Waldbranden
oder Vulkanausbriichen zum Beispiel werden Partikel freigesetzt, die den nano-
skaligen Bereich erreichen. Bakterien im Meer nehmen Eisen aus dem Meerwasser

auf und bilden daraus Ketten nanometer-feiner Magnetitkristalle. Anhand dieser
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Magnetketten, die wie Kompassnadeln wirken, koénnen sie sich parallel zum
Erdmagnetfeld ausrichten und so die Wasserschichten mit den besten Lebens-
bedingungen erreichen. Damaszener-Klingen, die im Mittelalter und bis heute beson-
ders wegen ihrer Bruchfestigkeit geschatzt werden, enthalten Kohlenstoff-Nanoréh-
ren, die teilweise mit Zementit gefillt sind. Diese Nanodrahtverstarkung ist es, die

den Klingen ihre besondere Bruchfestigkeit verleiht [17].

Aber auch in neuerer Zeit werden zunehmend Nanopartikel in die Atmosphare freige-
setzt, zum grof3en Teil unbeabsichtigt. Hierzu gehdren Abriebe aus Autoreifen, Auto-
abgase [18], Schweillarbeiten [19] aber auch Kochen [20].

Neben den unbeabsichtigt produzierten Nanopartikeln gibt es auch solche, die
industriell mit streng definierten physikalisch-chemischen Eigenschaften synthetisiert
werden. Diese Partikel kdnnen auf zwei verschiedene Arten hergestellt werden: Im
.tfop-down“-Verfahren wird ein grolles Stiick Materie immer weiter zerlegt, bis die
Bruchstiicke den Nanometer-Bereich erreichen. Im ,bottum-up“-Verfahren hingegen
wird aus Atomen oder Molekllen das nanoskalige Partikel aufgebaut. Die kinstlich
hergestellten Nanopartikel unterscheiden sich in ihren Eigenschaften von mikroskali-
gen Materialien gleicher Herkunft. So kénnen sich bei Ubergang in die Nanometer-
dimension (abhangig vom Material, aus dem die Partikel bestehen) Léslichkeit, Leit-
fahigkeit, Transparenz oder der Schmelzpunkt andern. Dieses Phanomen ist durch
zwei Eigenschaften der Nanopartikel zu erklaren: Zum Einen gelten oberhalb von
100 nm die klassischen Gesetze der Physik, die unterhalb von 100 nm durch die
Gesetze der Quantenphysik ersetzt werden und so zu anderen physikalischen, che-
mischen und biologischen Eigenschaften fuhren. Zum Anderen befinden sich in
Nanopartikeln verhaltnismalig mehr Atome pro Masse an der Oberflache, was zu
einer VergroRerung der Oberflache und damit zu einer erhdhten katalytischen Aktivi-
tat der Nanopartikel im Vergleich zum mikroskaligen Material fuhrt [17]. Wo und wie
solche industriell erzeugten Nanopartikel eingesetzt werden, wird in Absatz 2.5

genauer erlautert.

2.5 Nanotechnologie

Uber die im Begriff ,Nanotechnologie“ enthaltene GroRenangabe allein kann die
Nanotechnologie keineswegs definiert werden, zumal sie auch keine Technologie im
engeren Sinne bzw. eine Gruppe von Technologien umfasst. Es handelt sich

vielmehr um einen forschungspolitisch und forschungsorganisatorisch gepragten
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Begriff, dessen Definition unter Wissenschaftlern immer noch umstritten ist [21].
Daraus ergeben sich eine Reihe verschiedener Definitionen fir die Nanotechnologie:
Schmid et al. [22] schreiben in einer Studie fur die Europaische Akademie Bad
Neuenahr-Ahrweiler: ,Nanotechnologie basiert auf den fortschreitenden Anwen-
dungen der Nanowissenschaften. Die Nanowissenschaften befassen sich mit
funktionalen Systemen, die auf der Nutzung von Bausteinen mit spezifischen
grollenabhangigen Eigenschaften der individuellen Bausteine oder eines Systems
aus diesen basieren.” Die U.S. National Nanotechnology Initiative (NNI) beschreibt
die Nanotechnologie als Anwendung, Manipulation und Forschung uber Teilchen, die
in einer GroRenordnung von 1-100 nm liegen (http://www.nano.gov/html/facts/-
whatlsNano.html). Grunwald und Fleischer werden im Buch ,Nano — Chancen und
Risiken aktueller Technologien® genauer und beschreiben die Nanotechnologie als
einen Sammelbegriff fir Techniken fur und mit nanoskaligen Systemen (Systeme in

einer GréRenordnung zwischen 1 und 100 nm),

e die zielgerichtet und individuell analysiert und manipuliert werden kdnnen, z.B.

bei der Gestaltung von Oberflacheneigenschaften.

e bei denen groRenspezifische neue Effekte und Eigenschaften beobachtet wer-

den oder erzeugt werden kdnnen, wie z.B. quantenmechanische Effekte.

e welche wenigsten der Intention nach technisch nutzbar gemacht werden (kon-

nen oder sollen) [21].

Die Moglichkeiten industriell hergestellter Nanopartikel eréffnen in der letzten Zeit
immer weitere Anwendungsgebiete und haben Einzug in unser alltagliches Leben
gefunden. In einer Broschire des Bundesministeriums fir Bildung und Forschung
uber Nanopartikel und Nanotechnologie werden dazu einige Beispiele aufgefuhrt
[17]. So werden z.B. chirurgische Instrumente und Katheter mit Silber-Nanopartikeln
beschichtet, die antimikrobielle Eigenschaften besitzen. Auf diese Weise kann eine
mdgliche Sepsis durch kontaminiertes Material vermieden werden, zumal mehr Men-
schen durch verunreinigte Katheter sterben als im Strallenverkehr. Zudem werden
die antibakteriellen Eigenschaften auch in Sportkleidung genutzt, um durch die
SchweilRbildung entstehende Gerliche zu neutralisieren. Durch Nachahmung des so
genannten ,Lotuseffekts® werden mit Nanopartikeln beschichtete Fenster so
schmutzabweisend, dass der nachste Regen den Schmutzfilm abspdult. Des Weiteren

werden Titandioxid-Partikel in Sonnencremes verwendet, die dazu fahig sind, UV-
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Licht zu absorbieren und damit Sonnenbrande zu verhindern. Abbildung 4 zeigt

einen kleinen Uberblick, wo Nanopartikel im alltdglichen Leben vorkommen.

Abbildung 4:  Ubersicht (iber das Vorkommen von Nanopartikeln im Alltag (aus Schulenburg [17])

In der Medizin ermdglichen Nanopartikel neue Anwendungs- und Behandlungsmadg-
lichkeiten. So kénnen z.B. magnetische, biokompatible Nanopartikel (vornehmlich
Eisen-3-Oxide) in tumordses Gewebe injiziert werden, die dann mithilfe eines elektri-
schen Feldes im Gewebe Hitze erzeugen. Auf diese Weise werden Tumorzellen ent-
weder direkt zerstort oder empfanglicher fur eine begleitende Radio- oder Chemothe-
rapie gemacht [23,24]. AuRerdem ist es mdglich, Medikamente an Nanopartikel zu
koppeln, die damit in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu Gberqueren. Kreuter
et al. [25] zeigten den Transport von Poly(butylcyanoacryl)-Nanopartikeln, welche mit
Polysorbat 80 ummantelt waren, in das Gehirn von Mausen. Sie stellten fest, dass
die Partikel an Apolipoproteine aus dem Blut binden, damit wie Lipoproteinpartikel
erscheinen und somit ins Gehirn gelangen. Der genaue Mechanismus ist noch unge-
klart, moglich ware eine Rezeptor-vermittelte Endocytose der Partikel-Medikamen-
ten-Konjugate durch kapillare Endothelzellen des Gehirns. Die gebundenen Medika-
mente kénnten damit anschlielend durch Diffusion in das Gehirn gelangen, wahrend

sie den Wirkstoff freisetzen bzw. von Endothelzellen transzytosiert werden.
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2.6 Toxikologie von Nanopartikeln

~Wir haben gelernt mit Metallen umzugehen und haben Werkzeuge hergestellt, die
uns das Leben leichter machten, aber auch Waffen. Wir haben das Auto erfunden,
und der Autoverkehr totet jedes Jahr weltweit eine halbe Million Menschen und ver-
letzt 23 Millionen weitere. Wir haben neue Substanzen wie Pestizide hergestellt, die,
soweit sie bestandig sind, die Umwelt und unsere Lebensqualitat beeintrachtigen.
Daraus ist zu schlieen: Neue, nanoskalige Materialien werden zumindest einige
unerwinschte Nebenwirkungen haben.” So sagt es Harald Krug, Professor an der
EMPA St. Gallen in der Schweiz, wenn er in seinen Vortragen tUber die Toxikologie

von Nanopartikeln spricht [17].

Durch ihre gréliere Oberflache pro Masse erhoht sich die biologische Aktivitat der
Nanopartikel. Diese kann zum einen positiv und gewinscht sein (Tragereigen-
schaften fur Medikamente, Durchdringen zellularer Barrieren fur den Wirkstofftrans-
port), zum anderen aber auch negativ und unerwinscht (Induktion von oxidativem
Stress, zellulare Dysfunktion, Toxizitat) sein. Genau die Vorteile von Nanopartikel
kénnen sich somit zugleich nachteilig auswirken. Aus diesem Grund ist es nétig, die
Toxikologie von Nanopartikeln genauestens zu erforschen: So soll einerseits eine
sichere Anwendung gewahrleistet werden kdnnen. Andererseits sollen eventuelle
Gefahren, die sich bei der Herstellung, dem Transport, aber auch der Entsorgung

von Nanopartikeln ergeben, erkannt und behoben werden kénnen.

Um die gesundheitlichen Gefahren abschatzen zu kénnen, wurden die Auswirkungen
verschiedenster Nanopartikel Uber relevante Expositionswege untersucht. Dazu

gehdren der Respirationstrakt, der Gastro-Intestinaltrakt (Gl) sowie die Haut.

Der menschliche Respirationstrakt hat mit einer inneren Oberflache von ca. 140 m?
die Ausmale eines Tennisplatzes [17]. Folglich ist es nicht verwunderlich, dass
dieser die groRte Einfallschneise von Partikeln fur den Organismus darstellt. Je
kleiner die Partikel sind, desto tiefer kbnnen sie in die Lunge vordringen. Partikel mit
einer GrofRe von unter 1 um kdnnen bis in die Alveolarregion vordringen. GroRRere
Partikel bis 10 um werden in der Bronchialregion aufgehalten und noch gréfRere
Partikel (5 bis 30 ym) werden schon in der Nasenregion durch kleine Harchen

zurlickgehalten (Abbildung 5).
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Abbildung 5:  Der Weg von Partikeln nach inhalativer Aufnahme (aus Schwedt [26])

In mehreren Studien konnte die Hypothese belegt werden, dass Nanopartikel in der
Lage sind, Uber die Lunge in den Blutkreislauf und damit in verschiedene Sekundar-
organe zu gelangen. So zeigten Kreyling et al. [27] und Semmler et al. [28], dass
nanoskalige Partikel fahig sind, den pulmonalen Clearancemechanismus der
Alveolarmakrophagen zu umgehen und in Organe wie Leber, Milz, Herz und Gehirn
vorzudringen. Die Autoren vermuten, dass die Nanopartikel - an Proteine gebunden -
die Luft-Blut-Schranke Uberwinden und Uber die Blutzirkulation in die sekundaren
Organe gelangen. Auch Oberdérster [29] konnte den Ubergang der Partikel ins
Gewebe darstellen: 15 Minuten nachdem Ratten einem Rauch mit Partikeln von
Polytetrafluorethylen ausgesetzt worden waren, konnten diese Partikel im Interstitium
der Lunge gefunden werden. Dieser Ubergang vom Alveolarraum in das Interstitium
kdnnte direkte Partikel-induzierte Effekte an diesem Ort ausldsen. Wie die Partikel
dann in die Blutzirkulation kommen, konnten Heckel et al. [30] zeigen: Mit Albumin
ummantelte Gold-Nanopartikel werden Uber eine Rezeptor-vermittelte Transzytose
von Kaveolen aufgenommen. Solche Kaveolen sind Einstilpungen in der Wand von
Alveolarzellen und Lungenkapillaren, die die Partikel aufnehmen, umschliel3en und
Uber das Kapillarendothel in die Blutzirkulation freisetzen. Dieses Erreichen der
Blutbahn koénnte in direktem Zusammenhang mit der Entstehung kardiovaskularer

Erkrankungen stehen. Kommt es Uber die Partikel zu einer alveolaren Inflammation
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und der damit einhergehenden Akute-Phase-Reaktion, kann das zu Veranderungen
in der Blutkoagulation fuhren [31]. Eine weitere Eintrittspforte flr inhalierte Nanoparti-
kel konnten Oberdérster et al. [32] darstellen. Nach Inhalation ultrafeiner '*C-
markierter Partikel zeigte sich bei Ratten am ersten Tag ein signifikanter Anstieg des
13C-Gehalts im olfaktorischen Bulbus, der bis Tag 7 weiter zunahm. Die Nahe des
Riechepithels und des olfaktorischen Bulbus zueinander scheint dabei eine wichtige

Rolle fur den neuronalen Transport von Partikeln zu spielen.

Der Gastro-Intestinaltrakt (Gl) kann auf zwei Wegen mit Nanopartikeln in Berlhrung
kommen: Zum einen kénnen die Partikel direkt Gber die Mundhéhle aufgenommen
und abgeschluckt werden. Zum anderen kdnnen Partikel, die inhalativ aufgenommen
wurden, Uber den Clearance-Mechanismus des Flimmerepithels der Lunge retrograd
in die Mundhohle transportiert und danach abgeschluckt werden. Wahrend die inha-
lative Behandlung von Ratten mit ultrafeinen '*?Iridium-Partikeln in zwei Studien kei-
ne signifikante Aufnahme in den Gastro-Intestinaltrakt zeigte [27,28], konnten Jani et
al. [33] nach oraler Behandlung mit Polystyrolpartikeln eine groRenabhangige Auf-
nahme der Partikel (6,6% eingegebener 50 nm Partikel, 5,8% von 100 nm grof3en
Partikeln und 0,8% von 1 um grofRen Partikeln) sehen. Dies geschah vornehmlich
uber die Peyer'schen Platten, von wo aus sie in das mesenteriale Lymphsystem und
von dort weiter in das Organsystem gelangten. Eine von GréRe und Oberflachen-
ladung abhangige Aufnahme von radioaktiv markierten Gold-Nanopartikeln Uber den
Gl und die nachfolgende Akkumulation in Sekundarorganen konnten auch Schleh et
al. [34] nachweisen. Sie instillierten Ratten oral negativ geladene Goldpartikel in
einer Grofle von 1,4, 18 und 200 nm und positiv geladene Goldpartikel in einer
Grole von 2,8 nm. Nach 24 Stunden wurde die Menge an Partikeln in Organen,
Geweben und Exkrementen quantitativ mittels Gamma-Spektroskopie bestimmt. Sie
sahen die hochste Akkumulation in Sekundarorganen bei den negativ geladenen
Partikeln und unter diesen bei den kleinsten, 1,4 nm grof3en Partikeln. Zudem
konnten sie feststellen, dass die 18 nm grof3en Partikel im Vergleich zu anderen

Sekundarorganen vermehrt im Gehirn und im Herzen zu finden waren.

Auch die Haut stellt in Zeiten exzessiver Sonnenbestrahlung eine Kontaktflache fur
Nanopartikel dar, insbesondere fur das in vielen Sonnencremes enthaltene nano-
skalige TiO,, welches als UV-Absorber dient. Nach einem Sonnenbrand ist die Haut
geschadigt und die schutzende Barriere nur sehr dann. Kim et al. [35] konnten

zeigen, dass Quantum dots (meist aus Halbleitern bestehende nanoskalige Materi-
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alien, deren Bewegung in alle drei Richtungen so eingeschrankt ist, dass ihre
Energie nicht mehr kontinuierliche, sondern nur noch diskrete Werte annehmen
kann) nach dermaler Injektion bei Mausen und Schweinen in die regionalen
Lymphknoten transportiert werden. Einmal in der Haut angelangt, kdnnen damit

Nanopartikel Gber den Organismus verteilt werden.

2.7 Zielsetzung der Arbeit

Fir die Weiterentwicklung der positiven Eigenschaften der Nanopartikel, aber auch
zur Abschatzung des Gefahrdungspotenzials ist es wichtig, dass man sich im
Rahmen einer multidisziplinaren Forschung vor allem in den Bereichen der
Toxikologie, der Medizin, der molekularen Biologie, der Bioinformatik und der

Materialwissenschaften auch in Zukunft umfassend mit diesem Thema beschaftigt.

Silber-Nanopartikel tauchen immer haufiger im alltaglichen Leben auf. Durch ihre
antimikrobiellen Eigenschaften [36] werden sie vor allem in der Medizin bei Wund-
auflagen und zur Beschichtung von Kathetern und Instrumenten verwendet. Es gibt
aber bereits in vitro-Studien, die Silber-Nanopartikeln ein toxisches Potenzial zuwei-

sen, das sowohl grofien- als auch konzentrationsabhangig ist [37-39].

In der vorliegenden Arbeit soll die Toxikologie von Silber-Nanopartikeln naher unter-
sucht werden. Dabei soll ein Schwerpunkt sein, ob sich Lungenschnitte von Ratten
(Precision-cut Lung Slices, PCLS) als ein mogliches Testsystem eignen. Im ersten
Schritt soll dabei die Herstellung der PCLS als ein funktionierendes Testsystem
untersucht werden. Hierbei sollen die Vitalitdt der PCLS und deren Reaktion auf
Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS) im Vordergrund stehen. Im zweiten Schritt
sollen dann die gewonnenen Ergebnisse als Basis fur die nachfolgende Testung von
Silber-Nanopartikeln verwendet werden. Dabei werden im Wesentlichen zwei
Fragestellungen betrachtet: (1) Verandern Nanopartikel die Vitalitat der PCLS? Und
(2): Beeinflussen die Nanopartikel eine bereits bestehende, durch LPS ausgeldste
Entziindung? Die Toxikologie der Silber-Nanopartikel soll dabei bewusst anhand
einer niedrigen Konzentration untersucht werden, da sich geringe Konzentrationen
im Bezug auf die Ubertragbarkeit in das tagliche Leben durch eine héhere Relevanz

auszeichnen als sehr hohe Konzentrationen.
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Tiere
Wistar-Kyoto Ratten,
weiblich, 180-200 g

Wistar-Kyoto Ratten,
weiblich, 180-200 g

Janvier (St. Berthevin Cedex, FR)

Zuchttiere aus dem Physiologischen Institut der
Ludwig-Maximilians-Universitat Mlnchen

Die Untersuchungen an den Ratten in der vorliegenden Dissertation wurden nach
Genehmigung des Tierversuchsvorhabens durch die Regierung von Oberbayern
durchgefuhrt (Kennzeichen: 55.2-1-54-2531-26-10). Die Tiere wurden im Tierstall
des Physiologischen Instituts der LMU sowie des Helmholtz-Zentrums Minchen
unter standardisierten Bedingungen (Temperatur: 20-22 °C, Beleuchtung: 12 Stund-
en Tag/Nacht-Rhythmus, Luftfeuchtigkeit: 55%) gehalten. In den Versuchen 4.1.1
und 4.1.2 wurden Ratten aus dem Physiologischen Institut der LMU verwendet, ab
dem Versuch 4.1.3 Ratten, die direkt von einem professionellen Zuchter (Janvier,
Frankreich) bezogen wurden. Vor der ersten Behandlung erfolgte eine mindestens

einwOchige Akklimatisierungsphase.

3.2 Material

3.2.1 Gerate

Analysewaage
Dampfsterilisator
Eismaschine
Elektrische Pipettierhilfe
Gefriertruhe -80 °C
Gefriertruhe -20 °C

Haltevorrichtung zur Intubation
der Ratten

Heraeus Brutschrank

Heraeus Sterilbank
Heizplatte

Krumdieck Tissue Slicer

Kihlschrank
Magnetrthrer

Mettler Toledo (Giessen, D)

H+P Labortechnik (Oberschleissheim, D)
Scotsman Ice Systems (Herborn, D)
Integra Biosciences (Fernwald, D)

Skadi Europe (Wrede, NL)

Liebherr (Ochsenhausen, D)

Werkstatt Helmholtz-Zentrum Munchen
(Neuherberg, D)

Thermo Electron Corporation
(Langenselbold, D)

Thermo Electron Corporation
Heidolph (Schwabach, D)

Alabama Research and Development
(Munford, USA)

Liebherr
Heidolph
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Magnetstabchen

Mehrkanal-Pipette, 12-Kanal-Betrieb,
300 uL

Microplate Reader Sunrise™
Multilabel Counter Victor®
Multipipette

pH-Meter inoLab®

Pipetten (10, 200,1000 pL)
Plattformschuttler-Polymax 1040

Praparierbesteck (Scheren und
Pinzetten)

Reinstwasseraufbereitungs-Anlage
Tissue Coring Press 550755-62
Ultrazentrifuge Optima Max
Vortex-Ruttler

Zentrifuge Hettich Rotina

3.2.2 Software

GraphPad Prism 4, Version 4.01

Magellan™-Data Analysis
Software Version 6.6

3.2.3 Verbrauchsmaterial
Amicon Ultra Centrifugal Filter
(Porengrofie 30 kDa)

Amplification Tape

Bottle Top Filter, Porengrofie 0,2 um
Combitips 2,5 und 5 mL
Handschuhe

“Maxisorb”-Mikrotiterplatten
(Flachboden, 96 Wells, 400 L)

Mikrotiterplatten (Flachboden,
96 Wells, 400 pL)

Pipettenspitzen 10, 200 und 1000 pL
Spritzen 1 und 20 mL

Roth (Karlsruhe, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Tecan Group Ltd. (Mannedorf, CH)
Perkin-Elmer (Rodgau, D)

Eppendorf

WTW GmbH (Weilheim, D)

Eppendorf

Heidolph

Hammacher Instrumente (Solingen, D)

Millipore GmbH (Schwalbach, D)

TSE Systems GmbH (Bad Homburg, D)
Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)
Scientific Industries Inc. (NY, USA)

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
(Tuttlingen, D)

GraphPad Software (San Diego, USA)
Tecan Group Ltd. (Mannedorf, CH)

Sigma (Munchen, D)

VWR (Ismaning, D)

VWR

Eppendorf

Braun (Melsungen, D)

Fisher Scientific GmbH (Ulm, D)

Fisher Scientific

VWR
Henke-Sass Wolf GmbH (Tuttlingen, D)
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Reaktionsgefalle 1,5 mL Eppendorf

Venenverweilkantle 1,7x50 mm, 16G Braun (Melsungen, D)

Zellkulturplatten (24 Wells, 1 mL Fisher Scientific

Arbeitsvolumen)

3.2.4

Medium, Agarose

William's Medium E, das bereits NaHCOj3 enthielt, wurde gebrauchsfertig von
Sigma (Munchen, D) bezogen und zusatzlich mit 200 mM L-Glutamin versetzt.

Es wurde in den Versuchen 4.1.1 und 4.1.2 verwendet.

Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium/ Nutrient Mixture F-12 Ham ohne
Phenolrot wurde als Pulver von Sigma bezogen und enthielt bereits 0,365 g/L
L-Glutamin und 15 mM HEPES (Puffersubstanz). Das Pulver wurde vor Ge-
brauch frisch in 500 mL Aqua dest. geldst und zu einer zweifach konzentrierten
Ldsung (2x DMEM/F-12 Ham) hergestellt. Nachdem sich das Mediumpulver un-
ter Rihren geldst hatte, wurden 16 mL einer 7,5%-igen Natriumbicarbonat-
Lésung (Invitrogen) hinzugegeben und der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. Zuletzt
wurde das Medium steril filtriert (0,2 um Filter). Durch Hinzugeben der gleichen
Menge Aqua dest. (5600 mL) entstand einfach konzentriertes Medium (1x
DMEM/F-12 Ham), das zur Kultivierung der Lungenschnitte benutzt wurde.
Diesem wurden zusatzlich 100 units/mL Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin

hinzugeflugt. Es wurde in den Versuchen 4.1.3 bis 4.3.3 verwendet.

Earle’'s Balanced Salt Solution (EBSS) wurde gebrauchsfertig von Sigma

bezogen und auf ca. 0 °C gekuhlt verwendet.

PBS Dulbecco wurde in Pulverform von Biochrom AG (Berlin, D) bezogen und
in 1 Liter Aqua dest. gel6st. Die Losung enthielt 8000 mg/L NaCl, 200 mg/L KClI,
1150 mg/L Na;HPO4, 200 mg/L KH2PO4, 100 mg/L MgCl,-6H,O und 100 mg/L
CaCl,. Der pH-Wert lag bei 7 ,4.

PBS-Tween 20 wurde als viskdse Losung von Sigma bezogen. Zur Herstellung
des Waschpuffers fur die ELISAs wurden 0,5 mL PBS Tween 20 in 1 Liter Aqua
dest. gelost. Der pH-Wert lag bei 7,4.

Natriumbicarbonatlésung (7,5%) wurde gebrauchsfertig von Invitrogen (Karls-

ruhe, D) bezogen.
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e Low melting Agarose zum Ausgiel3en der Lunge wurde von Sigma bezogen.

Fir die Versuche 4.1.1 und 4.1.2 wurde eine 1,5%-ige Agaroseldésung mit Aqua

dest. hergestellt. Ab dem Versuch 4.1.3 wurde eine 3%-ige Agaroseldésung mit

gleichem Volumen 2xDMEM/F-12 Ham vermischt und in die Lunge instilliert.

Beide Agaroseldésungen wurden in einem Heizschrank auf 37 °C temperiert.

3.25 Reagenzien

Aqua dest.

Bovine serum albumin (BSA)
CO,

70% Ethanol

2 N HySO4

Natriumchlorid (NaCl)-Lésung (0,9%)

Penicillin/Streptomycin-Lésung (10000 U
Penicillin und 10 mg Streptomycin in
100 mL 0,9%-iger NaCl-Lésung

Triton X-100

Narkose: Mischung aus Medetomidin,
Midazolam und Fentanyl

Antagonisierung: Mischung aus
Atipamezol, Flumazenil, Naloxon

Immunmodulatorische Substanz

LPS (Lipopolysaccharid, E. coli, Serotyp
0111:B4)

Kits

BCA Protein Assay Reagent
Kit (Pierce®)

Cytotoxicity Detection Kit™ (LDH)
DuoSet® Rat TNF-a
DuoSet® Rat CXCL1/CINC-1

3.2.6 Farbstoff

WST1-Cell Proliferation Reagent

Reinstwasseraufbereitungsanlage
Millipore (Schwalbach, D)

Sigma
Linde Gas (Unterschlei3heim, D)
Roth

R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt,
D)

Merck KG (Darmstadt, D)
Sigma

Roth

Herstellung unter tierarztlicher Aufsicht im
Tierstall des Helmholtz-Zentrum Minchen

Herstellung unter tierarztlicher Aufsicht im
Tierstall des Helmholtz-Zentrum Minchen

Sigma

Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)

Roche Diagnostics (Mannheim, D)
R&D Systems
R&D Systems

Roche Diagnostics
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3.2.7 Nanopartikel

Fir die in der vorliegenden Dissertation aufgezeigten Versuche wurden Silber-Nano-
partikel verwendet, die von einem Kooperationspartner synthetisiert wurden. Die
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Matthias Epple (Institut fir Anorganische Chemie, Univer-
sitat Duisburg-Essen) stellte die Silber-Nanopartikel nach einer Methode her, bei der
wie bei Kittler et al. [40] beschrieben, AgQNO3; mittels Glukose in Anwesenheit von

Polyvinylpyrrolidon (PVP) reduziert wird.

Zunachst wurden 3 g Glukose und 1 g PVP in 40 g Wasser gelést und auf 90 °C
erhitzt. AnschlieRend wurden umgehend 0,5 g AgNOs, das in 1 mL Wasser gelost
war, hinzugeflgt. Die Dispersion wurde eine Stunde lang konstant auf 90 °C ge-
warmt und danach auf Raumtemperatur abgekudhlt. Hierauf wurde die Dispersion
ultrazentrifugiert (30 000 rpm, 30 Minuten), der Uberstand verworfen und die Partikel
erneut in Wasser dispergiert. Durch eine weitere Ultrazentrifugation wurden NOg’,
Glukose und deren Oxidationsprodukte, PVP und Ag-lonen entfernt. Die Silber-
Nanopartikel wurden zuletzt in entgastem Wasser redispergiert. Es waren schliel3lich
50 ug Ag-Nanopartikel in 80 uL wassriger Losung enthalten. Die Ausbeute an

erhaltenen Ag-Nanopartikeln lag bei ca. 5%.

Die genaue Charakterisierung der Ag-Nanopartikel erfolgte ebenfalls durch die
Kooperationsgruppe. Die Konzentration der Partikel wurde mittels Atom-Absorptions-
Spektroskopie (ASS) bestimmt. Die Ermittlung des Durchmessers der Partikel er-
folgte im Elektronenmikroskop. Der hydrodynamische Durchmesser, als Mal} fir den
Partikeldurchmesser in Losung, sowie das Zeta-Potenzial, welches ein MaR fur die
elektrische Ladung der Partikel in wassriger Losung ist, wurden mithilfe der Dynami-
schen Lichtstreuung in einem Malvern Zetasizer Nano ZS gemessen. Eine nochmali-
ge Uberpriifung der genannten Parameter nach dem Transport erfolgte mittels eines

Malvern Zetasizer im Rahmen dieser Arbeit.

Um das Lésungsmittel der Ag-Partikel fur Kontrollversuche nutzen zu kénnen, wur-
den die Ag-Partikel wie folgt abzentrifugiert: Im ersten Schritt wurde mit einer Ultra-
zentrifuge (186 000 G, 30 Minuten) das Losungsmittel von den Partikeln getrennt,
wobei die Partikel als Pellet im Reaktionsgefal® Gbrig blieben. Um eventuell zurick-
gebliebene Ag-Nanopartikel im Lésungsmittel zu entfernen, wurde dieses in einen
Amicon-Filter (30 kDa) gegeben und 15 Minuten lang bei 1500 g abzentrifugiert. Die

Partikel verblieben dabei im Filter.
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3.3 Methoden
3.3.1 Praparation der Lungenschnitte aus Ratten

Zur Gewinnung der Lungenschnitte (Precision-cut Lung Slices, PCLS) wurden die
Ratten zundchst mit einer Uberdosis CO, eingeschlafert. AnschlieBend wurde das
Tier in Ruckenlage verbracht, das Fell von der Halsunterseite bis auf Hohe des
Nabels rasiert und ein Hautschnitt auf entsprechender Lange angesetzt. Nach
Durchtrennen der Bauchmuskulatur und des Peritoneums wurde die Vena cava zum
Entbluten durchschnitten. Hierauf wurde der Brustkorb ertffnet, indem V-férmig auf
die Apertura thoracis zulaufend die Rippen durchtrennt wurden. Nach Praparation
der Halsmuskulatur wurde die Trachea dargestellt und auf der Ventralseite zwischen
zwei Knorpelspangen mit einer spitzen Schere vorsichtig durchstochen. Durch diese
kleine Offnung wurden 15 mL einer Agarose-Lésung Uber eine Kaniile eingefiihrt. In
den Versuchen 4.1.1 und 4.1.2 wurde eine 1,5%-ige, auf 37 °C temperierte low-
melting Agarose-Losung benutzt. In den Versuchen 4.1.3 bis 4.3.3 wurde 3%-ige
low-melting Agarose und zweifach konzentriertes DMEM/F-12 Ham, im Verhaltnis 1:1
gemischt, verwendet. Bevor die Kanlle aus der Offnung gezogen wurde, wurde
distal der Offnung die Trachea mit einer chirurgischen Klemme abgedriickt. Hierauf
wurde die Lunge vorsichtig herausprapariert und zur Erstarrung der Agarose 15
Minuten in eine eisgekuhlte NaCl-Lésung (Versuche 4.1.1 und 4.1.2) bzw. in Earle's
Balanced Salt Solution (EBBS, Versuche 4.1.3 bis 4.3.3) gelegt. Mithilfe der Tissue
Coring Press wurden Gewebezylinder mit 8 mm Durchmesser aus den einzelnen

Lungenlappen gestanzt.

Abbildung 6:  Lunge nach Polymerisation
der Agaroseldsung und
Ausstanzen eines Gewebe-
zylinders

Diese Zylinder wurden mit dem Krumdieck Tissue Slicer (Intervall-Oszillation, 40-
50 Hz) in ca. 200-250 ym dicke Scheiben geschnitten und in Zellkulturschalen (24

Wells) gegeben, die vorher mit auf 37 °C temperiertem Medium geflllt worden
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waren. In den Versuchen 4.1.1 und 4.1.2 wurde William's Medium E und in 4.1.3 bis
4.3.3 DMEM/F-12 Ham verwendet. Zur Kultivierung wurden die Zellkulturschalen
dann in einen Brutschrank mit 37 °C in einer Atmosphare mit 7,5% CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit gestellt. Um geléste Agarose, Zelltrimmer und Mediatoren aus zu-
grunde gegangenen Zellen am Rande der Schnittflachen zu entfernen, wurde das
Medium Uber einen Zeitraum von einer Stunde dreimal im Abstand von 20 Minuten
gewechselt, wobei zwischen den einzelnen Waschschritten die Lungenschnitte im

Brutschrank inkubiert wurden. Im Anschluss daran erfolgte der Versuchsansatz.

Abbildung 7:  PCLS im Kulturmedium

3.3.2 Inkubation der Lungenschnitte mit Lipopolysaccharid (LPS)

Nachdem die PCLS nach der in 3.3.1 beschriebenen Methode hergestellt wurden,

erfolgte je nach Versuchaufbau die Exposition mit Lipopolysaccharid (LPS).

Hierzu wurde in die 24 Wells der Zellkulturplatte je 500 L Medium sowie je 4 PCLS
gegeben. Das Medium wurde innerhalb einer Stunde dreimal gewechselt, wobei die
Zellkulturplatte zwischen den einzelnen Waschschritten im Brutschrank inkubiert
wurde. AnschlieRend wurde LPS in steigenden Konzentrationen von 10, 50, 100,
500 pg/mL, 1, 100, 200, 300, 500 ng/mL und 1, 2, 5, 10 und 20 ug/mL auf die PCLS

gegeben.

Die Versuche wurden im Doppelansatz durchgefiihrt, wobei in jeweils zwei Wells kein
LPS gegeben wurde und die Schnitte zweier weiterer Wells eine Stunde vor Inkuba-
tionsende mit 10%-igen Triton X-100 (auf 1% uber den Schnitten mit DMEM/F-12
Ham verdinnt) lysiert wurden. Die Vitalitat der PCLS nach unterschiedlichen Inkuba-
tionszeiten (4 und 24 Stunden) wurde mittels der Lactatdehydrogenase-Aktivitat

sowie des WST1-Assay bestimmt. Die LPS-induzierte Zytokinausschuittung in den
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Gewebekulturiberstand von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-8 (IL-8)

wurde Uber den ,Enzym-linked Immunosorbent Assay” (ELISA) bestimmt.

3.3.3 Proteinbiochemische und gravimetrische Methoden
3.3.3.1 Messung der Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitét

Um die Vitalitdt der PCLS zu ermitteln, wurde die Lactatdehydrogenase (LDH)-

Aktivitat im Gewebekulturiiberstand bestimmt.

Das im Zytoplasma aller Zellen vorkommende, stabile Enzym wird bei Stérung der
Zellmembranintegritat freigesetzt und gelangt in den Zellkulturiberstand. Der be-
nutzte ,Cytotoxicity Detection Kit (LDH)“ beruht auf dem Prinzip eines gekoppelten
enzymatischen Tests. Wie in Abbildung 8 gezeigt, katalysiert das freigesetzte LDH
die Oxidation von Lactat zu Pyruvat, wobei das Coenzym NAD"* zu NADH/H" redu-
ziert wird. Anschlieltend werden durch das Enzym Diaphorase die zwei Wasserstoff-
Atome des NADH/H" auf das gelbe Tetrazoliumsalz INT (2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitro-
phenyl]-5-Phenyltetrazoliumchlorid) Ubertragen, das sich zum Formazansalz rot farbt.
Je mehr Zellen also geschadigt werden, desto mehr LDH wird freigesetzt und desto

mehr Formazansalz gebildet (Abbildung 8).

LDH
l H
O O
Lactat Pyruvat

NAD* NADH + H*

:}I—NH J v }I—N
©_< H ct Katalysator I
N=N N—N

Formazan (rot) Tetrazoliumsalz (gelb)

Abbildung 8:  Prinzip des ,Cytotoxicity Detection Kits“: Das freigesetzte LDH katalysiert die Oxida-
tion von Lactat zu Pyruvat, wobei das Coenzym NAD* zu NADH/H" reduziert wird.
Anschlieffend werden durch das Enzym Diaphorase die zwei Wasserstoff-Atome des
NADH/H" auf das gelbe Tetrazoliumsalz INT (2-[4-lodophenyl]-3-[4-Nitrophenyl]-5-
Phenyltetrazoliumchlorid) Gbertragen, das sich zum Formazansalz rot farbt.
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Je nach Versuchsaufbau wurde ohne LPS, nach LPS-Zugabe und zu unterschiedl-
ichen Inkubationszeiten (0, 4, 24, 48 und 72 Stunden) die LDH-Freisetzung in den
Gewebekulturiiberstand gemessen. Von den Lungengewebelberstanden wurden
jeweils 50 uL im Doppelansatz in eine Mikrotiterplatte (96 Wells) tberfihrt. Um die
maximale LDH-Freisetzung zu bestimmen, wurden Uberstande von Triton-lysierten
PCLS verwendet. Zu den Proben wurde dann ein Gemisch aus Katalysator (Gemisch
aus Diaphorase und NAD") und Farbstoff (lodtetrazoliumchlorid und Natriumlactat)
im Verhaltnis 1:45 gegeben, 5 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschutzt inkubiert
und anschlieBend die Reaktion mit 25 yL Stopp Solution (1 N HCI) beendet. Die
Absorption wurde bei 490 nm mithilfe eines Mikrotiterplatten-Photometer gemessen.
Die Vitalitat wurde prozentual zu den lysierten Kontrollen (100% LDH-Freisetzung)

bestimmt.

3.3.3.2 WST1-Asssay

Als Mal fur die Vitalitat wird in diesem Test die mitochondriale Aktivitat der Zellen

gemessen.

Durch mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen wird das chromogene Tetra-
zoliumsalz WST1 (Natrium 4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzendisulfafonat) reduktiv aufgespalten, wodurch ein wasserlésliches, rotes
Formazansalz entsteht (Abbildung 9). Je mehr Zellen vorhanden und intakt sind,

desto mehr Formazansalz wird gebildet.

Mitochondriale
Dehydrogenasen M

v

O=5=0
-f?.‘)' Ma

WST-1 (hellrot) Formazansalz (dunkelrot)

Abbildung 9:  Prinzip des WST1-Assay: Durch mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen wird
das chromogene Tetrazoliumsalz WST1 (Natrium 4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophe-
nyl)-2H-5-Tetrazolio]-1,3-Benzendisulfafonat) reduktiv aufgespalten, wodurch ein was-
serlosliches, rotes Formazansalz entsteht.
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Im Anschluss an die LDH-Messung der mit LPS inkubierten PCLS erfolgte der
WST1-Test mit denselben Proben. Dabei wurde der restliche Gewebekulturiber-
stand von den Schnitten abgenommen und fir eine spatere Messung der Zytokin-
ausschuttung bei -80 °C eingefroren. AnschlieRend wurde zu den PCLS 500 uL
WST1-Lésung (Verdinnung 1:10 in DMEM/F-12 Ham) gegeben und im Brutschrank
fir 60 Minuten inkubiert. Danach wurden 100 pL Uberstand in eine Mikrotiterplatte
(96 Wells) Uberfuhrt und die Absorption bei 450 nm mit einem Photometer gemessen
und als optische Dichte (OD) angegeben. Die Vitalitdt wurde prozentual zur Positiv-
kontrolle (PCLS ohne LPS-Zugabe) bestimmt.

3.3.3.3 Quantitative Proteinbestimmung durch BCA-Assay

Die Gesamtproteinkonzentration der PCLS wurde mithilfe des BCA Protein Assay
Kits bestimmt. Das Prinzip beruht auf einer Biuret-Reaktion, bei der es zu einer
Komplexbildung von Cu?*-Kationen mit den Amid-Stickstoffen von Peptidbindungen
in alkalischem Medium kommt. Hierbei werden Cu?*-Kationen zu einwertigem Cu”
reduziert. Es bildet sich ein stabiler, violett-farbiger Chelatkomplex aus einem
Kupferion mit zwei Molekullen der Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid, BCA), der bei

einer Wellenlange von 562 nm gemessen werden kann (Abbildung 10).

R R
A) Okci \20
|
R~cnNH +/HN“HC/R
Cu?* + Protein ———» ¢ SN \ + Cu”
o= \}\IH/ HN\/Cio
_HC eH
R /R
R R

Peptidkette 1~ Peptidkette 2

Bicinchoninsaure (BCA) Chelatkomplex (violett)

Abbildung 10: Prinzip des BCA Protein Assay Kit: A) Im alkalischen Medium kommt es zur
Komplexbildung zwischen den Amid-Stickstoffen der Peptidbindungen und Cu®-
Kationen, wobei Cu®* zu Cu® reduziert wird (Biuret-Reaktion). B) Im zweiten Schritt
bildet sich aus dem einwertigen Kupfer und zwei Molekilen der Bicinchoninsaure ein
violetter Chelatkomplex.
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Fir die Proteinbestimmung wurden jeweils 4 PCLS in 500 yL DMEM/F-12 Ham mit
steigenden LPS-Konzentrationen inkubiert. Der Versuch wurde nach Herstelleranga-
ben durchgeflhrt und die Proteinkonzentration von Proben und Standardverdin-
nungen im Doppelansatz bestimmt. Als Standard wurde Bovines Serumalbumin
(BSA) verwendet, von welchem eine Verdinnungsreihe von 2000-25 uL/mL PBS
hergestellt wurde. AnschlieRend wurden je 25 uL Probe oder Standardverdiinnung
mit 200 yL BCA-Reagenzlésung (Gemisch aus Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat,
BCA und Natriumtartrat in 0,1 M Natriumhydroxid und 4% Kupfersulfat im Verhaltnis
50:1) in eine Mikrotiterplatte (96 Wells) pipettiert und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Mit einem Mikrotiterplatten-Photometer wurde die Absorption bei 562 nm gemessen
und die individuellen Konzentrationen mithilfe der Magellan™-Data Analysis Soft-
ware uber eine Vier-Parameter-Auswertung anhand der gemessenen Optischen
Dichte (OD) der Standardkurve ermittelt.

3.3.34 ELISA

Der ,Enzym-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) ist ein immunologisches Nach-
weisverfahren, mit dem Proteine, wie zum Beispiel Zytokine, in Zellkulturiiberstanden
nachgewiesen werden kénnen. Hierfir wurden kommerziell erhaltliche ELISA-Kits
(ELISA-DuoSets rat TNF-a und rat IL-8) verwendet. Nach dem Prinzip eines
»Sandwich-ELISA* wird zunachst das Antigen durch einen an der Oberflache einer
Mikrotiterplatte haftenden, antigenspezifischen Antikérper (Capture-Antikdrper) ge-
bunden und kann dann durch einen zweiten antigenspezifischen, biotinylierten Anti-
korper (Detection-Antikorper) nachgewiesen werden. An den biotinylierten Antikorper
wird die Streptavidin-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (Streptavidin-horseradish-
peroxidase, Streptavidin-HRP) gebunden, die das hinzugefiigte Substrat Tetra-
methylbenzidin (TMB) mit H,O, umsetzt und dadurch einen Farbstoffwechsel bewirkt.
Die Zugabe von H,;SO4 beendet die enzymatische Substratumsetzung und es voll-
zieht sich ein Farbumschlag von blau zu gelb. Uber eine Standardkurve, die (ber
bekannte Konzentrationen eines rekombinanten Proteins ermittelt wurde, konnen die

Konzentrationen der gesuchten Antigene berechnet werden.

Die Zytokinausschuttung wurde aus Gewebekulturiiberstanden bestimmt, die nach
der LDH-Bestimmung aus den einzelnen Versuchsansatzen bei -80 °C eingefroren
worden waren. Fir die Ermittlung von TNF-a und IL-8 in den Gewebekulturiiberstan-

den wurden ,Maxisorb“-Mikrotiterplatten (96 Wells) verwendet, die wahrend der Inku-
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bation lichtgeschutzt in einer Styroporbox gelagert wurden. Im ersten Schritt wurde
der Capture-Antikorper in PBS 1:180 verdinnt, von dieser Losung 100 pL in die ein-
zelnen Wells der Mikrotiterplatte pipettiert und GUber Nacht bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal mit PBS-Tween 20 gewaschen.
Anschlieend wurde in jedes Well 300 uL PBS, das 1% Bovines Serum Albumin ent-
hielt, gegeben, um unspezifische Bindungen zu blocken und 1 Stunde bei RT inku-
biert. Im Anschluss wurde die Platte erneut dreimal gewaschen. Im nachsten Schritt
erfolgte die Verdinnung der Proben sowie der Standardkonzentrationen: Die Proben,
in denen IL-8 nachgewiesen werden sollte, wurden 1:100 mit PBS (enthielt 1% BSA)
verdinnt. Die rekombinanten Proteine wurden in Konzentrationen von 31 pg/mL bis
2000 pg/mL PBS (mit 1% BSA) verdunnt. Die Proben, mit denen TNF-a ermittelt wer-
den sollte, blieben unverdiinnt. Von den Proben- bzw. Standardverdinnungen wur-
den jeweils im Doppelansatz 100 uL in die Plattenvertiefungen pipettiert und 2 Stun-
den bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte wiederum dreimal gewa-
schen. Hierauf wurden 100 pyL Detection-Antikérper (1:180 in PBS, das 1% BSA
enthielt, verdunnt) in die Wells gegeben und ebenfalls fur 2 Stunden bei RT inkubiert.
Anschlie®end erfolgte ein dreimaliger Waschvorgang. Im darauf folgenden Schritt
wurde Streptavidin-HRP 1:200 in PBS (mit 1% BSA) verdinnt, 100 uL der Lésung
auf die Platte pipettiert und 20 Minuten bei RT lichtgeschutzt inkubiert. Nach erneu-
tem dreimaligen Waschen wurde in die Wells je 100 yL Tetramethylbenzidin (TMB)
gegeben und 20 Minuten bei RT inkubiert. Ohne die Platte erneut zu waschen, wurde
die Substratumsetzung durch Zugabe von H;SO4 gestoppt und die Absorption bei
450 nm mit einem Mikrotiterplatten-Photometer gemessen. Die Konzentrationen von

TNF-a und IL-8 wurden mithilfe der Magellan™-Data Analysis Software bestimmt.

3.3.3.5 Bestimmung des Gewichts der PCLS

Die Gewebeschnitte wurden mithilfe des Krumdieck Tissue Slicers, wie in 3.3.1 be-
schrieben, in einer Schnittdicke von 200-250 ym angefertigt. Um eventuelle Varian-
zen der Schnittdicke, bedingt durch strukturelle Unterschiede im Lungengewebe aber
auch durch technisches Handling, auszuschliefien, wurde das Durchschnittsgewicht

von je 4 Lungenschnitten bestimmt.

In eine Zellkulturplatte mit 24 Wells wurden pro Vertiefung 500 uL Medium (DMEM/F-
12 Ham) gegeben, die Platte auf eine Analysewaage gestellt und das Gewicht tariert.

Aus einem Gefal3, in dem sich die frisch hergestellten Schnitte sowie eisgekihlte
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Earle's Balanced Salt Solution (EBSS) befanden, wurden die Schnitte einzeln vor-
sichtig mit einer flachen Pinzette enthommen und die anhaftende FlUssigkeit an ei-
nem Zellulosefasertuch abgestreift. Es wurden jeweils 4 Schnitte in ein Well gege-
ben. Nachdem das erste Well mit 4 Schnitten befillt war, wurde das Gewicht abgele-
sen und danach wieder tariert. Somit konnte das Durchschnittsgewicht von je 4

Schnitten bestimmt werden.

3.3.4 Methode zur Instillation der Nanopartikel

Um die Nanopartikel in die Rattenlunge instillieren zu kdnnen, wurden die Tiere se-
diert. Die Ratten wurden gewogen und ein Gemisch aus Medetomidin, Midazolam
und Fentanyl entsprechend des Gewichts (0,07 mL/100 g Kdrpergewicht) intraperito-
neal injiziert. Dazu wurde die Ratte mit einer Hand streng am Nackenfell fixiert, auf
den Rucken gedreht und mit der anderen Hand das Anasthetikum in das Peritoneum
injiziert. AnschlieRend wurde die Ratte in einen leeren Kafig gesetzt, bis die Sedation
einsetzte. Nach Kontrolle des Zwischenzehenreflexes wurde das Tier mit den Inzisivi
an ein Gummiband gehangt, das sich an einem im 60° Winkel stehenden Brett be-
fand (Abbildung 11).

Abbildung 11: Intubation der Ratte und
Instillation der Nanopartikel:
Die Ratte hangt mit den
Incisivi an einem Gummi-
band, das sich an einem im
60° Winkel stehenden Brett
befindet. Unter Sichtkontrolle
wird die flexible Braundile in
die Trachea vorgeschoben
und mit einem Einatemzug
die Partikel instilliert.

Die Ratte lag nun mit dem Kopf nach dorsal Uberstreckt riicklings auf dem Brett.
Unter Sichtkontrolle wurde anschlieRend vorsichtig eine flexible Brauntle (16 G) in
das obere Drittel der Trachea geschoben. Die Kontrolle des richtigen Sitzes der
Braunile erfolgte Uber einen Spiegel, der beim Ausatmen angehaucht wurde. An-
schliefend wurden in eine 1 mL Insulinspritze 400 pL Luft und 80 uL wassrige Parti-
kelldsung (die 50 pg Ag-Nanopartikel enthielt) aufgezogen und mit einem Einatem-
zug instilliert. Die 400 pL Luft sollten eventuell an der Spritze anhaftende Partikel

Uber die Brauntle mit in die Lunge spulen. Die Ratte wurde darauf vom Brett genom-
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men und aufrecht gehalten, um ein Zurlcklaufen der Suspension zu vermeiden.
AbschlieRend wurde ein Gemisch aus den Antagonisten Atipamezol, Flumazenil und
Naloxon dem Gewicht entsprechend (0,25 mL/100 g Kérpergewicht) subcutan iniji-
ziert und das Tier nach Kontrolle der Vitalfunktionen fur 24 Stunden zurtck in den

Kafig gesetzt.

Das Lésungsmittel (H,O) der Ag-Partikel wurde wie in 3.2.7 beschrieben von Par-
tikeln gereinigt und zur Kontrolle auf die gleiche Art und Weise instilliert (80 uL
Lésungsmittel + 400 L Luft).

3.4 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden als Mittelwert + SEM angegeben. Die statistische Analyse
der Daten erfolgt mit GraphPad Prism 4 Version 4.01. Zum direkten Vergleich zweier
Datengruppen wurde der t-Test, bei zu kleiner Anzahl oder fehlender Normalvertei-
lung nach D'Agostino & Pearson der Mann-Whitney-Test, jeweils zweiseitig unge-
paart angewendet. Sollten alle Datengruppen untereinander verglichen werden,
wurde die ANOVA (One-way analysis of variance) mit anschlieendem Tukey-Test
(Tukey's Multiple Comparison Test) verwendet, bei Vergleich von Datengruppen mit
einer Kontrollgruppe der Dunnett-Test (Dunnett's Multiple Comparison Test). Flr die
Uberpriifung einer Zeit- oder Konzentrationsabhangigkeit kam die zweiseitige
Pearson-Korrelationsanalyse zum Einsatz. Unterschiede ab p<0,05 wurden als signi-

fikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung des Systems zur Herstellung von PCLS

4.1.1 Bestimmung der Vitalitat bei wechselnden Kulturbedingungen und
Schnittanzahl

Um fir spatere Versuche optimale Bedingungen zur Vitalerhaltung der PCLS zu
erreichen, wurden zunachst die optimalen Versuchsbedingungen getestet. Dazu
wurde eine unterschiedliche Anzahl an Schnitten in zwei verschiedenen Mengen an
Medium inkubiert. Die Bestimmung der Vitalitat erfolgte Uber Messung der LDH-
Freisetzung in den Gewebekulturiberstanden. Die Freisetzung von LDH ist direkt
proportional zur Beeintrachtigung der Membranintegritat und somit zur Vitalitat der

Zellen.

Die Praparation der PCLS von Zuchtratten aus der Physiologie erfolgte nach der in
3.3.1 beschriebenen Methode. Der Krumdieck Tissue Slicer wurde mit 0,9%-iger
NaCl-Lésung gefullt und die Schnitte mit William's Medium E inkubiert, das bei
Richter et al. [41] erfolgreich zur Kultivierung von Gewebeschnitten benutzt worden
war. In zwei 24 Well Platten wurden 0,5 mL bzw. 1 mL Medium pro Well pipettiert.
AnschlieRend wurden die Wells im Dreifachansatz mit jeweils 1, 2, 3 und 4 Schnitten
befullt. Die PCLS wurden dann fur 4 bzw. 24 Stunden kultiviert.

4 Stunden Inkubation 24 Stunden Inkubation
100- 100+
I 0,5 mL Medium
e C—J 1,0 mL Medium
— 754 754
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I
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1 2 3 4 1 2 3 4
Lungenschnitte / Well Lungenschnitte / Well

Abbildung 12: LDH-Freisetzung durch PCLS nach 4 und 24 Stunden Inkubation in William's
Medium. Es wurden jeweils 1, 2, 3 und 4 Schnitte in 0,5 mL bzw. 1 mL Medium
inkubiert. Die LDH-Freisetzung bezieht sich prozentual auf den Gesamt-LDH-Gehalt
von Triton-lysierten PCLS. MW + SEM, n=3-4
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Der Abbildung 12 ist zu entnehmen, dass die Vitalitat der Lungenschnitte in diesen
ersten Versuchen grof3en Streuungen unterlag. Die LDH-Freisetzung schwankte von
0% bis 90%. Zwei Werte, die nach 4-stundiger Kultivierung tber 100% lagen, wurden
von der Auswertung ausgeschlossen. Insgesamt zeigte sich keine Abhangigkeit der
Vitalitdt von der Inkubationszeit, der Anzahl der Lungenschnitte pro Well und dem

Inkubationsvolumen.

In der Bestrebung, eine moglichst hohe Vitalitat in moglichst geringen Mengen an
Kulturmedium und eine gut messbare Zytokinausschittung im Gewebekulturiiber-
stand zu erreichen, wurden in den folgenden Versuchen immer 4 Lungenschnitte in
0,5 mL Medium inkubiert, da mit 4 Schnitten keine eindeutig hohere Toxizitat zu

erkennen war.

4.1.2 Abhangigkeit der Vitalitat von steigenden LPS-Konzentrationen

LPS ist ein Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien und gilt als Endotoxin. In
den folgenden Versuchen sollte geklart werden, ob LPS einen Einfluss auf die Vitali-
tat der Lungenschnitte hat, wenn diese mit steigenden Konzentrationen behandelt

werden.

Es wurden hierzu jeweils 4 PCLS in 0,5 mL William's Medium E fur 4 bzw. 24 Stun-
den mit steigenden LPS-Konzentrationen inkubiert. Die Vitalitat wurde mittels der

LDH-Freisetzung in den Gewebekulturiberstanden bestimmt.

Nach beiden Inkubationszeiten zeigte sich, vergleichbar mit den Vitalitatstests aus
4.1.1, eine hohe Streuung der Werte. Auf eine Darstellung dieser Ergebnisse wird

deshalb verzichtet.

Die beiden ersten Versuchreihen waren ein deutlicher Hinweis auf suboptimale
Versuchsbedingungen. Deshalb wurde in einem nachsten Schritt der Versuchs-
aufbau mit dem Ziel umgestaltet, eine geringere Streuung der Werte und eine

bessere Vitalitat zu erreichen.

4.1.3 Versuchsumstellung und Einfihrung eines weiteren Vitalitatstests

Nach Literaturrecherche wurden optimierte Versuchsbedingungen zur Verbesserung

der Vitalitat sowie der Reproduzierbarkeit herangezogen [42,43]:
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e Der Krumdieck Tissue Slicer wurde mit Earle's Balanced Salt Solution anstatt
mit 0,9%-iger NaCl-Lésung gefullt, um die PCLS wahrend des Schneide-

vorgangs mit mehreren Salzen versorgen zu kénnen.

e Anstatt William's Medium E wurde ein Gemisch aus Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) und F-12 Ham zur Inkubation der Schnitte benutzt.

e Es wurden Ratten verwendet, die von einem kommerziellen Zichter (Elevages

Janvier) bezogen wurden.
¢ Die Lungen wurden mit 1,5%-iger Agarose in DMEM/F-12 Ham gefuillt.
Im Versuch wurden jeweils 4 Lungenschnitte in 0,5 mL DMEM/F-12 Ham fUr 4 bzw.

24 Stunden inkubiert. Die Vitalitat wurde in einem ersten Ansatz anhand der LDH-

Freisetzung in den Gewebekulturiiberstanden bestimmt (Abbildung 13).

4 h Inkubation 24 h Inkubation
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Abbildung 13: LDH-Freisetzung in Abhangigkeit von LPS durch jeweils 4 PCLS/Well nach 4 bzw. 24
Stunden Inkubation in 0,5 mL DMEM/F-12 Ham. Die LDH-Freisetzung bezieht sich
prozentual auf den Gesamt-LDH-Gehalt von Triton-lysierten PCLS. MW + SEM, n=4

Nach 4 Stunden Inkubation lag die LDH-Freisetzung der unbehandelten PCLS nur

mehr bei 4,0 + 0,5%. Im Verlauf der steigenden LPS-Konzentrationen bis maximal

5000 ng/mL blieben diese Werte weitgehend konstant.

Wie bei der 4-stindigen Inkubation hatte der Zusatz von LPS (1-5000 ng/mL) auch
nach 24 h keine Auswirkung auf die Vitalitat der Schnitte, erhéhte aber die LDH-
Freisetzung um mehr als das Doppelte, z.B. bei den unbehandelten Kontrollschnitten

auf 9,6 £ 1,2% (p<0,05). Der direkte Vergleich der jeweiligen LPS-Konzentrationen
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mit dem Tukey-Test ergab wie bei der Kontrolle signifikante Erhdhungen nach 24 h
bei 300 ng/mL LPS (p<0,05) und bei 100, 1000 und 5000 ng/mL LPS (p<0,01). Fasst
man alle Werte nach 4 h (n=36; 4,7+0,2%) und 24 h (n=36; 10,41£0,4) zusammen,
dann ergibt sich ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,0001) zwischen den beiden

Inkubationszeiten.

Um die Validitat der Vitalitatstestung zu erhéhen, wurde ein zweiter Vitalitatstest, der
WST1-Assay, eingefuhrt. Uber den WST1-Assay kann die mitochondriale Aktivitat le-

bender Zellen bestimmt werden.

Im Versuch wurden jeweils die entsprechenden PCLS aus der LDH-Messung ver-
wendet: Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse mit Lungenschnitten, die 4 bzw. 24 Stun-

den inkubiert wurden.
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Abbildung 14: WST1-Umwandlung in Abhangigkeit von LPS durch jeweils 4 PCLS/Well nach 4 bzw.
24 Stunden Inkubation in 0,5 mL DMEM/F-12 Ham. Die Ergebnisse beziehen sich
prozentual auf die WST1-Umwandlung in unbehandelten Kontrollschnitten (100%).
MW + SEM, n=4

Die WST1-Umwandlung von unbehandelten Lungenschnitten war nach 24 h Inku-

bation (0,93 + 0,04 OD) nicht erniedrigt, sondern 1,7-fach hoher als nach 4-stiindiger

Inkubation (0,56 + 0,05 OD versus; p<0,001). Die Mittelwerte wurden auf jeweils

100% festgesetzt und der Einfluss eines Zusatzes von LPS (1-5000 ng/mL) relativ

zur Kontrolle dargestellt. Es zeigte sich, dass wie auch bei der LDH-Freisetzung LPS

keine Auswirkung auf die WST-Umwandlung haben.
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4.1.4  Vitalitatsbestimmung Uber einen Zeitraum von 0 bis 72 Stunden

Um einen Uberblick dariiber zu bekommen, wie lange die Lungenschnitte kultiviert
werden kénnen, wurde die LDH-Freisetzung in den Gewebekulturiiberstand nach 0,
4, 24,48 und 72 Stunden bestimmt.

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse aus der Vitalitatsbestimmung Uber einen Zeitraum
von 0 bis 72 Stunden. Zum Zeitpunkt 0 lag die LDH-Freisetzung bei 1,7 + 0,5%. Nach
4-stundiger Inkubation zeigte sich eine Freisetzung von 3,8 + 0,9%, die nach 24
Stunden auf 5,5+ 1,7% stieg. Mit 13,0 + 6,0% bei 48 Stunden zeigte sich nahezu
eine Verdopplung der LDH-Freisetzung, die dann bei der 72-stiundigen Inkubation
nur noch geringfugig weiter auf 14,9 + 6,6% anstieg. Die Pearson-Korrelation ergab
eine signifikante Abhangigkeit von der Zeit (p<0,01), die Werte nach 48 und 72 Stun-

den Inkubation unterschieden sich signifikant von der Kontrolle (p<0,05).
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Abbildung 15: LDH-Freisetzung durch jeweils 4 PCLS/Well nach Inkubation in 0,5 mL DMEM/F-12
Ham flr 0, 4, 24, 48 und 72 Stunden. Die LDH-Freisetzung bezieht sich prozentual auf
den Gesamt-LDH-Gehalt von Triton-lysierten PCLS. MW + SEM, n=4; =:signifikant
verschieden von der Kontrolle (p<0,05)

415 Bestimmung des Gewichts und Proteingehalts der PCLS

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass sich die praparierten PCLS minimal in
Grofle und Gewicht unterscheiden, sollte in den folgenden Untersuchungen eine
modgliche Korrelation zwischen Vitalitat und dem Gewicht sowie der Gesamtprotein-

menge der PCLS betrachtet werden.

Hierzu wurde zunéachst nach der in 3.3.3.5 erwadhnten Methode das Gewicht der
PCLS bestimmt. Um vergleichbare Versuchsbedingungen wie in den vorangegange-
nen Versuchen zu schaffen, wurden die Lungenschnitte wieder mit aufsteigenden

LPS-Konzentrationen behandelt. Es wurden pro LPS-Konzentration 4 PCLS in
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500 pL Medium (DMEM/F-12 Ham) inkubiert. Nach einer 4-stindigen Inkubation im
Brutschrank wurde die LDH-Freisetzung in den Gewebekulturiberstand bestimmt
(Abbildung 16) und anschlielend der Proteingehalt (siehe 3.3.3.3) ermittelt.

Das Gewicht der 4 PCLS zeigte sich als konstant. Die unbehandelten Kontroll-
schnitte wogen 0,045 + 0,003 g. Die restlichen Werte blieben in einem einheitlichen
Bereich von 0,045 g bis 0,056 g.

Der Proteingehalt der unbehandelten Kontrolle lag nach 4-stindiger Inkubation bei
0,9 mg/mL und veranderte sich mit Werten von 0,8 - 1,2 mg/mL mit steigenden LPS-

Konzentrationen nicht.

Die LDH-Freisetzung unterlag einer groReren Streuung. Sie betrug nach 4 h Inkuba-
tion bei den unbehandelten Kontrollen 2,4%. Die geringste LDH-Freisetzung lag mit
0,9% bei 500 ng/mL LPS und die héchste mit 2,7% bei 0,05 ng/mL LPS. Es bestand
keine Korrelation zwischen der LDH-Freisetzung und dem jeweiligen Gewicht oder

Proteingehalt.
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Abbildung 16: Durchschnittliche Gewichte (g) und Proteingehalte (mg/mL) von jeweils 4 PCLS/Well,
sowie LDH-Freisetzung nach 4 h Inkubation in Stunden in 0,5 mL DMEM/F-12 Ham
mit steigenden LPS-Konzentrationen. Die LDH-Freisetzung bezieht sich prozentual
auf den Gesamt-LDH-Gehalt von Triton-lysierten PCLS. MW + SEM, n=4
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4.2 Bakterielles LPS als Ausloser einer lokalen Immunreaktion in
den PCLS

4.2.1 Bestimmung der durch LPS verursachten Zytokinausschuttung

LPS als bakterielles Endotoxin kann eine lokale Immunreaktion in der Lunge aus-
I6sen. Es kommt zur Aktivierung von Monozyten und Alveolarmakrophagen, die

daraufhin pro-inflammatorische Mediatoren wie TNF-a und IL 8 ausschitten.

Die Mdglichkeit, PCLS in immuntoxikologischen Studien nutzen zu kénnen, sollte an-

hand dieser Eigenschaft von LPS untersucht werden (Abbildung 17).

Wurden die Schnitte 4 Stunden kultiviert, zeigte sich bei den Kontrollschnitten eine
TNF-a-Ausschuttung von 159 + 66 pg/mL. Diese erhdhte sich nur unwesentlich bis
200 ng/mL LPS, um dann bei 300 ng/mL LPS sprunghaft auf 605 + 44 pg/mL anzu-
steigen. Von 500 bis 5000 ng/mL LPS stellte sich ein weiterer kontinuierlicher An-
stieg von 684 + 93 pg/mL auf 982 + 80 pg/mL dar. Uber den gesamten Konzentra-

tionsverlauf ergab sich eine signifikante Korrelation (Pearson r=0,7550; p<0,05).
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Abbildung 17:  Ausschittung von TNF-a durch jeweils 4 PCLS/Well in Abhangigkeit von LPS nach 4
bzw. 24 Stunden Inkubation. MW + SEM, n=3-7; *, *x*: signifikant verschieden von der
Kontrolle, p<0,05 (*) und p<0,01 (**)

Nach 24 Stunden Inkubation war die TNF-a-Ausschittung der Kontrollschnitte

gegenuber der 4-stiindigen Inkubation auf 284 + 44 pg/mL erhéht (nicht signifikant).

Wie schon bei den 4 h-Werten ergab sich auch nach 24 h kein wesentlicher Anstieg

bis 200 ng/mL LPS, sondern wieder ein sprunghafter Anstieg bei 300 ng/mL LPS auf

942 1+ 160 pg/mL. Der weitere Anstieg der TNF-a-Ausschittung mit hoheren LPS-
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Konzentrationen blieb aber nach 24 h Inkubation aus. Es ergab sich keine

signifikante Korrelation (Pearson r=0,5608).

Der Wert der IL-8-Ausschittung bei einer 4-stiindigen Inkubation lag bei den unbe-
handelten Kontrollschnitten und bei 1 ng LPS unterhalb des Detektionslimits des
ELISA (Abbildung 18). Ab 100 ng/mL LPS mit 26 + 11 pg/mL konnten Werte gemes-
sen werden. Es zeigte sich ein konzentrationsabhangiger Anstieg der IL-8-Ausschit-
tung (Pearson r=0,8146; p<0,01) mit Werten von 7927, 126 +46 und
175 £ 51 pg/mL bei 1000, 5000 und 20 000 ng/mL LPS.
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Abbildung 18: Ausschiittung von IL-8 durch jeweils 4 PCLS/Well in Abhangigkeit von LPS nach 4
bzw. 24 Stunden Inkubation. MW + SEM, n=6; *, **: signifikant verschieden von der
Kontrolle, p<0,05 (*) und p<0,01 (**); UDD: Wert unterhalb des Detektionslimits.

Wurden die Schnitte Uber 24 Stunden inkubiert, lag die IL-8-Ausschuttung schon bei
der Kontrolle bei 287 +68 pg/mL und stieg zunachst kontinuierlich bis auf
437 £ 99 pg/mL bei 200 ng/mL LPS an, ohne Signifikanz gegenuber der Kontrolle zu
erreichen. Bei 300 ng/mL LPS zeigte sich ein sprunghafter Anstieg des IL-8 auf
736 £ 131 pg/mL (p<0,01), jedoch mit weiter steigenden Konzentrationen wieder ein
kontinuierlicher Abfall, bis sich bei 5000 ng/mL keine Signifikanz gegentber der
Kontrolle mehr darstellte. Es ergab sich keine signifikante Korrelation (Pearson
r=0,2337).

Der direkte Vergleich der entsprechenden LPS-Konzentrationen ergab fir die IL-8-

Ausschuttung jeweils signifikant erhéhte Werte nach 24 h gegeniber 4 h Inkubation.
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4.3 Intratracheale Instillation von Nanopartikeln
4.3.1 Charakterisierung der Nanopartikel

Die Ermittlung des Durchmessers der Partikel erfolgte im Elektronenmikroskop und
lag bei 60 bis 70 nm (Abbildung 19).

SEM

Abbildung 19: Elektronenmikroskopisches Bild der Silberpartikel

Der hydrodynamische Durchmesser betrug 69 nm (Abbildung 20). Das Zeta-Poten-
zial, welches ein Mal} fur die elektrische Ladung der Partikel in wassriger Losung ist,
lag im Mittelwert bei -25,4 mV.
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Abbildung 20: Hydrodynamischer Durchmesser bestimmt im Malvern Zeta Sizer
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4.3.2 Vitalitatsmessung

In den vorangegangenen Versuchen wurde mit den PCLS ein System etabliert, mit
dem Toxizitdt und Entziindungsgeschehen erfolgreich dargestellt werden kénnen.
Auf der Basis der bereits gewonnenen Erkenntnisse sollte nun der Einfluss von
Silber-Nanopartikeln auf die Vitalitdt und die LPS-abhéngige Zytokinausschuttung

der Gewebeschnitte untersucht werden.

Ratten wurden 50 ug Ag-Nanopartikel instilliert. Nach 24 Stunden wurden die Tiere
euthanasiert und die PCLS hergestellt. Als Kontrolle dienten Ratten, die mit dem
Lésungsmittel instilliert wurden. Nach 4 Stunden Inkubation der PCLS mit steigenden
Konzentrationen von LPS wurde die Vitalitdt Uber die LDH-Freisetzung und die
WST1-Umwandlung bestimmt (Abbildungen 21 und 22).

Die LDH-Freisetzung der PCLS betrug bei Kontrollratten 7,2 + 1,5% und veranderte
sich nicht durch Zusatz steigender LPS-Konzentrationen. Nach Instillation der Nano-
partikel zeigten die Kontrollschnitte, die nicht mit LPS behandelt wurden, eine gerin-
gere LDH-Freisetzung von 4,1 £ 0,5%, die ebenfalls durch LPS-Zugabe nicht veran-
dert wurde. Die Unterschiede zwischen den PCLS von Ratten, die nur Losungsmittel
erhielten, und Ratten, die mit Ag-Nanopartikeln instilliert worden waren, zeigte keine
statistische Signifikanz.
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Abbildung 21: Vitalitdt anhand der LDH-Freisetzung in Abhangigkeit von LPS nach 4 h Inkubation
durch je 4 PCLS/Well von Ratten, denen 24 h vor Entnahme der Lungen 50 g
Ag-Nanopartikel oder 80 yL Lésungsmittel intratracheal instilliert wurde. Die LDH-
Freisetzung bezieht sich prozentual auf den Gesamt-LDH-Gehalt von Schnitten, die
mit Triton X-100 lysiert wurden. MW + SEM, n=4

Auch bei der in Abbildung 22 gezeigten WST1-Umwandlung blieben die Werte auf
einem einheitlichen Niveau. Es ergab sich keine Verschlechterung der Vitalitat durch

die LPS-Belastung nach der Instillation der Ag-Nanopartikel oder des Lésungsmittels.
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Die Werte streuten relativ zur Kontrolle (kein LPS = 100%) von 101 £ 6% bis
121 £ 9% (Ag-Nanopartikel) und von 95 + 14% bis 110 £ 16% (LOsungsmittel). Bei
den Kontrollwerten ergab sich eine n.s. erhéhte WST1-Umwandlung in den PCLS
von Ratten, die mit dem Losungsmittel behandelt wurden (1,15+ 0,26 OD),

gegeniber Ratten, die mit Ag-Nanopartikel instilliert worden waren (0,61 + 0,05 OD).

Ag-Nanopartikel Lésungsmittel

200+ 2007
<
> 150 1504
=}
2
4 100+
g 100 00
5
= 504 50
2
0 T 0 T
Q N N N Q Q Q N Q Q Q Q
N S \QQ (OQQ S BN \QQ (OQQ
LPS-Konzentration (ng/mL) LPS-Konzentration (ng/mL)

Abbildung 22: Vitalitdt anhand der WST1-Umwandlung in Abhangigkeit von LPS nach 4 h Inkubation
durch je 4 PCLS/Well von Ratten, denen 24 h vor Entnahme der Lungen 50 ug
Ag-Nanopartikel oder 80 uL Lésungsmittel intratracheal instilliert wurde. Die Ergeb-
nisse beziehen sich prozentual auf die WST1-Umwandlung von unbehandelten
Kontrollschnitten (100%). MW + SEM, n=4

4.3.3 Bestimmung der Zytokinausschittung

In den nachfolgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob Nanopartikel einen

Einfluss auf die LPS-induzierte Zytokinausschuittung besitzen.

Den Ratten wurden nach der in 3.3.4 beschriebenen Methode 50 pg Ag-Nanopartikel
und zur Kontrolle mit 80 yL des Losungsmittels intratracheal instilliert. Nach 24
Stunden wurden die Tiere euthanasiert und die PCLS wie in 3.3.1 beschrieben
hergestellt. Die Schnitte wurden anschlielend 4 Stunden mit steigenden LPS-

Konzentrationen inkubiert und die Ausschittung von TNF-a und IL-8 bestimmt.

Die TNF-a-Ausschuttung (Abbildung 23) lag in PCLS von Ratten nach Nanopartikel-
instillation bei den Kontrollschnitten, die nicht mit LPS behandelt worden waren, bei
287 £ 132 pg/mL. Es konnte ein Anstieg der Ausschuttung mit steigenden LPS-Kon-
zentrationen festgestellt werden, der ab 500 ng/mL LPS mit 1194 + 131 pg/mL
Signifikanz gegenuber der Kontrolle erreichte und bei Belastung mit 1000 ng/mL LPS
mit 1382 + 182 pg/mL maximal war. Die Pearson-Korrelation ergab keine signifikante

Abhangigkeit von der LPS-Konzentration.
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Abbildung 23: Ausschittung von TNF-a in Abhangigkeit von LPS nach 4 h Inkubation durch je 4
PCLS pro Well von Ratten, denen 24 h vor Entnahme der Lungen 50 ug Ag-
Nanopartikel oder 80 pL Lésungsmittel intratracheal instilliert wurde. MW + SEM, n=4;
*%: signifikant verschieden von der Kontrolle, p<0,01

In PCLS von Ratten nach Instillation des Lésungsmittels lag die TNF-a-Ausschittung
bei den Kontrollschnitten bei 91 + 10 pg/mL, erreichte wieder bei 500 ng/mL LPS mit
1439 + 76 pg/mL Signifikanzniveau. Die Pearson-Korrelation ergab keine signifikante

Abhangigkeit von der LPS-Konzentration.

Die IL-8-Ausschuttung ergab die gleichen Ergebnisse (Abbildung 24). Auch hier wur-
den signifikante Erhéhungen ab einer LPS-Konzentration von 500 ng/mL in Schnitten
von Ratten sowohl nach Instillation der Ag-Nanopartikel als auch des Losungsmittels
festgestellt. In der Pearson-Korrelation ergab sich jeweils keine signifikante Abhang-

igkeit von der LPS-Konzentration.
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Abbildung 24: Ausschittung von IL-8 in Abhangigkeit von LPS nach 4 h Inkubation durch je 4 PCLS
pro Well von Ratten, denen 24 h vor Entnahme der Lungen 50 ug Ag-Nanopartikel
oder 80 pL Losungsmittel intratracheal instilliert wurde. MW + SEM, n=4; *, *x*: sig-
nifikant verschieden von der Kontrolle, p<0,05 (*) und p<0,01 (*x*)
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4.3.4 Gegenuberstellung der Ergebnisse aus der Zytokinausschuttung

Die Grundidee dieser Arbeit war es, ein System mit Lungengewebeschnitten zu etab-
lieren, mit welchen es moglich ist, die toxikologische Wirkung von Substanzen, insbe-
sondere von Nanopartikeln, darzustellen. Hierbei sollte besonders betrachtet werden,

wie sich Nanopartikel auf eine durch LPS ausgel6ste Entztiindung auswirken.

Die Abbildung 25 fasst die Ergebnisse zur Zytokinausschuttung in PCLS nach 4 h

Inkubation mit LPS-Konzentrationen von 1-5000 ng/mL zusammen.
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Abbildung 25: Ausschiittung von TNF-a (oben) und IL-8 (unten) in Abhangigkeit von LPS nach 4 h
Inkubation durch je 4 PCLS pro Well von unbehandelten Ratten und von Ratten,
denen 24 h vor Entnahme der Lungen 50 ug Ag-Nanopartikel oder 80 pyL Lésungs-
mittel intratracheal instilliert wurde. MW + SEM, n=4; a,b,c: signifikant verschieden von
den unbehandelten Ratten p<0,05 (a), p<0,01 (b) und p<0,001 (c); d: signifikant ver-
schieden von den Ratten nach Nanopartikelinstillation p<0,05
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Schnitte, die nicht mit LPS inkubiert wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede
in der TNF-a-Ausschuttung (Abbildung 25, oben). Unter Belastung der PCLS mit stei-
genden LPS-Konzentrationen erhohte sich die Konzentration von TNF-a im Kultur-
Uberstand bei den Schnitten von unbehandelten Ratten deutlich weniger als in den
PCLS von Ratten, die mit Ag-Nanopartikeln oder auch nur mit dem Lésungsmittel be-
handelt worden waren. Die Unterschiede zu den PCLS von unbehandelten Ratten
erreichten Signifikanzniveau bei einer LPS-Konzentration von 100 ng/mL. Hier war
die relative Erhdhung am starksten ausgepragt, 3-fach bei Nanopartikelgabe und 5-
fach nach Gabe des Losungsmittels. Bei Belastung der PCLS mit 5000 ng/mL LPS
war die TNF-a-Ausschittung nur noch bei den Schnitten von Losungsmittel-behan-
delten Ratten (1723 £ 166 pg/mL) signifikant um das 1,8-fache gegentiber PCLS von
unbehandelten Ratten (982 + 80 pg/mL, p<0,01) erhoéht.

Ohne LPS-Belastung lag die IL-8-Ausschittung (Abbildung 25, unten) bei 3 von 4
PCLS der unbehandelten Tieren unterhalb der Detektionslimits des ELISA. Dagegen
konnten in den PCLS von Nanopartikel- und Lésungsmittel-behandelten Ratten glei-
chermal3en deutlich erhéhte IL-8-Werte im Kulturiberstand nachgewiesen werden.
Wegen der hohen Streuungen erreichte nur der Unterschied zwischen den PCLS von
Nanopartikel-behandelten und unbehandelten Ratten Signifikanz. Nach Belastung
der PCLS mit 1 ng/mL LPS zeigte sich bei der IL-8-Ausschittung ein vergleichbares
Bild, es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei
100 ng/mL LPS war die IL-8-Ausschiuttung in PCLS von unbehandelten Tiere
(26 = 11 pg/mL) knapp zehnfach geringer als in PCLS von Ratten, die mit Ag-Nano-
partikeln (244 + 25 pg/mL, p<0,01) oder mit dem Ldsungsmittel (259 + 58 pg/mL,
p<0,01) behandelt worden waren. Trotz weiter bestehender grof3er Unterschiede er-
reichte wegen der hohen Streuungen in der IL-8-Ausschittung nur noch bei Belas-
tung der PCLS mit 5000 ng/mL der Unterschied zwischen Schnitten von unbehandel-
ten Tieren (126 + 46 pg/mL) und den PCLS von Ldsungsmittel-behandelten Ratten
(473 £ 120 pg/mL, p<0,05) Signifikanz.



Diskussion -48 -

5 Diskussion

5.1 Beurteilung der Methode zur Herstellung und Vitalerhaltung
der PCLS

5.1.1 Bestimmung der optimalen Versuchsbedingungen

Im ersten Schritt sollte geklart werden, welche Versuchsbedingungen nétig sind, um
die PCLS optimal zu kultivieren. Abbildung 12 zeigt, dass die Vitalitdt in den ersten
Versuchen groflen Schwankungen unterlag. Es konnte keine Abhangigkeit der Vitali-
tat von der Inkubationszeit, der Anzahl der Lungenschnitte pro Well sowie dem Inku-
bationsvolumen dargestellt werden. Weiterhin war eine grof3e Variabilitat in den Ver-

suchsgruppen gegeben.

Wurden die Schnitte nach dem gleichen Versuchsaufbau zusatzlich mit LPS behan-

delt, zeigte sich ein ahnliches Muster.

Im nachsten Schritt wurde deshalb der Versuchsaufbau an verschiedenen Stellen
umgestaltet. Als Grinde fur die hohe Streuung der Werte und die Verbesserung

nach Versuchsumstellung kénnen folgende Gesichtspunkte herangezogen werden:

e Der Krumdieck Tissue Slicer wurde in den Versuchen 4.1.1 und 4.1.2 mit 0,9%-
iger NaCl-Lésung gefiillt. Die Schnitte verbleiben in dieser Losung und flieRen
wahrend des ungefahr viertelstindigen Schneidevorgangs in den Auffang-
behalter. Erst nachdem die komplette Lunge geschnitten und genltgend
Schnitte vorhanden sind, werden die PCLS zur weiteren Verwendung in das
Inkubationsmedium Uberfihrt. Wahrend dieser Viertelstunde wurden die
Schnitte in den ersten Versuchen nur mit Natriumchlorid versorgt. Es ist
anzunehmen, dass eine langere Verweildauer in der Salzlésung zu einem
grolReren Stress der Schnitte fuhrt. Die Earle's Balanced Salt Solution ist
dagegen eine LAsung, die mit vielen Zusatzstoffen angereichert ist. Auf 100 mL
Aqua dest. kommen 0,68 g NaCl, 0,04 g KCI, 0,02g CaCl, 0,02g MgSO,
7 H20, 0,0125 g NaH,PO4 H,0O, 0,22 g NaHCO3, 0,1 g Glukose und 0,002 g
Phenolrot [44]. Ab den Versuchen 4.1.3 konnten die Schnitte nunmehr wahrend
des Schneidevorgangs mit diesen vielfaltigen Zusatzstoffen versorgt werden.
Der Austausch der Salzlésung ab den Versuchen 4.1.3 kdnnte deshalb zu der
hdheren Vitalitat und der héheren Reproduktionsrate beigetragen haben. Dies

steht in Ubereinstimmung mit verschiedenen Studien, in welchen sich Earle's
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Balanced Salt Solution als gut verwendbare L6sung zeigte, um zum einen den
Slicer damit zu fullen [45-47] und zum anderen die Schnitte direkt darin zu

kultivieren [11].

e In den Versuchen 4.1.1 und 4.1.2 wurde zur Kultivierung der PCLS William's
Medium verwendet. Bettina Lassnack konnte in ihrer Dissertation zeigen, dass
sich dieses Medium zu Kultivierung von Gewebeschnitten eignet [48,49]. Dabei
inkubierte sie flr sechs Stunden jeweils einen Schnitt pro Well in William's
Medium, wobei unter Zugabe von N'-Nitrosonornicotin die LDH-Freisetzung zu
den Zeitpunkten 0,5, 1,2, 2,5, 3,5 und 6 Stunden gemessen wurde. Bei der
Lunge zeigte sich nach 0,5 Stunden eine LDH-Freisetzung von 10%, nach 3,5
Stunden von 24% und nach 6 Stunden von 43%. Diese Ergebnisse sind auf-
grund der unterschiedlichen experimentellen Bedingungen jedoch nicht eindeu-
tig auf die Experimente, die dieser Dissertation zugrunde liegen, Ubertragbar.
Nach Literaturrecherche wurde ab den Versuchen 4.1.3 DMEM/F-12 Ham zur
Kultivierung der Schnitte verwendet. Henjakovic et al. [42] konnten in einer
neueren Studie mit 33% eine deutlich geringere LDH-Freisetzung innerhalb von
48 Stunden erreichen, indem sie die PCLS in dem Gemisch aus DMEM/F-12
Ham kultivierten. Dieses Gemisch zeigte sich auch in weiteren Studien als gut

geeignet fur die Inkubation von Lungenschnitten [10,45,46].

¢ In den ersten beiden Versuchen (4.1.1 und 4.1.2) wurden Zuchtratten aus dem
Physiologischen Institut der Medizinischen Fakultat der LMU Muanchen verwen-
det. Die Ratten waren alle im Alter von etwa acht Wochen. Das Gewicht dieser
gleichaltrigen Tiere schwankte mit 180-330 g jedoch sehr stark. Um die
Versuchsbedingungen zu standardisieren und damit reproduzierbare Ergeb-
nisse zu erhalten, wurden fir die Versuche ab 4.1.3 Ratten von einem profes-
sionellen Zichter (Elevages Janvier) bezogen. Diese achtwochigen weiblichen

Tiere zeigten mit 180-200 g nur mehr geringe Gewichtsschwankungen.

e Aufgrund ihrer Konsistenz mussen die Rattenlungen mit Agarose geflllt werden,
um diese in gleichmallig dinne Scheiben schneiden zu kdnnen. Die Instillation
von Agarose/Medium-Gemischen fand in zahlreichen Studien als praktikable
Methode zur Herstellung von Lungengewebeschnitten Verwendung [7,50,51]. In
den Versuchen 4.1.1 und 4.1.2 wurde eine 1,5%-ige Agaroseldsung benutzt, die

mit Aqua dest. hergestellt worden war. Nach Literaturrecherche wurde ab 4.1.3
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eine Agarosel6sung verwendet, bei der eine 3%-ige Agaroselosung mit gleichen
Teilen an doppelt konzentriertem Kulturmedium (DMEM/F-12 Ham) gemischt
worden war. Wenn man davon ausgeht, dass die Agaroseldsung innerhalb
weniger Minuten erstarrt, sollte bei Verwendung von Aqua dest. ein
zellschadigender Effekt aus osmotischen Grinden eigentlich auszuschlieRen
sein. Dennoch konnte die Mischung der Agarose mit Medium und damit die bes-
sere Versorgung mit Nahrstoffen innerhalb der Strukturen eines Schnittes
ebenfalls zur verbesserten Vitalitat ab dem Versuch 4.1.3 beigetragen haben.
So sprechen Placke et al. [5] davon, dass die Infusion des Agarose/Medium-
Gemisches den Nahrstoff- und Gasaustausch verbessert, weil es zum einen die
verfugbare Oberflache durch das Aufblahen der Lunge vergréfert. Zum ande-
ren stellt es eine Matrix dar, durch welche die Nahrstoffe dann hin-
durchdiffundieren kdnnen. Sie weisen dieser unterstitzenden Struktur damit
eine grolRe Rolle fir das erfolgreiche Kultivieren von Lungenschnitten zu. Im
Kontrast dazu steht die Meinung von Wohlsen et al. [11], welche die Instillation
von Agarose/Mediumlésung als Nachteil ansehen, wenn der Effekt von
bronchokonstriktorischen Substanzen anhand des zilidaren Flimmerschlags
dargestellt werden soll. Um zu vermeiden, dass die Agaroseldsung Einfluss auf
den Flimmerschlag nimmt, wuschen sie die Schnitte mehrmals. Uber den
Waschvorgang wird aber nicht nur die Agarose ausgewaschen, sondern es geht
auch die physiologische Sekretschicht, die die Luft leitenden Wege auskleidet,
verloren. In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem dreimaligen Wechseln des
Inkubationsmediums vor Beginn der eigentlichen Inkubation der Lungenschnitte

ein gangbarer Kompromiss zwischen den beiden Vorgehensweisen gefunden.

Nach Umstellung aller genannten Versuchsbedingungen zeigte sich eine deutlich
verbesserte Vitalitdt der PCLS, die sich mit geringer Streuung in konstant bleibenden
niedrigen Werten in der LHD-Freisetzung manifestierte (Abbildung 13). Die LDH-
Freisetzung der unbehandelten Kontrollschnitte lag nach 4 Stunden Inkubation unter
5% und wurde durch Zusatz steigender LPS-Konzentrationen kaum beeinflusst.
Selbst nach einer 24-stiindigen Inkubation lag die LDH-Freisetzung im Mittel noch
unter 10%, wobei auch hier der Zusatz von LPS (1-5000 ng) keinen Einfluss auf die
Vitalitat hatte.

Die Ergebnisse der LDH-Freisetzung nach 4- bzw. 24-stundiger Inkubation stehen

mit den von Wohisen et al. [9] veroéffentlichten Werten im Einklang. Sie kultivierten je
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drei humane PCLS in 1 mL Medium und sahen, dass die LDH-Freisetzung in den
ersten 24 Stunden unter 10% blieb. Auch die Inkubation von PCLS aus Meer-
schweinchenlungen (3 PCLS in 1 mL Medium), wie sie von Ressmeyer et al. [52]
durchgefuhrt wurde, ergab mit weniger als 10% LDH-Freisetzung nach 24 Stunden
Inkubation vergleichbare Werte. Die Ergebnisse der LDH-Freisetzung nach der
4-stundigen Inkubation stehen weiterhin im Einklang mit den von Henjakovic et al.
[42] verodffentlichten Werten. Diese Arbeitsgruppe des Fraunhofer Instituts in Hanno-
ver erzielte nach einer 4-stiindigen Inkubation von 4 PCLS von Mausen in 0,5 mL
DMEM/F-12 Ham eine LDH-Freisetzung von 6%.

Die Zugabe von LPS in steigenden Konzentrationen (1-5000 ng) zeigte in der vorlie-
genden Arbeit keinen Effekt auf die Vitalitat (Abbildung 13). Zu den gleichen Ergeb-
nissen kamen auch Switalla et al. [46]. Sie inkubierten PCLS aus Humanlungen mit 5
bzw. 100 ng LPS in DMEM/F-12 Ham. Die Vitalitdt wurde anhand der Farbungen mit
dem bis-Acetoxymethylester von Calcein (Calcein-AM) und mit dem Ethidiumhomo-
dimer-1 (EthD-1) bestimmt. Die fluoreszierenden Farbstoffe kdnnen lebende und tote
Zellen nachweisen, die dann mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie betrachtet
werden konnen. Calcein-AM ist eine zellmembranpermeable, nicht fluoreszierende
Substanz, die im Zellinneren durch Esterasen zum grun-fluoreszierenden Calcein
umgesetzt wird, wodurch das Zytoplasma lebender Zellen gefarbt wird. EthD-1 kann
sich an DNA anlagern und uber seine Fluoreszenz die Zellkerne toter Zellen
markieren. Switalla et al. [46] sahen anhand der Fluoreszenzfarbung, dass die
genannten LPS-Konzentrationen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollschnitten

keinen Einfluss auf die Vitalitat nach 24-stindiger Inkubation besitzen.

Im Kontrast zu den Ergebnissen mit Lungenschnitten stehen Zellkultur-Studien, bei
denen zytotoxische Effekte von LPS festgestellt wurden. Yamamoto et al. [53] kulti-
vierten Peritonealmakrophagen von Mausen (1 x 10° Zellen/Well) mit 100 pg/mL LPS
fur 48 Stunden in einem Zellkulturmedium mit 10% fétalem Kalberserum. Sie zeigten,
dass die Vitalitat, die anhand der mitochondrialen Aktivitat Uber die Reduktion des
Tetrazoliumsalzes MTT (MTT-Test) bestimmt wurde, nach 48 Stunden signifikant ab-
nahm. Auch Arditi et al. [54] sahen einen zytotoxischen Effekt von LPS. Sie kultivier-
ten Endothelzellen aus Rindergehirnen (3 x 10° Zellen/Well) in Zellkulturmedium mit
und ohne Serumzusatz. Anhand des LDH-Austritts wurde die Vitalitat nach 24 Stun-
den Inkubation bestimmt. Sie konnten mit LPS-Konzentrationen von 1-1000 ng/mL

im serumhaltigen Zellkulturiiberstand eine Steigerung der LDH-Freisetzung und
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damit Abnahme der Vitalitat feststellen. Im Zellkulturiberstand, dem kein Serum
zugesetzt war, fanden sie erst ab 1000 ng/mL LPS eine erhdhte Zytotoxizitat. lhre
Ergebnisse fiuhrten sie darauf zurlck, dass im Medium mit Serumzusatz ein LPS-
bindendes Protein (LBP) vorhanden ist. LBP bindet LPS und der Komplex aus bei-
den flhrt Gber Zellrezeptoren schon bei geringeren LPS-Konzentrationen zu toxi-

schen Effekten als bei LPS-Inkubation ohne Serum.

Der in der vorliegenden Arbeit ausgebliebene Effekt steigender LPS-Konzentrationen
auf die Vitalitat der PCLS koénnte also dadurch begrindet sein, dass dem Kultur-
medium kein Serum zugesetzt und damit kein LPS-bindendes Protein vorhanden

war. Somit konnte der LPS-LBP-Komplex zu keiner Zytotoxizitat fuhren.

Der in den Ergebnissen dieser Dissertation bei den PCLS im Vergleich zu anderen in
vitro-Studien fehlende Effekt steigender LPS-Konzentrationen auf die Zytotoxizitat
muss noch unter einem anderen Gesichtspunkt beleuchtet werden. So kann es beim
Vergleich von PCLS und Zellkulturen zu unterschiedlichen Ergebnissen im Bezug auf
die Toxizitat von getesteten Substanzen kommen. Nassimi et al. [51] fanden heraus,
dass bei der Bestimmung der Toxizitat von so genannten "solid lipid nanoparticles"
(SLN) die gleiche Konzentration an Partikeln bei der Kultivierung mit humanen
Alveolarepithelzellen zu einer reduzierten Vitalitat fuhrt, bei der Kultivierung mit PCLS
aber nicht. Sie begriindeten ihre Ergebnisse damit, dass in den PCLS alle Zellen
enthalten sind, die auch in vivo in der Lunge gefunden werden. Die Prasenz dieser
Zellen und deren Potenzial, untereinander Einfluss nehmen zu konnen, kdnnte daflr
verantwortlich sein, dass es im Bezug auf die SLN zu einer unterschiedlichen
Sensitivitat der PCLS im Vergleich zu definierten Zelllinien kommt. Das
Vorhandensein aller physiologisch vorkommender Zellen kénnte demnach einen
Grund darstellen, warum sich die Ergebnisse der Zytotoxizitat im Bezug auf LPS bei

den PCLS und in der Zellkultur unterscheiden.

5.1.2 Einfuhrung eines weiteren Vitalitatstestes

Die Notwendigkeit, mehr als einen Vitalitatstest zur Uberpriifung von Zytotoxizitat
heranzuziehen, wurde von Wérle-Knirsch et al. [55] in ihrem Paper mit der markanten
Uberschrift "Oops they did it again! Carbon nanotubes hoax scientists in viability
assays" deutlich herausgestellt. Carbon nanotubes, eine spezielle Form von Nano-
partikeln, hielten demnach Wissenschaftler immer wieder zum Narren, wenn deren

Einfluss auf die Zytotoxizitat gepruft wurde. Die Forscher sahen, dass die Vitalitat
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von Zellen, die von humanen Lungenepithelien stammen, 24 Stunden nach
Inkubation mit carbon nanotubes auf die Halfte abgenommen hatte, wenn die Vitalitat
anhand des MTT-Tests bestimmt wurde. Wurde aber die Vitalitat mit dem WST1-Test
oder der LDH-Freisetzung bestimmt, zeigte sich keine Toxizitat und alle Zellen
uberlebten. Die falsch negativen Ergebnisse aus dem MTT-Test rlhrten daher, dass
die nanotubes mit dem unldslichen MTT-Salz reagierten, nicht aber mit den anderen
Testsubstanzen. Dies veranlasste die Autoren zu fordern, Ergebnisse aus
Vitalitatsstudien immer mit mindestens zwei verschiedenen Tests zu belegen, damit

valide Aussagen gemacht werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb neben der LDH-Freisetzung, die eventuelle
Zellmembranschaden widerspiegelt, der WST1-Test verwendet, der die mitochondri-
ale Aktivitat von Zellen bestimmt. Die Tests setzen also an zwei verschiedenen Punk-
ten an, um die Vitalitat der PCLS zu beurteilen. Liefern beide Tests vergleichbare
Ergebnisse, dann sollte man davon ausgehen kdnnen, dass die Resultate valide

sind.

Auch bei der Vitalitatsbestimmung Uber den WST1-Test konnten keine signifikanten
Veranderungen der Vitalitdt der PCLS nach Inkubation mit steigenden LPS-
Konzentrationen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollschnitten gesehen
werden (Abbildung 14). Die PCLS sind sowohl nach 4- als auch 24-stlindiger

Inkubation vital. Die Ergebnisse nach beiden Vitalitatstests sind damit valide.

Die mit LPS behandelten Schnitte bei der 4-Stunden-Kultivierung zeigen geringfligig
héhere WST1-Werte als die unbehandelten Kontrollschnitte. Diese hohere metaboli-
sche Aktivitdt und damit scheinbar hdhere Vitalitdt kénnte darauf zurlckzuflhren
sein, dass LPS einen Reiz auf die PCLS auslbt. Auf diesen Reiz hin wird in den
Schnitten der Zellmetabolismus erhéht, was sich in hohen WST1-Werten widerspie-
gelt. Die mit LPS behandelten Schnitte sind also nicht vitaler als die unbehandelten,
sie reagieren lediglich auf die Zugabe von LPS. Die trotz steigender LPS-Konzen-
trationen gleichbleibend hohe Vitalitat steht im Einklang mit den Ergebnissen von
Switalla et al. [46], wonach LPS keinen Einfluss auf die Vitalitdt von PCLS hat.

5.1.3 Bestimmung der Vitalitat Gber einen Zeitraum von mehreren Tagen

Die Moglichkeit PCLS und Gewebeschnitte allgemein in toxikologischen Studien
nutzen zu kénnen, wurde schon 1994 von Fisher et al. [6] und 1995 von Gandolfi et

al. [56] hinreichend belegt.
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In der vorliegenden Arbeit sollte diese Moglichkeit Uber die Dauer von mehreren
Tagen hinaus untersucht werden, um eine Aussage Uber die zu erwartende Vitalitat

von unbehandelten Kontrollschnitten treffen zu konnen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt. Nach der Vorinkubation der Schnitte
zu Beginn der Versuche betrug die LDH-Freisetzung durchschnittlich 1,7%, erhdhte
sich nach 4-stiindiger Inkubation auf 3,8% und steigerte sich weitgehend linear bis
auf 15% nach 72 Stunden. Dieser moderate Anstieg zeigt, dass eine Kultivierung der
PCLS Uber einen Zeitraum von mindestens 72 Stunden unter Erhalt einer hohen

Vitalitat moglich ist.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit drei unabhangigen Studien, die bestatigen,
dass Uber einen Zeitraum von drei Tagen PCLS vital bleiben, auch wenn unter-
schiedliche Spezies, Mengen an Medium und eine unterschiedliche Anzahl an
Schnitten verwendet wurden. So konnten Martin et al. [7] zeigen, dass bei einer 72-
stiindigen Inkubation von zwei PCLS aus Rattenlungen in 1 mL Medium die LDH-
Freisetzung unter 20% bleibt. Sie konnten diese Ergebnisse anhand weiterer
Vitalitatstests, wie der MTT-Reduktion und dem Thymidineinbau, bestatigen. Sie
schlossen daraus, dass die PCLS nach 72 Stunden Kultivierung noch vital sind. Auch
Wohlisen et al. [9] fanden nach Inkubation von jeweils drei PCLS aus menschlichen
Lungen in 1 mL Medium vergleichbare Ergebnisse. Nach 24 und 72 Stunden blieb
die LDH-Freisetzung unter 10% bzw. 15%. Sie konnten ihre Ergebnisse durch
videomikroskopische Untersuchungen des zilidaren Flimmerschlags untermauern.
Auch dieser zeigte keine Veranderungen in der Frequenz Uber einen Zeitraum von
72 Stunden. Somit kamen auch diese Autoren zu dem Schluss, dass PCLS, in
diesem Fall aus Humanlungen, Uber drei Tage vital bleiben. In der dritten Studie
kultivierten Ressmeyer et al. [52] jeweils drei Schnitte aus Meerschweinchenlungen
in 1 mL Medium. Die LHD-Freisetzung blieb bis 48 Stunden unter 10% und erreichte
nach 72 Stunden Kultivierung gerade 17%. Ressmeyer et al. bestatigten ihre
Ergebnisse anhand der Farbungen mit Calcein-AM und EthD-1, die bereits in 5.1.1
beschrieben wurde. Auch mit diesen Vitalitdtsnachweisen zeigte sich, dass die PCLS

uber einen Zeitraum von drei Tagen vital bleiben.

Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse von Henjakovic et al. [42], die 4 PCLS aus
Mauselungen in 0,5 mL Medium inkubierten. Nach 24 Stunden betrug die LDH-

Freisetzung bereits 21%, stieg nach 48 Stunden auf 33% an, erhdhte sich aber nach
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72 Stunden (29%) nicht mehr. Sie schlossen aus diesen Ergebnissen, dass die Lun-
genschnitte von Mausen nur Uber einen Zeitraum von 24 Stunden vital bleiben. Den
statistisch nicht sicherbaren Abfall von 33% nach 48 Stunden auf 29% nach 72 Stun-
den (anstelle eines zu erwartenden weiteren Anstiegs der LDH-Freisetzung)
erklarten die Autoren mit einer beginnenden Instabilitdt des Enzyms LDH. Selbst die
Aussage, dass die PCLS mit 21% LDH-Freisetzung vital sind, mit 29% nach 72
Stunden jedoch nicht mehr, sollte differenziert betrachtet werden, da diese

Unterschiede bei n=4 Versuchen pro Zeitpunkt nicht signifikant sind.

Die geschilderten unterschiedlichen Ergebnisse zur Vitalitat von PCLS unter nahezu
identischen Versuchsbedingungen sollten auch hinsichtlich eines weiteren Aspekts
diskutiert werden. Wie bereits erwahnt, wurden vergleichbare Ergebnisse zur LDH-
Freisetzung mit unterschiedlichen Spezies berichtet [7,9,52], welche die hier vorge-
legten Ergebnisse bestatigen. Die geringere Vitalitat der PCLS von Mausen in der Ar-
beit Henjakovic et al. [42] konnte auch daran liegen, dass diese Mause von Charles
River bezogen wurden, wahrend in dieser Arbeit Ratten verwendet wurden, die von
Elevages Janvier stammten. Im Vergleich von Tieren unterschiedlicher Zichter,
konnte nach eigenen Erfahrungen festgestellt werden, dass sowohl Ratten als auch
Mause von Janvier im Vergleich zu Tieren von Charles River eine doppelt so hohe
Dosis an Narkosemitteln (als nach Herstellerangaben beschrieben) bendtigen, um
eine zufriedenstellende Narkosetiefe zu erreichen (Daten unveréffentlicht). Daraus
kdnnte man ableiten, dass die hohere Widerstandskraft der Tiere von Janvier auf
optimalere Aufzucht- und Haltungsbedingungen zurlickzufiihren ist. Es konnte sich
aber auch in den langen Jahren der Zucht eine Spontanmutation im Zuchtstamm von
Janvier hin zu einer héheren Widerstandskraft ergeben haben. Daten zu diesem
Phanomen sind bisher nicht verdffentlicht, sollten aber Gegenstand kunftiger Studien
werden, um konkrete Aussagen treffen zu kdnnen. Wenn man dieses Phanomen
betrachtet, kdnnte es eine Erklarung dafir sein, warum in der vorliegenden Arbeit die
Schnitte Uber drei Tage vital blieben, dies unter identischen Versuchsbedingungen
bei Henjakovic et al. [42] bei PCLS aus Mausen von Charles River aber nicht der Fall

war.
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5.1.4 Bewertung der Ergebnisse aus der Protein- und Gewichtsbestimmung

Die in Abbildung 16 dargestellten Ergebnisse zu Proteingehalt und Gewicht der
PCLS zeigen eindeutig eine hohe Reproduzierbarkeit der hier verwendeten Methode.
Es zeigte sich zudem eine einheitlich niedrige LDH-Freisetzung von 0,9 bis 2,7%

nach 4 Stunden Inkubation mit steigenden Konzentrationen von LPS.

Die Bestimmung des Proteingehalts wurde bereits in der Dissertation zur Untersu-
chung des Metabolismus des tabakspezifischen Nitrosamins NNK in Gewebeschnit-
ten von Mausen, Ratten und Menschen von Johannes Engl beschrieben [57]. Er be-
stimmte den Proteingehalt eines Lungenschnittes mit der Methode nach Lowry et al.
[58]. In dieser Arbeit wurden allerdings keine Prazisionsschnitte angefertigt, sondern
aus den Lungen mit einem Skalpell ca. 1 mm dicke Streifen geschnitten. Unter
Umgehung der knorpeligen Anteile wurden aus diesen Streifen quadratische Schnitte
von ca. 2 x 2 mm Kantenldnge und 1 mm Dicke gewonnen. Das Gewicht pro Lun-
genschnitt betrug 3 £ 0,5 mg. Der Proteingehalt betrug mit ca. 10% des Feucht-
gewichts 300 pg. Fur vier PCLS, fur die der mittlere Proteingehalt in der vorliegenden
Arbeit bestimmt wurde, wirde das einen Proteingehalt von 900 ug bedeuten. Dieses
Ergebnis liegt somit im Bereich der in der vorliegenden Arbeit gefundenen Werte. In
der Arbeitsgruppe von Switalla wurde der Proteingehalt auf die gleiche Weise, wie in
3.3.3.3 beschrieben, bestimmt [42,46]. Die Werte wurden jedoch nicht veroéffentlicht,
sondern dienten nur der Normierung ihrer Daten, was sich im persodnlichen Gesprach

mit Dr. Switalla herausstellte.

5.15 LPS als Ausloser einer lokalen Immunreaktion in den PCLS

LPS ist ein Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien und gilt als Endotoxin. Es
besteht aus einem A Lipid, einem Kern aus Oligosacchariden und einem O-Antigen
Polysaccharid. Lipid A ist die reaktive Komponente, die bei Infektionen nachgewie-
sen werden kann [59]. Bei einer durch LPS-ausgel6sten Entzindung werden von
Makrophagen Zytokine (wie TNF-a) und Chemokine (wie IL-8) ausgeschuttet. Da-
durch kommt es zum Einstrom neutrophiler Zellen an den Ort der Entziindung [60].
Das Einatmen von Endotoxinen wie LPS steht im engen Zusammenhang mit arbeits-
platzbezogenen Lungenerkrankungen, die mit asthma-ahnlichen Symptomen
einhergehen [61], aber auch mit der Entstehung von COPD [62].

In der vorliegenden Arbeit sollte die von LPS verursachte Entziindung anhand der

dadurch ausgeldsten Zytokinausschuttung in den PCLS gemessen werden. Diese
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Ergebnisse sollen im Verlauf der Arbeit dann Ruckschlisse darauf zulassen, ob
Nanopartikel einen Einfluss auf eine bereits bestehende Entziindung in der Lunge
haben. Untersucht wurde dabei sowohl die TNF-a- als auch die IL-8-Freisetzung in
den Gewebekulturiiberstand. Solche Fragestellungen sind besonders wichtig, wenn
nur geringe und relevante Nanopartikel-Konzentrationen untersucht werden. Die
Nanopartikel-Konzentrationen unter realistischen in vivo Bedingungen, die sich
beispielsweise am Arbeitsplatz nachweisen lassen, haben aller Voraussicht nach
keinen direkten toxischen Effekt auf gesundes Gewebe. Vorgeschadigte Individuen
kdnnten jedoch aufgrund einer bakteriellen Infektion sehr viel sensitiver auf inhalierte

Nanopartikel reagieren.

5.1.5.1 TNF-a

Die in Abbildung 17 zusammengefassten Ergebnisse zu TNF-a zeigen, dass bereits
unbehandelte Schnitte innerhalb von 4 und 24 Stunden Inkubation eine zeitabhangi-
ge, gut messbare Menge des Zytokins freisetzen. Die Belastung mit steigenden LPS-
Konzentrationen hatte darauf bis 200 ng/mL keinen signifikanten Einfluss. Ab
300 ng/mL LPS konnte nach 4-stiindiger Inkubation eine dosisabhangige Steigerung
der TNF-ao-Freisetzung festgestellt werden, wahrend bei 24-stiindiger Inkubation bei
gleicher Konzentration bereits die maximale Ausschuttung von TNF-a durch die
PCLS erreicht wurde.

Die Ergebnisse nach der 24-stundigen Inkubation sind vergleichbar mit Resultaten
von Switalla et al. [46]. Sie inkubierten PCLS aus menschlichen Lungen mit 0, 2,5,
10, 100, 500 und 5000 ng/mL LPS. Ein signifikanter Anstieg in der TNF-a-Freiset-
zung war hier zwar schon bei 10 ng LPS erkennbar, doch zeigte sich wiederum keine
Steigerung in der Zytokinausschuttung mehr ab 500 ng/mL LPS. Dagegen sah die
gleiche Arbeitsgruppe in PCLS von Mauselungen bereits eine signifikante Steigerung
der Freisetzung von TNF-a in im Pikogrammbereich mit einer Dosisabhangigkeit von
31 bis 5000 pg/mL LPS [42].

In der TNF-a-Freisetzung durch PCLS zeigen sich also deutliche speziesspezifische
Unterschiede in der Zytokinproduktion. Dies unterstreicht die Bedeutung der
generellen Forderung, bei Toxizitatsprifungen mehr als eine Spezies zu
untersuchen. Die bei PCLS gegebene Moglichkeit, Ergebnisse mit Lungen von

verschiedenen Versuchstieren direkt mit den Ergebnissen von menschlichen Lungen
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zu vergleichen, stellt eine gute Mdglichkeit dar, die Ubertragbarkeit der Resultate von
Tierversuchen auf den Menschen zu Uberprifen [13].

5.1.5.2 IL-8

Die Freisetzung von IL-8 in den Gewebekulturiiberstand wurde ebenfalls nach den
Zeitpunkten von 4 und 24 Stunden bestimmt (Abbildung 18).

Nach 4-stindiger Inkubation konnte mit Hilfe des verwendeten ELISA-Testkits in un-
behandelten und mit 1 ng/mL LPS belasteten PCLS keine IL-8-Freisetzung gemes-
sen werden, da diese unterhalb des Detektionslimit lag. Die ab 100 bis 20 000 ng/mL
erkennbare konzentrationsabhangige Steigerung der IL-8-Freisetzung erreichte in
der Pearson-Analyse Signifikanz, die hochste Ausschuttung wurde eindeutig nach

Belastung mit der hochsten LPS-Konzentration gesehen.

Nach 24-stundiger Inkubation war bereits bei unbehandelten Schnitten eine deutliche
Ausschittung von IL-8 messbar, die sogar Uber dem héchsten nach 4-stlindiger
Inkubation durch LPS stimulierbaren Ausmal lag. Wie bei TNF-a war bis zu einer
Belastung der PCLS mit 200 ng/mL LPS keine wesentliche Steigerung der IL-8-Aus-
schittung gegenuber der Kontrollen gegeben. Ab 300 ng/mL LPS kam es wiederum
zur maximalen Zytokinfreisetzung, die mit weiter steigenden LPS-Konzentrationen
wieder abnahm und schlie3lich bei 5000 ng/mL gegenuber der Kontrolle keine Signi-

fikanz mehr erreichte.

Die im Vergleich zu TNF-a geringe Aussagekraft der Ergebnisse von IL-8 nach 4-
stindiger Inkubation kdnnte damit zu erklaren sein, dass die Zellen erst mit einer
zeitlichen Verzdgerung beginnen IL-8 auszuschutten. Wie Driscoll et al. [60] in ihrem
Ubersichtsartikel darlegen, kommt es nach Stimulation durch LPS zunéchst zur Akti-
vierung von Makrophagen. Diese schutten daraufhin TNF-a aus, welches seinerseits
Epithelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen zur Ausschuttung von IL-8 veranlasst.
Es konnte daher sein, dass der Reiz, den LPS auf die PCLS auslbt, erst zu einem
spateren Zeitpunkt als nach 4 Stunden zu einer gut messbaren IL-8-Freisetzung
fuhrt. So berichteten Booth et al. [63], dass sich in 500 ym dicken, mit Adenovirus 7
stimulierten Schnitten aus Rinderlungen erst nach 12 Stunden eine signifikant hdhere

IL-8-Freisetzung im Vergleich zu unbehandelten Schnitten zeigt.

Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen dieser Doktorarbeit. Auch hier konnte mit

IL-8 erst nach 24-stindiger Inkubation ein vergleichbarer sprunghafter Anstieg der
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Zytokinausschittung gezeigt werden, wohingegen er mit TNF-a bereits nach 4-

stundiger Inkubation verifiziert werden konnte.

5.2 PCLS und deren Reaktion auf Nanopartikel

Die Notwendigkeit, die Toxikologie von Nanopartikeln zu untersuchen, wurde bereits
aufgezeigt. Fur die Beurteilung von Ergebnissen aus solchen toxikologischen Unter-
suchungen ist es von grolker Bedeutung, die dabei verwendeten Konzentrationen an
Nanopartikeln kritisch zu betrachten. Fur die Vorhersage, ab welchen Konzentratio-
nen eines bestimmten Nanopartikels im alltaglichen Leben toxische Effekte auftreten

kdnnten, spielt das eine wichtige Rolle.

Ein Beispiel dafiir zeigten Schleh et al. [64] in einer Studie, in der sie Ratten 6 Stun-
den lang 25 pg TiO,-Nanopartikel/Na;HPO4 pro m® (60% NayHPO4, 40% TiO,-
Nanopartikel) inhalieren lieRen. Dies flhrte zu einer effektiven Aufnahme von 60 ug
TiO,-Nanopartikeln in die Lunge, hatte aber keinen Effekt auf das pulmonale Surfac-
tant. Dagegen setzten TiO,-Nanopartikel in einer in vitro Praparation von Schweine-
lungen die Oberflachenspannung des pulmonalen Surfactants konzentrationsabhan-
gig (50-500 pug/mL) herab. Hierauf berechneten sie hypothetisch die zu erwartende
Partikelmenge, fir den angenommenen Fall, dass sich ein Mensch 24 Stunden in
einer Innenstadt an eine viel befahrene Stralle stellen und Luft mit einer
Partikelkonzentration von 100 pg/m3 einatmen wirde. Nach ihrer Berechnung
wurden sich dabei ca. 360 ug Partikel in der gesamten Lunge und maximal 10 ug
Partikel pro mL pulmonalem Surfactant in der Lunge befinden. In Anbetracht der
Tatsache, dass dies eine rein hypothetische Berechnung ist, stellen die 10 ug/mL
eine sehr hohe Konzentration dar. Ein 24-stiindiger Aufenthalt an einer viel
befahrenen Strale dirfte kaum als realistisches Szenario erscheinen. AuRerdem ist
anzumerken, dass dabei alle Feinstaubpartikel mit einbezogen wurden, der Anteil an
reinen Nanopartikeln jedoch viel geringer ware. Im Vergleich waren also diese
10 ug/mL eine viel geringere Konzentration als die 60 pg TiO2-Nanopartikel, die im in

vivo-Versuch keinen Effekt zeigten.

Diese Berechnung macht deutlich, dass toxische Effekte in vitro nicht die in vivo-
Situation widerspiegeln. Es ist also von grolRer Bedeutung, dass toxikologische
Untersuchungen mit mdglichst geringen Konzentrationen durchgefuhrt werden, um

deren Einfluss beurteilen zu kdnnen.
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5.2.1 Beurteilung der Methode der intratrachealen Instillation der
Nanopartikel

In der vorliegenden Arbeit wurde den Ratten 50 ug Silber-Nanopartikel intratracheal
instilliert. Lipka et al. [65] zeigten, dass 24 Stunden nach intratrachealer Instillation
von Gold-Nanopartikeln 30-50% der instillierten Partikel Gber die mucocilidre Clea-
rance wieder aus der Lunge transportiert wurden, also physiologische Clearance-
mechanismen gegeben sind. Ubertrdgt man das auf die in dieser Arbeit instillierten
50 ug, so sind nach 24 Stunden noch 25-35 ug an Silberpartikeln in der Lunge

vorhanden.

Die Herstellung der PCLS 24 Stunden nach der Instillation bietet somit den Vorteil,
dass toxische Effekte in diesen PCLS die in vivo-Situation sehr gut widerspiegeln.
Die Instillation bedeutet zwar zum einen Stress fur die Tiere, zum anderen kann aber
Uber die nachfolgende Herstellung von hunderten von PCLS aus einem Tier die

Anzahl der Tiere, die fur einen Versuch bendtigt werden, reduziert werden.

5.2.2 Bestimmung der Vitalitdt anhand der LDH-Freisetzung und WST1-
Reduktion

Die intratracheale Instillation von 50 ug Ag-Nanopartikeln zeigte keinen Effekt auf die
Vitalitdt der PCLS. Nach einer 4-stiindigen Inkubationszeit mit steigenden LPS-
Konzentrationen (0-5000 ng) blieb die LDH-Freisetzung unter 5% (Abbildung 21) und
auch der WST1-Test (Abbildung 22) zeigte gleichbleibend hohe Werte in der meta-
bolischen Aktivitat. Die Kontrolle, bei der Ratten 80 uL des Lésungsmittels der Ag-
Partikel instilliert bekamen, zeigte vergleichbare Ergebnisse in der LDH-Freisetzung
und WST1-Reduktion.

Der Kontrollversuch wurde durchgefihrt, um abgrenzen zu kénnen, ob eventuell auf-
tretende toxische Effekte bezlglich der Vitalitat durch die Nanopartikel hervorgerufen

werden, oder ob solche auch schon bei der Instillation des Losungsmittels auftreten.

Im Moment gibt es keine vergleichbare Studie, die sich mit der Reaktion von PCLS
auf Silber-Nanopartikel beschaftigt hat. Es gibt jedoch zahlreiche andere Studien, die
sich mit der Toxizitat von Silber-Nanopartikeln in vivo und in vitro auseinandergesetzt
haben. Diese sollen im Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit vorhandene Ag-

Nanopartikelmenge von 25-35 ug 24 Stunden nach Instillation verglichen werden.

Kim et al. [66] zeigten, dass die orale Gabe von Ag-Nanopartikeln (56 nm) konzentra-

tionsabhangig zu toxischen Effekten fihrt. Uber 90 Tage wurden Ratten wiederholt
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drei verschiedene Dosen an Silberpartikeln (30, 125 und 500 mg/kg Korpergewicht)
oral verabreicht. Sie fanden signifikante, dosisabhangige Anderungen der alkalischen
Phosphatase und des Cholesterinspiegels im Blut. Des Weiteren trat Gallengangs-
hyperplasie mit oder ohne Nekrose bei allen behandelten Tieren auf. Sie konnten
zudem eine dosisabhangige Akkumulation von Silber in allen Geweben feststellen.
Anhand der gefundenen Ergebnisse konnten sie 30 mg/kg Kérpergewicht Ag-Nano-
partikel als so genannten "no observable adverse effect level" (NOAEL) und
125 mg/kg Kdrpergewicht als "lowest observable adverse effect level" (LOAEL) fest-

setzen.

Zwei weitere Studien befassten sich mit der Inhalation von Silber-Nanopartikeln.
Sung et al. [67] exponierten Ratten 4 Stunden lang einer geringen (76 pg/m®), einer
mittleren (135 pg/m3) und einer hohen Dosis (750 ug/m3) von Silber-Nanopartikeln
(18-20 nm). AnschlieRend wurden die Tiere zwei Wochen lang beobachtet und zwei-
mal pro Woche ein Lungenfunktionstest durchgefuhrt. Sie stellten keine signifikanten
Veranderungen im Korpergewicht und dem Allgemeinbefinden fest. Zudem ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede im Lungenfunktionstest im Vergleich zu Kon-
trolltieren, die nur reiner Luft ausgesetzt waren. Sie schlossen aus ihren Ergebnis-
sen, dass die halb-maximale letale Konzentration (LCsp) nach einer Expositionszeit
héher als 750 pg/m® an Silber-Partikeln betragen muss. Die Berechnung der Partikel-
menge, die nach 4-stiindiger Inhalation von 750 ug/m® in den Lungen deponiert ist,
kann folgendermalien vorgenommen werden: Eine Ratte (70-115 Atemzuge/min,
0,6-2 mL Atemzugvolumen [68]) atmet im Mittel ca. 10 Liter Luft in der Stunde, das
waren nach 4 Stunden also 40 Liter. Ein m® Luft entspricht der Menge von 1000
Litern. Wenn also 750 ug Partikel in 1000 Litern Luft als Aerosol vorliegen, atmet die
Ratte in 4 Stunden mit den 40 Litern Luft 30 ug Partikel ein.

Einen ahnlichen Versuchsaufbau benutzten Ji et al. [69]. Auch sie exponierten Rat-
ten mit steigenden Dosen an Silber-Nanopartikeln, mit dem Unterschied, dass hier
die Tiere 28 Tage lang, jeweils 5 Tage die Woche und taglich 6 Stunden, den
Partikeln ausgesetzt waren. Nach diesen 28 Tagen konnten sie auch mit der
héchsten Konzentration von 61 pg/m®> Ag-Partikeln keine signifikanten Veran-
derungen im Korpergewicht, in der Hamatologie und in der Blutchemie feststellen.
Die effektiv vorhandene Menge nach 28-tagiger Inhalation von 61 pg/m3 lag hier bei
102 ug Ag-Partikeln.
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Anhand der zwei in vivo-Studien, die keinen toxischen Effekt der Silber-Partikel
zeigen konnten, erscheint es durchaus plausibel, dass die in der vorliegenden Arbeit
24 Stunden nach der Instillation noch vorhandenen 25-35 ug keinen zytotoxischen
Effekt verursachten. Im Anbetracht dessen, dass es relevanter ist, toxische Effekte
an geringen Mengen von Nanopartikeln zu testen, konnen die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten 50 ug Ag-Partikel fur nachfolgende Dose-Response-Studien als

guter Basiswert betrachtet werden.

Im Kontrast hierzu wird nachfolgend auf drei in vitro-Studien eingegangen, die durch
Verwendung sehr hoher Konzentrationen von Silber-Nanopartikeln einen konzen-

trations- und groRenabhangigen zytotoxischen Effekt aufzeigen konnten.

Carlson et al. [38] verwendeten in ihrer Arbeit Alveolarmakrophagen aus Ratten, die
nach ihrer Ansicht eine in vitro-Methode darstellen, welche gut auf die in vivo-
Exposition von Nanopartikeln Ubertragbar ist. Sie inkubierten diese Zellen 24
Stunden mit Ag-Partikeln, die sowohl in ihrer Grofle (Ag-15nm, Ag-30 nm, Ag-
55 nm) als auch in ihrer Konzentration variierten. Die Vitalitat der Zellen wurde mittels
der LDH-Freisetzung und der Reduktion von MTT gemessen. Die LDH-Freisetzung
stieg bei den kleineren Ag-15nm- und Ag-30 nm-Partikeln signifikant ab einer
Konzentration von 10 ug/mL, wohingegen Ag-55 nm die LHD-Freisetzung in einer
Konzentration bis 75 pug/mL nicht signifikant steigerte. Auch beim MTT-Test zeigten
sich gréRenabhangige Unterschiede: Die mitochondriale Funktion wurde bei Ag-
15nm ab 5 pug/mL, bei Ag-30 nm ab 10 yg/mL und bei Ag-55nm ab 50ug/mL
signifikant reduziert. Anhand dieser Ergebnisse ist gut zu erkennen, dass die Partikel

mit abnehmender GroRe zunehmend toxischer werden.

Auch in Keimbahn-Stammzellen aus Mausen, die 48 Stunden Ag-15 nm-Partikeln
ausgesetzt wurden, sahen Braydich-Stolle et al. [37] eine konzentrationsabhangige
Zunahme der LDH-Freisetzung von 0-100 pg/mL und eine entsprechende Abnahme
der mitochondrialen Aktivitat.

Eine weitere Studie, die eine konzentrationsabhangige Steigerung der Toxizitat an-
hand von Silber-Nanopartikeln in vitro zeigt, wurde von Greulich et al. [39] verdffent-
licht. Sie kultivierten humane mesenchymale Stammzellen 7 Tage lang mit steigen-
den Konzentrationen an Ag-100 nm-Partikeln (0,5-50 ug/mL). Anhand der Farbung
mit Calcein-AM zeigte sich, dass ab einer Konzentration von 3,5 ug/mL keine leben-

den Zellen mehr vorhanden waren.
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Die Ergebnisse solcher in vitro-Studien, die mit sehr hohen Konzentrationen gearbei-
tet haben, spielen nur im Hinblick auf die gefundene GréRenabhangigkeit der Zyto-
toxizitat eine Rolle. Fir die Ubertragbarkeit auf die in vivo-Situation sind sie jedoch

nicht relevant.

5.2.3 Ag-Nanopartikel und deren Einfluss auf die Zytokinausschuttung

Die Ubertragbarkeit auf in vivo stand auch bei der Messung der Zytokinausschiittung
in PCLS von Ratten im Vordergrund. Es sollte untersucht werden, ob Silber-Nano-
partikel einen Einfluss auf eine bereits bestehende, durch LPS ausgeldste Entzlun-
dung haben. Dieser Einfluss sollte wieder an einer sehr geringen Konzentration
untersucht werden, die selbst keinen zytotoxischen Effekt hatte. Diese
Untersuchungen sollten Erkenntnisse fiir die Fragestellung liefern, ob bei der
Verwendung von relevanten Konzentrationen an Nanopartikeln, die als zytotoxisch
ungefahrlich gelten und in der Nanotechnologie eingesetzt werden, es bei bereits
erkrankten Individuen bzw. bereits bestehenden Entzindungsreaktionen zu

toxischen Effekten kommen kann.

Aufgrund der Ergebnisse mit PCLS von unbehandelten Ratten wurde die Freisetzung
der Zytokine nach 4 Stunden Inkubationszeit und mit LPS-Konzentrationen von 0,
100, 500, 1000 und 5000 ng/mL in den PCLS bestimmt.

5.2.3.1 TNF-a

In PCLS von Ratten, die 24 Stunden zuvor mit 50 uyg Ag-Nanopartikeln instilliert
wurden, zeigte sich eine von der LPS-Konzentration (0-5000 ng) abhangige Steige-
rung der TNF-a-Ausschittung (Abbildung 23). Bei 1000 ng LPS scheint hier ein
Niveau erreicht zu sein, ab dem steigende LPS-Werte zu keiner weiteren Erhéhung

der TNF-a-Ausschuttung flhren.

Wurde den Ratten das Lésungsmittel zur Kontrolle instilliert, steigerte sich in den
PCLS ebenfalls die TNF-a-Ausschittung abhangig von der LPS-Konzentration, in der

Tendenz sogar noch etwas starker als nach Instillation der Ag-Nanopartikel.

In Abbildung 25 wurden nun die Ergebnisse mit denen verglichen, die zuvor mit
PCLS von unbehandelten Ratten ermittelt wurden: Ab 100 ng LPS zeigten sich nach
Partikelinstillation signifikant hohere Werte in der TNF-a-Ausschuttung als bei den
PCLS aus Tieren, die keine Partikel erhielten. Die hierbei einzige Ausnahme war bei

5000 ng zu sehen, hier stellte sich zwischen beiden Gruppen keine Signifikanz dar.
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Ab 100 ng LPS konnte ebenfalls eine signifikant hdhere TNF-a-Ausschattung nach
Instillation des Losungsmittels erkannt werden. Bei 100 ng LPS war dieser Wert auch

signifikant hoher als nach Partikelinstillation.

Den hier gezeigten Effekt, dass bereits der reine Instillationsprozess mit Losungsmit-
tel zu Entzindungssymptomen fuhrt, wurde auch von Ddrger et al. [70] gesehen, die
Ratten 300 uL eines Gemisches aus Asbestfasern und PBS oder zur Kontrolle nur
PBS instillierten. In der 24 Stunden danach vorgenommenen bronchoalveolaren La-
vage zeigte sich, dass sowohl die Asbestfasern, als auch nur PBS zu einem

Einstrom von neutrophilen Entziindungszellen in die Lunge geflihrt haben.

5.2.3.2 IL-8

Die Messung von IL-8 im Gewebekulturiberstand ergab zu TNF-a vergleichbare
Ergebnisse (Abbildung 24). Nach Instillation von 50 ug Silber-Nanopartikeln kam es
zu einer von der LPS-Konzentration abhangigen Steigerung der IL-8-Ausschittung,
die bei 500 ng/mL LPS Signifikanz gegenuber dem Kontrollwert erreichte und bis
5000 ng/mL LPS nicht mehr weiter anstieg.

Auch nach Instillation des Losungsmittels stieg die IL-8-Ausschittung wieder bis
500 ng/mL LPS konzentrationsabhangig an und blieb im Rahmen der Schwankun-
gen, die in einem biologischen System wie den aus Ratten generierten PCLS, vor-
kommen kénnen, auf diesem Niveau bis 5000 ng LPS. Im Gegensatz zu TNF-a war
bei IL-8 aber besonders bei den niedrigen LPS-Konzentrationen eine Tendenz zu ei-
ner geringeren Ausschuttung bei den mit Losungsmittel behandelten Ratten erkenn-
bar. Ob solche Unterschiede real oder zufallig sind, kdnnte nur mit einer deutlich

héheren Anzahl an Versuchen/Konzentration geklart werden.

Im Vergleich zu den Ergebnissen mit PCLS von unbehandelten Ratten ergibt sich
auch fir die IL-8-Ausschuttung eine deutliche Erhéhung in PCLS von Tieren 24 Stun-
den nach Partikel- und Ldsungsmittelinstillation (Abbildung 25). Die Unterschiede
sind besonders in Abwesenheit von LPS und bei 1 ng/mL LPS deutlich, weil hier bei
den meisten PCLS von unbehandelten Ratten noch kein IL-8 oberhalb der Nach-
weisgrenze im Kulturiberstand nachweisbar war. Fur eine statistische Absicherung

bedirfte es auch hier einer hoheren Anzahl von Versuchen.

Die Gegenuberstellung zeigt auch hier deutlich, dass die Erhdhung der IL-8-Aus-

schattung nicht durch die Ag-Partikel bedingt ist, sondern bereits nach Ldsungs-
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mittelinstillation auftritt. Wie bereits fir TNF-a diskutiert, dirfte der Grund hierfiir darin
liegen, dass es generell nach Instillierung von Substanzen in die Lunge zu Entzin-

dungsprozessen kommt.

5.3  Schlussfolgerung

Im Vergleich zu anderen Studien stellt die Instillation von 50 ug Silber-Nanopartikeln
eine sehr geringe Konzentration dar. Dies ist aber fir die Relevanz von toxikologi-
schen Testungen im Bezug auf die Ubertragbarkeit auf die in vivo-Situation beson-

ders wichtig.

Die Instillation von 50 pg Silber-Nanopartikeln hatte keinen Einfluss auf die Vitalitat
der PCLS. Des Weiteren konnte bei dieser Konzentration an Nanopartikeln kein
Effekt auf eine bestehende, durch LPS ausgeldste Entziindungsreaktion gezeigt wer-
den. Dies sollte Anlass geben, die Ergebnisse aus Zellkultur-Studien kritisch zu beur-

teilen.

Im Hinblick auf weitere toxikologische Testungen von Silber-Nanopartikeln kdnnten
die Ergebnisse als solide Basis flr die Festlegung eines "no observable adverse
effect level" (NOAEL) nach pulmonaler Exposition dienen, ahnlich wie die Ergebnisse

bei Kim et al. nach oraler Gabe [66].

Die PCLS erwiesen sich als ex vivo-System, das relativ robust auf in vivo verab-
reichte Ag-Nanopartikel reagiert. PCLS stellen somit einen Mittelweg dar, zwischen
der Relevanz von in vivo-Studien einerseits und der Schonung von Tierleben ande-

rerseits.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, ein System zu etablieren, mit dem die toxikologische

Testung von Nanopartikeln in dem Zielorgan Lunge mdglich ist.

In einem ersten Schritt wurde die Herstellung von Lungenschnitten (Precision-Cut
Lung Slices, PCLS) soweit optimiert, dass ein hohes Mal} an Vitalitat mit nur geringer
Streuung der Werte erreicht werden konnte. Die Kultivierung von PCLS lieferte mit
zwei verschiedenen Vitalitatstests, der Freisetzung von Lactatdehydrogenase (LDH)
und der Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen (WST1-Assay), sowohl nach 4 als
auch nach 24 Stunden gute Werte. Die Vitalitdt war nach beiden Inkubationszeiten
hoch und ermdéglichte so die Untersuchung auf toxische Effekte, selbst wenn sie nur
zu geringen Vitalitatsverlusten fuhrten. Die Messung der Vitalitat Gber einen Zeitraum
von mehreren Tagen zeigte, dass die PCLS auch bis zu 72 Stunden kultiviert werden

konnen.

Die Bestimmung von Gewicht und Proteinmenge der PCLS =zeigte eine gute

Reproduzierbarkeit in der Herstellung der Schnitte.

Die Zugabe bakterieller Lipopolysaccharide (LPS) in das Inkubationsmedium hatte
keinen Einfluss auf die Vitalitat der PCLS. Jedoch reagierten die PCLS auf die Stimu-
lation mit LPS mit einer konzentrationsabhangigen Steigerung der Zytokinausschut-

tung, gemessen anhand von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-8 (IL-8).

Im zweiten Schritt wurden die PCLS zur Beurteilung der Toxizitat von Silber-Nano-
partikeln herangezogen. Hierzu wurde Ratten in Narkose 50 pg Ag-Nanopartikel oder
zur Kontrolle nur 80 pl des Ldsungsmittels fur die Suspension der Partikel intra-
tracheal instilliert und nach Ablauf von 24 Stunden die PCLS hergestellt.

In beiden Tests hatte die Instillation von 50 ug Ag-Nanopartikeln keinen Einfluss auf
die Vitalitat der PCLS.

Die LPS-induzierte Zytokinausschittung wurde sowohl nach Instillation der Ag-Nano-
partikel als auch des Losungsmittels in gleicher Weise deutlich erhdht. Der Effekt war

deshalb nicht auf die Nanopartikelbelastung zurtickzufihren.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich die PCLS als relativ robustes ex vivo-
System erwiesen. Die Ergebnisse mahnen zu kritischer Beurteilung von Studien mit
Zellkulturen. PCLS stellen einen Mittelweg dar, zwischen der Relevanz von in vivo-

Studien einerseits und der Schonung von Tierleben andererseits.
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7 Summary

The aim of this study was to establish a system appropriate for toxicological testing of

nanoparticles in the lung as main target organ.

In a first step, the production of precision-cut lung slices (PCLS) was optimized to
achieve a high degree of viability with low variability. Using 2 test systems for assess-
ment of viability, release of lactate dehydrogenase (LDH) and activity of mitochon-
drial dehydrogenases (WST1 assay) showed that cultivation of PCLS for 4 or 24
hours afford good values. After both incubation times viability was high enough to
establish even low effects in toxicological tests. Determination of the viability of the
PCLS over several days showed that cultivation of PCLS is possible for at least 72

hours.

Determination of weight and protein content of PCLS proved a high reproducibility in

the preparation of the slices.

Addition of bacterial lipopolysaccharids (LPS) to the incubation medium did not affect
slice viability. However, stimulation of PCLS with LPS resulted in a dose-related

release of cytokines, tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interleukin-8 (IL-8).

In the second step, the PCLS were used for toxicological testing of exposure to silver
nanoparticles. For this, anaesthetised rats were instilled intratracheally with either a
suspension of 50 ug silver nanoparticles or for control with 80 pl of solvent only.

PCLS were prepared 24 hours after treatment.

Using both test systems, instillation of 50 ug silver nanoparticles had no effect on the
viability of the PCLS.

The LPS-induced release of cytokines was significantly increased by both the instilla-
tion of nanoparticles and instillation of the solvent. Therefore, this effect was not due

to the nanoparticles.

In conclusion, PCLS proved to be a relatively stable ex vivo system. The results
sound a note of caution for studies using cell cultures. PCLS are a compromise
between the relevance of in vivo studies on the one hand and the protection of

animal lives on the other hand.
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