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Nanopartikel stellen ein potentielles Gesundheitsrisiko dar. Andererseits spielt die Nanotechnologie
eine Schliisselrolle bei der technologischen Entwicklung. Deshalb ist es notwendig das
Risikopotential was von Nanopartikeln ausgeht zu bewerten. Diese Arbeit adressiert diese
Problemstellung, indem die wirksame Dosis von Nanopartikeln in einzelnen Zellen und Alveolen
quantifiziert wird, und so ein neues Dosis-Konzept zum Vergleich von in vitro und in vivo Studien
erlaubt.

Lungenepithelzellen stellen die wichtigste Barriere zur Aufnahme von industriell relevanten
Nanopartikeln im Alltag dar. In dieser Dissertation wurden die Metalloxid-Nanopartikel AlzO3,
TiO2, Fe303, ZnO und CeO: in einzelnen Lungenzellen und Alveolen des Lungengewebes mit Hilfe
der lonenstrahlmikroskopie ortsaufgelost nachgewiesen und quantifiziert. Die zelluldre
Internalisierung ausgewihlter Nanopartikel wurde mit Hilfe des Protonen-Riickstreusignals
untersucht.

Biologische Proben und insbesondere Einzelzellen, neigen wegen ihrer geringen Dicke, zu einer
relativ geringen Intensitdt der charakteristischen Rontgenstrahlung. Ein hdherer Probendurchsatz
konnte erreicht werden, indem die Priparate auf einen Aluminiumrahmen iibertragen, und eine
kiirzere Distanz zwischen Probe und Rontgendetektor kalibriert wurde.

Die Untersuchungen weisen nach, dass die Oberfldcheneigenschaften fiir die Aufnahme der Partikel
entscheidend sind. Die Metalloxid-Nanopartikel zeigen eine geringere zelluldre Konzentration,
wenn die Oberfliche der Partikel mit einer Proteinhiille modifiziert ist. Gleichzeitig sind bei der
Mehrzahl der Zellen, die Nanopartikel ebenfalls an der Zelloberfliche lokalisiert, wenn sie keine
Proteinhiille tragen.

Sowohl in den Alveolen des Lungengewebes als auch in gedehnten priméren Typ-II-Pneumozyten
war eine eine stark inhomogene Verteilung der Nanopartikel-Konzentration zu beobachten. Hier
liegt die Stirke der lonenstrahlmikroskopie darin, die Konzentration in einzelnen Zellen bzw.
Alveolen erfassen zu konnen. Dadurch erlaubt es diese Arbeit, das Risiko abzuschétzen, was durch
die Extrembelastung in einzelnen Zellen entsteht.

In der Praxis ist es schwierig die applizierte Dosis als Risikomall fiir die gesundheitliche
Gefihrdung zu verwenden, da die zelluldre Partikelaufnahme von verschiedensten Faktoren wie
z.B. der Applikationsform, der spezifischen Aufnahmebarriere oder den Oberflicheneigenschaften
des Nanopartikels abhidngig ist. Die lonenstrahlmikroskopie erlaubt es, der wirksamen zelluldren
Dosis einen toxischen Effekt zuzuordnen. Dadurch ist das in dieser Arbeit neu eingefiihrte
Dosiskonzept fiir den systematischen Vergleich von toxikologischen Studien auf in vitro und in vivo
Basis geeignet und trigt zur Reduktion von Tierversuchen bei.
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1. Einleitung

1.1  Bedeutung und generelle Eigenschaften von Nanopartikeln
1.1.1 Anwendungbereiche und biologische Effekte von Nanopartikeln

Aufgrund ihrer vielfiltigen Anwendungsmoglichkeiten erlangten Nanopartikel (NP) auch iiber den
wissenschaftlichen Bereich hinaus grofe Beachtung. NP-Konstrukte werden zum gegenwértigen
Zeitpunkt bereits in Autoreifen, Sportartikeln, Kosmetika, Sonnencreme, und elektronischen Giitern
verwendet. Dabei zeigen neuartige Produktentwicklungen auf Nanopartikelbasis grof3es Potential
im diagnostischen und medizinischen Bereich. In diesem Zusammenhang kommt der Sicherheits-
und Toxizitdtsbewertung dieser Anwendungen besondere Relevanz zu. Beispielsweise betrdgt eine
typische Applikationsmenge von TiO2-NP in Sonnencreme 160 ug TiO> pro Quadratzentimeter'.
Gleichzeitig ist bekannt, dass TiO»-Partikel unter Einwirkung von UV-Licht intrazellulédr reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) und Wasserstoffperoxid produzieren kénnen® °. Eine Penetration der NP in
den intrazelluliren Raum wiirde also eine starke und signifikante Schidigung der Zelle bewirken.
Doch in diesen Zusammenhang war im Tiermodell die Penetrationstiefe von TiO2 auf das stratum
corneum begrenzt’.

Feinstaub ist ebenfalls ein Beispiel fiir den Kontakt mit Nanomaterialien im Alltag. Feinstaub
enthdlt Partikel mit einem Durchmesser unterhalb von 10 pm. Oberhalb einer GroB3e von 2,5 um
konnen Partikel durch den Bronchialschleim aus der Lunge oder den Bronchien transportiert
werden, wihrend unterhalb dieser kritischen Grofe die Partikel alveolengédngig sind. Die
Luftqualitét in Stddten wird dabei tiblicherweise in Mikrogramm Feinstaub (Partikeldurchmesser <
10 um) pro Kubikmeter Luft angegeben. In deutschen Stidten liegt dieser Wert reguldr im Bereich
von 10 — 100, wobei Werte liber 300 als gesundheitsschéddlich klassifiziert sind. In asiatischen
Metropolen konnten Werte von mehreren hundert pg/m® beobachtet werden.

Wihrend der Produktion oder Bearbeitung von Nanomaterialien ist, durch Staubbildung, das Risiko
einer Aufnahme tiber die Lunge sehr hoch. Dabei werden bei ausgewéhlten NP-Stduben &hnliche
toxische Effekte vermutet wie bei Asbest’. Im Falle einer NP-Aufnahme in das Blut oder das
Gewebe der Organe sind vielfiltige Toxizitditsmechanismen der Nanopartikel moglich, welche im
folgenden beschrieben werden sollen.

Nanomaterialien sind im Allgemeinen durch eine sehr grole Oberflidche, welche mit abnehmenden
Radius zunimmt, gekennzeichnet. Da an dieser Grenzfldche anisotrope Kréfte wirken konnen, ist es

eher unwahrscheinlich das Nanopartikel inert sind. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass bei
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NP mit kleineren PartikelgroBen (bspw. CuO) die Toxizitit zunehmen kann® 7. Allerdings hingt der
Effekt nicht zwangsldufig von der PartikelgroBe ab, sondern ist eher von den spezifischen
Eigenschaften des jeweiligen Partikels abhéngig. Neben der GroBe der Oberfliche, gibt es andere
wichtige Faktoren, wie chemische Reaktivitit, Oberflaichen-Adsorption oder Oberflichen-Ladung,
welche einen wichtigen Einfluss auf die Toxizitit haben kdnnen.

Wird von einer Aufnahme eingeatmeter Partikel {iber die Lunge ins Blut ausgegangen, so ist durch
die grofle Oberflache eine Bindung von Proteinen sehr wahrscheinlich. Zu Beginn iiberwiegt hier
die unspezifische Bindung zahlenmiBig im Uberschuss vorhandener Proteine wie Albumin. Doch
im Verlauf der Exposition tendieren diese dazu, durch spezifisch bindende Proteine geringerer
Haufigkeit ersetzt zu werden. Im Fall von Albumin kann die Nanopartikel-Bindung zur
irreversiblen Anderung der Protein-Konformation fiihren® ?. Dies fiihrt zur dauerhaften Exposition
von physiologisch unbekannten Epitopen an der Oberfliche des NP-Protein Komplexes. Folglich
kann bei entsprechend vorhandener Zahl dieser Epitope eine chronische Entziindung generiert
werden. Ebenfalls konnte in diesen Zusammenhang eine direkte Aktivierung von
Inflammationsmarkern in vaskuldren Endothelzellen (HUVEC) durch Fe>O3 und ZnO Nanopartikel
gezeigt werden'’. Dieses Ergebnis ist von besonderer Relevanz, da die Entziindung von GefdB-
Endothelzellen den ersten Schritt in der Entwicklung von Arteriosklerose darstellen kann''.

Ein anderer wesentlicher Mechanismus, iiber welchen NP in der Lage sind Toxizitdtseffekte

hervorzurufen, ist die Produktion von ROS. Hierbei handelt es sich chemisch um duf3erst reaktive

Molekiile die Sauerstoff enthalten. Prominente Beispiele sind das Hyperoxid-Anion (02-7), das

Hydroxyl-Radikal (HO-) und Wasserstoffperoxid. NP fungieren hierbei als Reduktionsmittel von
Sauerstoffverbindungen. Allerdings ist der Mechanismus durch welchen NP ROS produzieren
bisher unbekannt'? . Es wird angenommen, dass eine aktive Elektronenkonfiguration an der NP-
Oberfliche einen Elektronen-Donor schafft'* '>. Oft fiilhren ROS auch zu inflammatorischen
Reaktionen. Beispielsweise konnte eine direkte Beziehung zwischen GroBle der NP-Oberfliche,
ROS-Produktion und inflammatorischer Wirkung in Lungengewebe festgestellt werden'® . Im
Allgemeinen besteht ein Konsens dariiber, dass die ROS-Produktion der hiufigste und wichtigste
Mechanismus ist {iber welchen NP toxische Effekte hervorrufen. Dies kann durch eine nicht lokale
Begrenzung der Wirkung und durch die extrem hohe Reaktionsfihigkeit in Kettenreaktionen
begriindet werden. Daneben ist das toxische Wirkungsspektrum von ROS sehr breit. Alle
wesentlichen biochemischen Stoffklassen wie Proteine, Nukleinsduren, Membranen oder Zucker
kommen als Reaktionspartner in Frage. Im Zusammenhang mit CeO2 und humanen
Lungenepithelzellen konnten ebenfalls toxische Wirkungen von NP beschrieben werden. Hier

filhrten CeO2 -NP zur Reduzierung wichtiger intrazelluldrer Toxizitdtsmarker wie Glutathion und a-
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Tocopherol oder zum Anstieg der Lactatdehydrogenase-Aktivitit'®.

Einige NP konnen intrazellulire Membranen passieren und so toxische Effekte hervorrufen. Im
Besonderen sei hier die Passage iiber die mitochondriale Membran genannt'. Durch die
Unterbrechung der Elektronentransportkette konnen NP hier zur zusétzlichen Produktion von
Hyperoxid-Anionen beitragen.

Zum aktuellen Zeitpunkt ist nicht bekannt, ob NP wie CeO2, ZnO oder TiOz in den Zellkern
penetrieren konnen. Allerdings kann eine NP Applikation zur Schiadigung der DNA fiithren® *'. Der
nukledre Ausschluss von NP ist zu erwarten, da der passive Transport durch die Kernpore durch
deren Breite von ca. maximal 10 nm limitiert ist. Ionen, welche durch NP freigesetzt werden,
konnen allerdings durch die Kernpore diffundieren und so, ebenfalls wie ROS, indirekt zur NP
vermittelten DNA-Schédigung fiihren.

Im Zusammenhang mit UV-Strahlung zeigen NP Eigenschaften die dem photoelektrischen-Effekt
dhnlich sind. Durch die UV abhingige Aktivierung von Elektronenpaarliicken koénnen NP
Elektronen auf einzelne Atome oder Molekiile iibertragen. Dies fiihrt ebenfalls zu Bildung freier
Sauerstoff-Radikale oder zur Spaltung kovalenter Bindungen in organischen Molekiilen.

Bestimmte NP wirken nicht selbst toxisch, sondern iiber die Freisetzung ihrer Ionen. Dies ist fiir
CdSe, Silber-NP, Fe304, Co/Ni Ferritin-NP und ZnO bekannt. Hierbei kommt ZnO besondere
Beachtung zu, da diese Partikel bei physiologischen pH praktisch unloslich in Wasser sind und
Zinkionen eine grof3e physiologische Bedeutung zukommt. Nach einer endosomalen Aufnahme von
ZnO-NP konnen diese weiter im Lysosom prozessiert werden. Dort liegt ein pH-Wert von 4 - 5 vor,

was zur nahezu vollstindigen Auflosung der Partikel fiihrt (Gleichung 1.1).

/n0+2H" = Zn*"+HO (1.1)

Insbesondere durch den ,,proton sponge effect” konnen Zinkionen in das Zytosol gelangen. Bei
diesem Effekt lassen kationische Partikel das Endosom osmotisch anschwellen. Im Endstadium
fiihrt das zur Zerstérung der endosomalen Membran und damit zur Freisetzung der Zinkionen.
Durch ihre vielféltigen elektrischen, mechanischen und magnetischen Eigenschaften sind Single
wall carbon nanotubes (SWCNT) als Ausgangsmaterial fiir zahlreiche kommerzielle Anwendungen
geeignet. In diesem Kontext ist es wichtig Daten {iber deren Biokompatibilitit, toxisches Potential
oder Gesundheitsrisiken in Hinblick auf neue Produkte zu sammeln und zu beriicksichtigen.

Wird die Gefahr von carbon nanotubes (CNT) in Zellen der Leber bewertet, ldsst sich eine
verminderte Toxizitdt bei Lipid-beschichteten, im Vergleich zu oxidierten oder Polymer (PSPM,

PAH) beschichteten CNT, feststellen®.
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1.1.2 Risikobewertung von Nanomaterialien

Das Produktionsvolumen von Nanopartikeln wie TiO, liegt bei ungefdhr bei 4 Millionen Tonnen
pro Jahr (2008)*. Das Volumen von ZnO NP liegt bei 1,2 Millionen Tonnen (2012)*. Im letzten
Jahrzehnt kann ein starker Anstieg von Produkten auf Nanopartikeln basieren beobachtet werden.
Dabei finden NP in alltidglichen Produkten wie Zahnpasta oder Sonnencreme als auch in
innovativen Produkten der Biomedizin Anwendung®. Mogliche toxische Effekte von
Nanomaterialien konnen nach der oralen oder dermalen Applikation sowie durch Inhalation
hervorgerufen werden. Um die Gefahr von NP nach einer moglichen Aufnahme in die Blutbahn zu
bewerten, wurden Studien nach intravendser Injektion radioaktiv markierter NP durchgefiihrt®.

Im Arbeitsumfeld stellt der Einfluss von NP-Aerosolen ein verhdltnismaBig hiufiges Risiko dar,
weshalb die Grenzwerte oft in g/m’® angeben werden. Da die GroBe der Partikeloberfliche
wesentlich die Eigenschaften und somit auch die Toxizitdt von Partikeln bestimmt, wird alternativ
die absolute Anzahl von Partikeln pro Kubikmeter Luft als Grenzwert angegeben. Beispielsweise
haben sich verschiedene europdische Liander darauf verstindigt, dass fiir Metalloxid-NP (Dichte > 6
g/cm’ & Durchmesser < 100 nm) ein Grenzwert von 20000 Partikeln pro Kubikmeter gilt.

Im Rahmen des REACH (European Community Regulation on chemicals) — Programms der
Europdischen Union, wurde ein sogenannter DNEL-Wert (derived no effect level) entwickelt.
Dieser spiegelt die Ergebnisse der Toxizititsbewertungen fiir jeden einzelnen Nanopartikel wider.
Da die Mechanismen durch welche NP toxisch wirken individuell sehr verschieden ausfallen, wird
zwischen einer Langzeitexposition und einem akuten Wert unterschieden (DNELgngterm &
DNEL.c). Beispielsweise betrdgt dieser Wert fiir die Langzeitexposition von TiO, 17 pg/m’® fiir

einen Zeitraum von acht Stunden.

1.1.3 Lungengewebe als physiologische Barriere fiir Nanopartikel

In der vorliegenden Arbeit wurde primar die Wechselwirkung von NP mit Epithelzellen der Lunge
untersucht. Dabei kamen A549 Zellen (humane basal alveolare adenokarzinom Epithelzellen) und
Lungengewebe der Maus sowie gedehnte primire Typ II Pneumozyten zum FEinsatz. In den
Biowissenschaften haben sich dabei die AS549-Zellen als in vitro Modell der Typ II
Alveolarepithelzellen etabliert. Neben der oralen Exposition von NP (z.B. Zahnpasta,
Nahrungsmittelzusétze) hat die pulmonale Aufnahme die grofte Bedeutung. Nach einer potentiellen

Aufnahme, konnen NP von alveolaren Epithelzellen direkt in das Lymp- oder Blutsystem
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penetrieren. Im Gegensatz zur oralen Exposition, muss im Falle der Inhalation jedoch eine
zusidtzliche Barriere (Surfactant) beachtet werden. Surfactant ist eine grenzflichenaktive Substanz,
welche im Wesentlichen aus Phospholipiden und Proteinen besteht. Sie setzt die
Oberflachenspannung der Alveolen herab und verhindert so deren Kollabierung im Atemprozess.
Surfactant wird von Pneumozyten Typ II produziert, welche ungefdhr 5% der Alveolaroberfldche
bedecken. Typ I Pneumozyten kleiden ca. 95% der Alveolaroberfliche aus (Abb. 1.1.3). Sie sind

nicht mehr teilungsfahig und fiir den Gasaustausch zwischen Blut und Luft zustandig.

A Terminal bronchiole B
) L ¥ < '. g, Sy 2 _ -+F 5 P ) Macrophags

Arteriole

e

Respiratory bronchiole Alveolar sac

Abb. 1.1.3 Mikroskopische und schematische Darstellung von Lungengewebe der Maus. A) Mikroskopische Aufnahme
einer terminalen Bronchiole, welche sich in zwei respiratorische Bronchioloen aufspaltet. Deutlich lédsst sich eine
netzartige Struktur des Gewebes erkennen, welche durch das hiufige Auftauchen von Alveolen bedingt ist. B)
Schematische Abbildung von Alveolen. Deutlich zu erkennen ist die Uberzahl an Typ I Pneumozyten, welche den
grofften Anteil der Epithelfliche bedecken. Zusétzlich in direkter Nachbarschaft der Pneumozyten lokalisierte
Makrophagen konnen frithe Aufgaben der Immunabwehr wahrnehmen. Alle Abbildungen wurden von John a. Long et

al.”” adaptiert.

Der Surfactant verhindert beim Ausatmen das Kollabieren der Alveolen indem er die
Oberflachenspannung verringert. Ein potentieller proinflammatorischer Effekt von NP auf
Pneumozyten kann zur Dysfunktion von Surfactant fiihren*. Da Surfactant Metalloxid-NP bindet®,
kann die Dysfunktion von Surfactant die Wechselwirkung von NP mit Lungen-Epithelzellen
erhohen und deren Aufnahme begiinstigen. In diesen Zusammenhang ist es interessant, die
Gegenwart von Makrophagen im Alveolargewebe zu erwidhnen (Abb. 1.1.3 B). Sie spielen eine
elementare Rolle bei der zelluliren Antwort auf die NP Exposition der Lunge. Beispielsweise
konnen Epitopmodifikationen, welche von einer NP-Protein-Bindung hervorgerufen wurden, von

Makrophagen erkannt und phagozytiert werden.
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1.1.4 Stabilitiit und Aggregationsverhalten der Nanopartikel-Dispersion im wissrigen Milieu

Generell muss bei der Untersuchung der Interaktion zwischen biologischen Strukturen und NP die
Wechselwirkung zwischen den NP und der fliissigen Phase, sowie die Wechselwirkung zwischen
den NP selbst, beriicksichtigt werden.

Da sich Nanopartikel in der wéssrigen Phase nicht losen, liegt ein System mit zwei
unterschiedlichen Phasen vor (fliissige wissrige Phase und feste Phase der Nanopartikel), zwischen
den eine positive Grenzflichenenergie vorhanden ist, die sich dadurch ausdriickt, dass die
Wasserstoffbriicken-Bindungen zwangslaufig gestort sind. Die NP-Suspension ist somit ein
metastabiler Zustand und zeigt einen Trend zur Entmischung. Beim Dispergieren wird durch
Ultraschallbehandlung Energie aufgebracht, welche dem Trend zur Entmischung durch Aggregation
entgegenwirkt.

In Abhingigkeit vom Abstand der Teilchen wirken unterschiedlich starke Kréfte mit welchen die
Stabilitdt der Suspension beschrieben werden kann: elektrodynamische Wechselwirkung (van der
Waals Kraft), elektrostatische Wechselwirkung (Coulomb Krifte), Losungsmittel Interaktionen und
sterische Wechselwirkungen. Um die Stabilitdt von anziehenden und abstofenden Teilchen in
kolloidalen Systemen auf einfache Weise zu beschreiben, wird die Derjaguin-Landau-Verwey-
Overbeek Theorie (DLVO-Theorie) verwendet™. Diese beschreibt bei der Interaktion von geladenen
Teilchen im wéssrigen Medium die Summe der wirkenden Kréfte und somit die Kolloidstabilitét.
Die Grenzflichenkrifte werden dabei durch das Energiepotential beschrieben. Dieses gibt die
erforderliche Energie an, welche aufgebracht werden muss um zwei Oberflichen auf einen Abstand
anzundhern. Im Allgemeinen kann gesagt werden, dass fiir metastabile Dispersionen in der Summe
fiir sehr kurze Teilchenabstinde anziehende Energien wirken und fiir grofe Teilchenabstinde
abstoBende (Abb. 1.1.4). Dazwischen liegt das primire Maximum (Vmax). Es stellt in einer
metastabilen Dispersion die Energiebarriere (z.B. kinetische oder thermische Energie) dar, welche
zur Aggregation liberwunden werden muss. Je grofler das primédre Maximum (Vmax) ausgepragt ist,

um so stabiler ist die Dispersion.
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Abb. 1.1.4 Schematische Darstellung der DLVO-Theorie fiir kolloidale Teilchen. Grafik adaptiert von A. Fuchs
(1998)*.

Im biologischen Kontext sind Nanopartikel oft in wissriger Losung dispergiert und dort liegen
normalerweise verschiedene Ionen vor, welche auf der Oberfliche der Metaloxid-NP adsorbieren.
Deshalb wird das Zeta-Potential und die Dicke der Stern-Doppelschicht beriicksichtigt um die
Stabilitat der Dispersion zu beschreiben. Denn in Abhédngigkeit der Ionenkonzentration stoen sich
gleiche Ladungen durch die elektrostatische Wechselwirkung ab, was zur Stabilisierung der
Dispersion beitréagt.

Daneben konnen im biologischen Kontext auf der Partikeloberfliche angelagerte Liganden, wie
z.B. Polymere oder Proteine, die Partikel sterisch stabilisieren. Dabei hdngt das Ausmal} der
Stabilisierung von der Polymerkonzentration ab, da eine unvollstindige Bedeckung der
Partikeloberflidche die Zusammenlagerung zweier Partikel durch Briickenbildung sogar begiinstigen
kann. Bei ausreichender Konzentration kann der Ligand anziehenden Krifte unterbinden, indem er
als abschirmende Schicht wirkt. Zusidtzlich werden bei der Anndherung zweier Partikel die
Liganden, z.B. losliche Ketten, komprimiert bzw. {iiberlagern sich. Dadurch sind weniger

Konformationen moglich und die Teilchen werden entropisch stabilisiert.
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1.1.5 Protein-Korona

Generell zeigen NP, welche im biologischen Kontext betrachtet werden, die Fahigkeit durch das
Binden von Proteinen eine Hiille auszubilden (auch Protein-Korona genannt, siche Abb. 1.1.5). Die
Eigenschaften dieser Korona hingen unter anderem von der PartikelgroBe, Oberflichenladung,
freier Energie oder funktionalen Gruppen ab*’. In der Literatur wird gegenwirtig zwischen einer
harten und weichen (soften) Protein-Korona mit langen und kurzen Protein-Austauschraten
unterschieden® *.

Gelangen NP in eine physiologische Umgebung, wie z.B. Blut, so ist von einer Wechselwirkung
zwischen NP und Proteinen auszugehen. Bei einer Bindung zwischen NP und Protein kann die

Konformation des Proteins irreversibel verdndert werden, was zur Exposition von neuen Epitopen

fiihren kann*. Daneben kann eine Bindung die Aktivitdt des Proteins vermindern oder ausloschen™.

Abb. 1.1.5 Schematische Darstellung verschiedener Auspriagungsarten der Protein NP Interaktion die zu einer Protein-
Korona fiihren am Beispiel von PAA beschichteten Gold NP, A) Bedeckung nach Wechselwirkung mit kleinen NP. B)
Grofler NP mit geringem Bedeckungsgrad. C) GroBer NP mit ausgeprigtem Bedeckungsgrad und moéglicher
Konformationsdnderung des gebundenen Proteins. D) Die Eigenschaften der NP Oberfliche konnen die Menge an

gebundenen Protein beeinflussen.

Die Bindung von Proteinen an Nanopartikel kann ebenfalls wesentlich deren Ladung,
Aggregationsverhalten oder die zellulire Aufnahme und Verteilung beeinflussen’ **. Beispielsweise
kann davon ausgegangen werden, dass eine Opsonierung des NP zur Phagozytose fiihrt®.
Andererseits wird diskutiert, dass die Bindung von Albumin oder Lipoproteinen die Verweildauer

des NP-Protein-Komplexes im Blut verlidngern konnen®.
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1.2  Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit soll sein, Metalloxid-NP (ZnO, CeO,, Fe,O;, TiO,, ALOs) in
einzelnen Zellen ortsaufgeldst (zweidimensional) nachzuweisen und zu quantifizieren. Zur Losung
der Fragestellungen dient die Methode der Ionenstrahlmikroskopie (PIXE & RBS). Diese ist eine
standardfreie Technik und bendtigt zur Visualisierung und Quantifizierung der NP keine
Markierung. Oft werden NP zur Visualisierung und Quantifizierung mit Fluoreszenzgruppen
konjugiert. Allerdings konnen diese Gruppen in der Nanoskala eine dhnliche GroBe wie der
Nanopartikel selbst aufweisen und so dessen Eigenschaften beispielsweise bei der Aufnahme-
Kinetik oder intrazelluldren Prozessierung wesentlich verdndern.

Erstmalig soll so die Aufnahme, Verteilung und Quantifizierung von Metalloxid-NP auf
Einzelzellebene dargestellt werden. Dabei ist die zu erwartende NP Menge pro Zelle sehr gering.
Allerdings ist die Ionenstrahlmikroskopie zur Losung dieser Aufgabe sehr gut geeignet, da sie fiir
biologische Elemente eine Sensitivitdt im einstelligen ppm-Bereich aufweist.

Durch die Analyse des des zelluldren Riickstreusignals soll die zelluldre Aufnahme der NP
untersucht werden, indem die Position des NP auf der Z-Achse bestimmt wird. Intrazelluldr
lokalisierte NP zeigen eine niedrigere Riickstreuenergie im Vergleich zu extrazellulédr assoziierten
Partikeln, da erstere durch eine zusitzliche Zellschicht bedeckt sind.

In-vitro-Studien bieten den Nachteil, dass die Ergebnisse, durch die Abwesenheit von umgebenden
Gewebe oder Nahrstoffen, nicht im natiirlichen Umfeld der Zelle entstehen und dadurch nur schwer
auf die Wirkung im Organismus iibertragbar sind. Auf der anderen Seite kdnnen durch in-vitro-
Untersuchungen Kosten reduziert und auf Tierexperimente verzichtet werden. Die vorliegende
Arbeit soll deshalb dazu beitragen, die Aussagekraft von in-vitro-Daten zu erhohen, indem anstelle
der extrazelluldr applizierten Dosis (ug/ml) die wirklich wirksame intrazellulire NP-Dosis (ng/g)
quantifiziert wird. Somit soll diese Arbeit erstmalig eine Beziehung zwischen der wirklichen
intrazelluldren NP-Dosis pro Zelle und einem Effekt (Toxizitdt) aufzeigen. Dadurch soll es moglich
werden, im Kontext der europdischen Richtline*, das Risiko einzelner NP genauer bewerten zu
konnen und gleichzeitig die Anzahl von Tierversuchen zu verringern.

Es ist wichtig die intrazelluldre Dosis als Referenz fiir einen Effekt des NP zu beriicksichtigen, da
die Applikationsdosis in Masse pro Volumeneinheit nicht den speziellen Eigenschaften von NP
Rechnung tragt. Durch die geringe GroBe und Masse spielen Diffusion und Sedimentation** eine
untergeordnete Rolle, wodurch eine grofle Anzahl von Partikeln gar nicht erst mit einer adhdrent
wachsenden Zelle in Kontakt treten. Daneben modifizieren Substanzen in biologischen Ldsungen

die Oberflaiche der NP, wodurch deren Grof3e und somit die Aufnahme stark beeinflusst werden
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kann.

In den vorliegenden Untersuchungen erlaubt die lonenstrahlanalyse durch die Fokussierung des
Ionenstrahls eine Einzelzellanalyse mit einer Auflosung bis unter 1 um. Im Vergleich zur Bulk-
Analyse bietet die Einzelzellanalyse den Vorteil, zelluldre Effekte im Kontext der natiirlichen
morphologischen Umgebung untersuchen zu konnen. Daneben ist es durch die Einzelzellanalyse
moglich die Extrempunkte einer Belastung feststellen, was fiir die Festlegung der Grenzwerte bei
einer Risikoabschétzung hilfreich ist. Daten der Einzelzellanalyse sind somit fiir die Genomanalyse
bedeutend. Im Fall von Krebs erlaubt die Squenzierung von einzelnen Zellen die Heterogenitit
eines Tumors zu beschreiben bzw. seltene Tumorzellen im Anfangsstadium zu entdecken *. Ein
Nachteil der Einzelanalyse ist die Beschrankung der Analyse auf eine kleine Zellzahl und die damit
einhergehende geringe Aussagekraft des Mittelwerts.

Wie bereits von K. Arakawa*, C. Jeynes® und E. Ortega® ¥/

gezeigt, konnen NP-dhnliche Agentien
wie cis-platin, Galliumnitrat oder Cobalt als biologisch aktive Verbindungen erfolgreich auf
Einzelzellebene mittels lonenstrahlmikroskopie quantifiziert werden. Viele etablierte Methoden zur
zelluldiren  Quantifizierung von NP zeigen wesentliche Limitierungen (Probentiefe,
strukturauflosende Préparation, Markierung des NP, Auflosungsvermogen), welche durch die
Ionenstrahlmikroskopie iiberwunden werden. Insbesondere die Quantifizierung zelleigener
Spurenelemente wie Eisen und Zink wird durch die lonenstrahlanalyse erreicht, da diese im
Vergleich zur Elektronenstrahlmikroanalyse ein deutlich besseres Signal-Rausch-Verhiltnis bietet.
Dies ist relevant, da diese Ionen von NP freigesetzt werden konnen und relativ geringe Dosen

toxische Effekte hervorrufen kénnen*® #.

1.3  Charakterisierung und Anwendungsgebiete ausgew:ihlter Nanopartikel

Der Fokus dieser Arbeit lag auf dem Nachweis und der Quantifizierung von NP in biologischen
Material. Dabei kamen im wesentlichen ZnO und CeO2 Nanopartikel zum Einsatz. Im Folgenden
wird deshalb ndher auf deren Eigenschaften, Charakterisierung sowie Anwendungsmdglichkeiten
eingegangen.

Im Allgemeinen wird die kontrollierte Synthese von NP wie ZnO oder CeO2 durch FSP (flame
spray pyrolysis ) realisiert. Diese Methode wird ebenfalls in der Industrie verwendet und liefert NP
in einer reproduzierbaren PartikelgroBe, bei einer gleichzeitigen Abwesenheit von Mikroporositat™.
Die TEM (Transmissionselektronenmikroskopie) wird routineméBig angewendet um Auskunft iiber
die GroBe eines NP zu erhalten. Daneben liefert TEM, bedingt durch ein hohes

Auflésungsvermogen, Informationen iiber die Beschaffenheit der NP Oberflache. Beispielsweise ist
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es moglich eine den NP umhiillende Protein-Schicht (Korona) mittels TEM zu erkennen®'. Da in
Losung viele NP andere Eigenschaften und die Tendenz zur Aggregation zeigen, ist es wichtig
deren GrofBle in Hinblick auf das Losungsmittel zu untersuchen. Diese Information ist nicht durch
TEM zugénglich, kann aber beispielsweise durch eine Analyse mittels DLS (dynamic light
scattering) gewonnen werden. Als Mal} beziiglich des Aggregationsverhaltens von NP wird hiufig
das Zeta-Potential verwendet. Der Wert dieses Potentials (mV) beschreibt die Stabilitdt kolloidaler
Systeme. Néhert sich das Potential dem Wert 0 mV an, so fiihrt dies vermehrt zur Aggregation.
Werte jenseits von 0 mV, welche ungefahr iiber +30 mV oder unter -30 mV liegen, beschreiben ein

stabiles kolloidales System.
1.3.1 Zinkoxid (ZnO)

Zinkoxid ist eine weille pulvrige Substanz mit &duBlerst geringer Loslichkeit in Wasser. Die
Verbindung entstand bereits in frithen Zeiten als Nebenprodukt der Kupferproduktion und wurde,
bedingt durch seine antibakterielle Eigenschaft, bei der Behandlung von Verletzungen eingesetzt.

Da ein Fokus dieser Arbeit auf der biologischen Relevanz von NP liegt, soll an dieser Stelle die sehr
geringe Loslichkeit von Zinkoxid in wissrigen Systemen (pH 7.4) als erstes genannt sein.
Allerdings nimmt die Loslichkeit mit fallenden pH stark zu. In stark basischer Umgebung ist

Zinkoxid ebenfalls nicht stabil und wird zu Zinkhydroxiden umgesetzt.

A Sg B
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Abb. 1.3.1 Strukturelle Charakterisierung von Zinkoxid NP A) Mophologie von Zinkoxid NP dargestellt mittels TEM
Analyse (Adaptiert von S. Moya et al.) B1) Kubische (Zinkblende) Kristallstruktur und B2) hexagonale
Kristallstruktur (Wurzit) von Zinkoxid. (Strukturen jeweils adaptiert von U. Ozgiir et al.).
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Bei physiologischen pH ist Zinkoxid allerdings nicht vo6llig unloslich, das Gleichgewicht liegt, zu
Ungunsten freier Zn*"-Ionen, stark auf der Seite von ZnO. In komplexeren Losungen wie z.B.
Kulturmedien kann durch Anwesenheit von Phosphat-lonen von der Bildung unl6slichen
Zinkphosphats ausgegangen werden. Somit entziehen die Phosphat-lonen, dhnlich wie Serum
(FKS), Zink-lonen aus dem Loslichkeits-Gleichgewicht und kdnnen so zur Auflosung der
Nanopartikel beitragen. Die aufgefiihrten Eigenschaften gestalten es somit sehr schwierig, die echte
extrazelluldre Dosis von Zinkoxid NP z.B. in Kulturmedien zu kennen.

Im Wesentlichen wird Zinkoxid in zwei Formen vorgefunden: hexagonal (Wurtzit) und kubisch
(Zinkblende). Im Allgemeinen neigen ZnO NP vergleichsweise stark zur Aggregation (Abb. 1.3.1).
Beziiglich der Zinkoxid vermittelten Toxizitdt lasst sich vermerken, dass bis zum heutigen
Zeitpunkt kein vollstdndiger Konsens dariiber besteht, ob Zinkionen oder Zinkoxid NP fiir die
Toxizitdt verantwortlich sind. Im Allgemeinen ist eine endozytotische Aufnahme der Zinkoxid NP
sehr wahrscheinlich. Wihrend der intrazelluldren Prozessierung ist es sehr wahrscheinlich, dass die
NP in das Lysosom gelangen. Dort herrscht ein saurer pH Wert von 4 — 5 vor. Unter diesen
Bedingungen liegt ZnO fast vollstindig gelost vor, wodurch freie Zink-lonen in hoher
Konzentration vorhanden sind. Diese wirken in hohen Dosen stark toxisch, weshalb bei der
Zinkoxid NP vermittelten Toxizitdt die Rolle der freien Zink-lonen beriicksichtigt werden muss.
Obwohl der Mechanismus der potentiellen ZnO-vermittelten Toxizitdt bis zum heutigen Zeitpunkt
unvollstindig verstanden ist, werden ZnO NP in alltdglichen Gebrauchsgiitern wie z.B.
Sonnencreme zum Schutz vor UV-Strahlen eingesetzt.

Die Anwendungsbereiche von Zinkoxid NP sind breit gefichert. Dazu zéhlen unter anderem
Sonnencremes, Biosensoren, Nahrungs-Zusatzstoffe, Pigmente, ~Gummi-Produkte oder
elektronische Materialien™. Zinkoxid wird daneben als Katalysator bei chemischen Reaktionen
eingesetzt. Im speziellen sei hier die Methanol-Synthese genannt. Die vergroBerte Oberfliche tragt
dazu bei, die Effizienz dieser Reaktion zu verbessern. Daneben wird Zinkoxid eine grofle
Bedeutung im Halbleiter-Bereich zugesprochen. Dort wird es in Varistoren (spannungsabhéngiger
Widerstand), Transistoren, Szintillatoren, LEDs oder piezoelektrischen Bauelementen verwendet.
AuBerdem gehdrt der Halbleiter Zinkoxid zur Gruppe der transparent elektrisch leitfahigen Oxide.
Diese absorbieren vergleichsweise wenig Licht im sichtbaren Bereich, weshalb Zinkoxid bei der
Produktion von Fliissigkristrallbildschirmen und Diinnschicht-Solarzellen eingesetzt wird. In
diesem Zusammenhang kann eine Dotierung von ZnO NP mit Aluminium deren Leitfdhigkeit
erhohen, was zu Verbesserung der Solarzellen-Effizienz beitrdgt. Parallel wird Zinkoxid in der
Industrie unter anderem als chemischer Sensor, in Solarzellen oder als Lumineszenz-Einheit

54

eingesetzt™ Einige Untersuchungen ergaben eine Resistenz von ZnO gegeniiber
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hochenergetischer Strahlung™, was ZnO als Ausgangsmaterial fiir Raumfahrtanwendungen

pridestiniert.

1.3.2  Cer(IV)-oxid (CeO,)

Als zweiter wesentlicher Nanopartikel kam Ceriumoxid zum Einsatz. Dies ist ein relativ
unbekanntes Metalloxid, welches aber aus unterschiedlichen Griinden wissenschaftlich interessant
ist und in der Industrie eine groBe Rolle spielen kann. Der Name Cerium leitet von dem Planeten
Ceres ab und es kommt als Metall der seltenen Erden in der Natur relativ hdufig als Mineral in
Form von Cerit, Monazit oder Bastnisit vor. Die stabilste oxidische Form ist Cer(IV)-oxid (CeO3)
und ist ausschlieBlich Teil dieser Arbeit (Abb. 1.3.2 A & BI1). Daneben existiert Cer(Ill)-oxid
(Ce203) als stabile oxidische Form, welches sich durch seine stirker ausgeprigte gelbe Farbe von
Cer(IV)-oxid abgrenzen lasst.

Im biologischen Kontext ist zu erwidhnen, dass beziiglich der Toxizitit von Ceriumoxid
unterschiedliche Ergebnisse vorliegen. Im Zusammenhang mit Lungenepithelzellen (A549) wurde
eine signifikante Erhohung des oxidativen Stresses durch CeO2 NP nachgewiesen'®. Dabei waren
Werte fiir Glutathion und a-Tocopherol reduziert und die Laktat-Dehydrogenase Aktivitit erhoht.
Die Féhigkeit von CeO: oxidativen Stress zu induzieren, konnte ebenfalls in einem anderen
Zelltypen bestitigt werden. Kontrdr dazu berichten einige Untersuchungen von der Fahigkeit des

Ceriumoxids unterschiedliche Zelltypen vor oxidativen Stress zu schiitzen®® >’ %%,

2)

50 nm S.Ce02__100000x__20 01/02/2010

Abb. 1.3.2 Strukturelle Charakterisierung von Ceriumoxid NP A) Morphologie von Ceriumoxid NP dargestellt mittels
TEM Analyse (Adaptiert von S. Moya et al.). B) Kristallstruktur der beiden haufigsten Ceroxide: 1) Cer(IlI)-oxid
(Ce,03) und 2) Cer(IV)-oxid (CeO,) *.
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Eine mogliche Begriindung fiir die antioxidative Kapazitit von Ceriumoxid kann durch das
Vorherrschen unterschiedlicher Valenzzustinde (Ce® und Ce*) auf der Oberfliche des Partikels
gegeben werden. Diese konnen durch Sauerstoff-Liicken hervorgerufen werden und freie Radikale
durch Anderung des Oxidations-Status (Ce*" — Ce’") einfangen.

Die Anwendungsmoglichkeiten von Ceriumoxid sind vielfiltig. Eine wichtige Anwendung ist der
Einsatz als Katalysator. Dort vermag es Kohlenstoffmonoxid oder Stickoxide in héherer Effizienz,
und somit in geringeren Mengen im Vergleich zu herkdmmlichen Katalysatoren, zu oxidieren. In
der Autoindustrie werden Ceriumoxid-NP Diesel in einer Endkonzentration von 5 ppm zugesetzt®.
Dies verringert die Verbrennungstemperatur und resultiert in einer geringeren Menge an
ausgestoflenen Partikeln. Daneben konnen Ceriumoxid-NP den Verbrennungsprozess von Diesel
verlingern. Unter anderem kann Ceriumoxid fiir die Produktion von Wasserstoff aus Wasser
verwendet werden® (Gleichung 1.3.2). Dies ist wirtschaftlich relevant, da bei knapp werdenden

Ressourcen, wie z.B. Ol, die Brennstoffzelle an Bedeutung gewinnen kann.

2 CeO2 —» (Ce03 +% 02

Ce203 + H20 —_—3 2(CeO2 + H2

(13.2)

Ceriumoxid-NP werden auch als Poliermittel eingesetzt®®. Im Vergleich zu Silka- oder
Aluminiumpartikeln zeigen sie eine geringere Hérte. Dadurch wird die Oberfliche des zu
sdubernden Materials weniger zerkratzt. Ceriumoxid kann ebenfalls als Material fiir Solarzellen

verwendet werden®.

1.4  Methoden zum Nachweis und Quantifizierung von Nanopartikeln

1.4.1 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Begriindet durch ein hohes Auflosungsvermdgen ist TEM am Besten zur Charakterisierung und
intrazelluldren Lokalisierung von NP geeignet® . Es ist im Besonderen zu beriicksichtigen, dass
die Bild- sowie Priparatqualitdt sehr stark von der gewidhlten Praparationsmethode abhéngen kann.
Eine detaillierte Aufnahme von subzelluldren Strukturen oder die Unterscheidung von Organellen
ist normalerweise in einer Standrad TEM-Analyse gegeben. Allerdings wird bei dieser Methode,
bedingt durch den anspruchsvollen Préaparationsprozess, mehr Analysezeit im Vergleich zu anderen
Methoden bendtigt. Im Besonderen ist die Prédparation von Lungengewebe ein technisch

anspruchsvoller Prozess, da Faktoren wie der Perfusionsdruck oder die Kollabierung des
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Lungengewebes beriicksichtigt werden miissen®. Die Quantifizierung von Nanomaterialien mit
Hilfe von TEM ist moglich, doch es werden zusitzliche kontrastverstirkende Reagenzien wie
Immunogold-Partikel oder Quantenpunkte (quantum dots) bendtigt®. In diesen Zusammenhang
wurde das kompartimentierte Volumen in Beziehung zur Anzahl der vorhandenen Partikel gesetzt.
Allerdings lasst sich dieser Ansatz verbessern, da die exakte intrazelluldre Partikeldichte nicht durch
TEM ermittelt werden kann. Daneben bleibt die Probenpréparation ein kritischer Schritt, welcher
die Analyse auf einen zelluldren Ausschnitt begrenzt. Die intrazelluldre Konzentration von NP in
Beziehung zum gesamten Zellvolumen bleibt somit unbekannt. AuBlerdem ist TEM ohne weitere
Hilfsmittel nicht in der Lage, die chemische Struktur eines NP von anderen zelluldren Strukturen
abzugrenzen oder aus Griinden des Kontrastes, Partikel sehr geringen Durchmessers zu

identifizieren.

1.4.2 Atomemissionsspektroskopie (AES)

In dieser Methode werden die elementspezifischen Spektrallinien genutzt um ein einzelnes Element
zu identifizieren. Beziiglich biologischer Elemente misst diese Methode Werte im ppb-Bereich
(parts per billion)® . Dies hebt die AES als eine der sensitivsten Methoden zur Quantifizierung von
NP hervor. Zusétzlich ist AES fiir die Analyse grofler Zellzahlen geeignet. Allerdings ist es mit
dieser Methode nicht moglich die Konzentration oder Verteilung von NP in einzelnen Zellen zu
studieren. Der Probenpréparation kommt bei der AES dhnlich hohe Bedeutung zu wie bei der TEM-
Analyse. Hierbei konnen durch die erforderliche stark saure Probenbehandlung vor der Messung,
zelluldre Strukturen irreversibel modifiziert werden®. In diesem Zusammenhang erlaubt die AES
nicht zwischen internalisierten oder extrazelluldr assoziierten NP zu unterscheiden. Eine Analyse
der Aufnahme-Kinetik von NP in einzelnen Zellen ist also nicht gegeben. Daneben gestaltet sich die
Bewertung von Nanomaterialien wie Carbon-Nanotubes (CNT) schwierig, da die Methode der AES
den Kohlenstoff von CNT-NP nicht von zelluldren Kohlenstoff unterscheiden kann. Im Weiteren ist
die Methode der AES nicht sehr gut geeignet um NP nachzuweisen, welche aus zelluldren

Elementen wie Eisen oder Zink bestehen® .
1.4.3 Elektronenstrahlmikroanalyse (ESMA)
Neben IBM ist ESMA die einzige Methode welche in der Lage ist einzelne Elemente zu

identifizieren und sie ortsaufgeldst, mit einer Auflésung von ca. 1 um, darzustellen. Bei EMSA ist

die Analyse auf die zweidimensionale Ebene beschrinkt, wohingegen IBM durch das
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Riickstreusignal eine Information in der Z-Achse liefert. Die Analyse von Spurenelementen (Fe, Zn)
kann bei vielen biologischen und medizinischen Fragestellungen eine Rolle spielen. Allerdings ist
die Analyse dieser Elemente durch EMSA eher ungenau. Die Ursache hierfiir ist in dem hohen
Untergrundsignal zu suchen, welches von der unvermeidlichen Bremsstrahlung generiert wird.
Dabei werden kleine Signale von Spurenelementen von der Bremsstrahlung stark beeintrdchtigt
oder iiberlagert. Dennoch zeigt die Elektronenstrahlmikroanalyse eine hohe Sensitivitit bei der
Bestimmung zelluldrer Strukturelemente wie Phosphor oder Schwefel. Zusdtzlich ermdglicht
EMSA eine hohe Anzahl von physiologisch relevanten Elementen gleichzeitig zu analysieren. Auch
die Quantifizierung von biologischen Elemente wie Natrium und Magnesium, welche durch
Ionenstrahmikroskopie nicht zugénglich sind, ist mittels EMSA mdglich. Dies priadestiniert EMSA
als ergdnzende Methode zur IBM-Analyse von Spurenelement-Gehalten in biologischen Proben.

Allerdings ist die Elektronenstrahlmikroanalyse auf eine gewisse Tiefe von einigen Mikrometern
limitiert, da Elektronen im Vergleich zu Protonen eine niedrigere Masse aufweisen. Dies kann es
schwierig gestalten, die totale Elementkonzentrationen in einzelnen Zellen oder Gewebe zu

ermitteln’.

1.4.4 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Methode der Durchflusszytometrie wird im Allgemeinen angewendet um mikroskopische
Partikel oder Zellen beziiglich der Oberflicheneigenschaften, Granularitit oder Fluoreszenz zu
charakterisieren. RoutinemifBig wird, beispielsweise in der Immunbiologie, durch die Wahl eines
geeigneten Antikorpers eine Zellseparation von Blutzellen mittels Durchflusszytometrie erreicht.
Die oben genannten Parameter sind durch die Detektion von vorwirts und seitwirts gestreuten
Licht oder durch die Fluoreszenz zugénglich. Der grofite Vorteil von FACS ist die gleichzeitige
Analyse verschiedenster zelluldrer Parameter in einer vergleichbar kurzen Analysezeit und einer
sehr hohen Zellzahl. Daneben ist die Durchflusszytometrie eine preiswerte Methode, welche relativ
einfach zugénglich ist.

Die Durchflusszytometrie eignet sich sehr gut, die zellulire NP-Aufnahme qualitativ zu
beschreiben, wenn die Partikel mit einem Fluorophor markiert werden’ 7. Der Nachteil ist, dass
dieser Nachweis nicht authentisch genug fiir eine Risikobewertung ist, da nicht eindeutig ist, ob der
Partikel intrazelluldr lokalisiert ist und Werte extremer Belastung durch die hohe Zellzahl weniger
Gewichtung finden. Daneben fehlt dieser Methode die Moglichkeit, Information iiber die
intrazelluldre Verteilung der NP oder die elementspezifische Identitdt unmarkierter Partikel zu

gewinnen. Als oberflichensensitive Methode, ist die Durchflusszytometrie in der Lage die zelluldre
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Aufnahme geeigneter NP wie TiO2 zu untersuchen”™. Da NP aber sehr stark durch ihre
Oberflacheneigenschaften definiert sind, kann die Durchflusszytometrie nicht als geeignet
angesehen werden, um die zellulire Aufnahme eines breiten Spektrums von Nanomaterialien zu
studieren. TiO2- und Gold-NP stellen eine Ausnahme dar. Bei diesen NP ist eine hohe Rate der
Seitwértsstreuung zu erwarten, da diese Partikel einen vergleichsweise hohen Brechungsindex
aufweisen™ 7. Durch eine Konjugation der NP erlaubt es die Durchflusszytometrie mit Hilfe des
Fluoreszenzsignals die NP-Aufnahme zu studieren”. Fiir eine absolute Quantifizierung
intrazelluldrer NP ist eine Kalibrierung des Signals erforderlich. Dies ist jedoch schwierig, da sich
das Fluoreszenzsignal durch die Aufnahme der NP, z.B. durch die Aggregation oder Prozessierung
der NP verédndern kann.

Bei der Durchflusszytometrie ermoglicht die Seitwértsstreuung die NP-Aufnahme qualitativ zu
detektieren””. Durch eine Kalibration zwischen Seitwértsstreuung und der ionenstrahlanalytisch
ermittelten NP-Konzentration, konnte die Seitwértsstreuung fiir die absolute Quantifizierung

unmarkierter intrazellularer NP verwendet werden.

1.4.5 Ilonenstrahlmikroskopie (IBM)

Wie die Elektronenstrahlmikroskopie gehort diese Methode ebenfalls zur Gruppe der
Rontgenfluoreszenzanalyse. Sie umfasst in dieser Arbeit drei verschiedene Techniken, welche
jeweils mit Protonen als Inzidenzteilchen durchgefiihrt werden: PIXE (Proton-Induced X-ray
Emission) RBS (Rutherford Backscattering Spectrometry) und STIM (Scanning Transmission Ion
Microscopy). Fiir die zelluldre Quantifizierung von Nanopartikeln sind PIXE und RBS essentiell.
STIM kann erginzend aufgefiihrt werden, um ein zelluldres Dickeprofil zu erstellen oder ggf. die
zelluldre Position der NP zu studieren, da STIM im Allgemeinen bei niedrigeren Stromen
durchgefiihrt und somit eine hohere Auflosung zeigt. Die Methode der lonenstrahlmikroskopie
erlaubt es Informationen iiber zelluldre Spurenelemente mit sehr hoher Genauigkeit und Sensitivitét
(ppm Bereich) ohne Destruktion der Probe auf Einzelzellebene zu gewinnen™. Beispielsweise
konnte die intrazelluldre Verteilung von karzinostatischen Medikamenten wie Cisplatin oder
Molybdocendichlorid mittels Rontgenfluoreszenz-Techniken —aufgezeigt werden* 7. Die
Kombinierung von drei unterschiedlichen Techniken in der lonenstrahlmikroskopie bietet ein
grofles Spektrum von Vorteilen. IBM konnte sich in der Vergangenheit als wirkvolles Methode
profilieren, Spurenelement-assoziierte Krankheiten in Geweben aufzuzeigen® *'. Im Kontrast zu
Fluoreszenz-Techniken ist IBM ein sogenannter ,,label-free-approach. Die Markierung des NP

erfolgt oft durch die kovalente Verbindung mit einer Fluoreszenzgruppe. Durch die geringe Grof3e
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der NP besteht die Gefahr, dass dadurch die Eigenschaften des Partikels an sich verdndert werden.
Daneben kann das Fluoreszenzsignal durch die zellulire Umgebung geschwécht werden. Dies ist
durch die geringe Dichte und Dicke von Zellmaterial bei der charakteristischen Rontgenstrahlung
nicht der Fall. Dieser potentielle Einfluss ist nicht zu unterschitzen, da bei kleinen Partikeln wie
Nanomaterialien eine Funktionalisierung wesentlich deren Aufnahme beeinflusst®. Im Gegensatz
zur Elektronenstrahlmikroanalyse werden bei der Ionenstrahlmikroskopie die elementspezifischen
Photonen durch Protonen induziert. Im Vergleich zu Elektronen produzieren diese weniger
Bremsstrahlung. Dadurch kann ein hoheres Signal/Rausch Verhiltnis fiir mengenméBig gering
vertretene Elemente beobachtet werden. Deshalb ist IBM der Elektronenstrahlmikroanalyse
vorzuziehen, wenn die Spurenelement-Konzentrationen von medizinisch relevanten Elementen ,
wie z.B. Eisen oder Zink, untersucht werden soll. Daneben erlaubt die IBM als einzige Methode
eine Analyse der Partikel-Aufnahme gleichzeitig zur Konzentrationsbestimmung, indem der
Energieverlust zuriickgestreuter Protonen gemessen werden kann. In der RBS-Analyse wird
routinemafig ein Schichtmodell angewendet, um iiber eine Simulation des Experimentes die Dicke
und die atomare Komposition der Probe zu bestimmen. Hier verschiebt sich das Riickstreu-Signal
aufgenommener NP zu niedrigeren Energien, da das Inzidenzteilchen nach der Kollision mit dem

NP eine zusitzliche Zellschicht passieren muss.

1.4.6 Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektroskopie zur zelluldren Quantifizierung von Nanopartikeln heranzuziehen ist eine
relativ neue Herangehensweise. Aus diesem Grund sind auf diesen Feld zur Zeit nur wenige
Verotfentlichungen vorhanden. Die Massenspektrometrie erlaubt es in relativ kurzer Zeit die
aufgenommene NP-Menge einer hohen Zellzahl zu bestimmen. Ein groBer Vorteil der
Massenspektrometrie ist, dass ein groles Spektrum von Nanomaterialien, einschlieBlich
kohlenstoffbasierte Nanomaterialien, quantifiziert werden konnen. Dazu gehéren polymerartige NP,
Liposomen, Virus basierte NP, CNT, diamantartige NP und polymerbasierte Mizellen*. Daneben
wurde durch die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) eine
Quantifizierung von CeO2-NP in Lungenepithelzellen demonstriert (Chen et al., 2010). Allerdings
konzentriert sich diese Studie auf die Analyse einer groBen Zellzahl. Bedingt durch den
Saureverdau bei der Probenpriparation, erlaubt diese Studie allerdings nicht zwischen extrazellular
gebundenen oder internalisierten NP zu unterscheiden. Im Vergleich zur Ionenstrahlmikroskopie,
welche eine standardfreie und nicht zerstorende Technik ist, erfordert die MS eine separate

Kalibrierung fiir jeden NP. Da zur Quantifizierung mittels ICP-MS die untersuchten Atome in der
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gleichen Oxidationsstufe wie bei der Kalibrierung vorliegen miissen, wird die Probe in der Regel
mit einer starken Sdure, wie bspw. Konigswasser, behandelt. Dabei wird die zelluldre Struktur der

Probe zerstort und die die intrazelluldre Verteilung der NP ist nicht zugénglich.
1.4.7 Radiolabeling

Neben den oben aufgefiihrten Methoden ist die radioaktive Markierung von NP eine traditionelle
Methode um deren Aufnahme zu studieren. Insbesondere dann, wenn die Verteilung der Partikel in
Organen oder im gesamten Organismus untersucht werden soll. Die vorliegende Arbeit wurde im
Rahmen des HINAMOX Projektes angefertigt. Dabei wurde durch Kooperationspartner die zuvor
erwihnte Distribution von Metalloxid-NP in Organen der Maus untersucht®. Im Allgemeinen
erfolgte dabei der Nachweis der Metalloxid NP durch die radioaktive Aktivierung des Sauerstoft-
Atoms (Gleichung 1.4.7). Die Reaktion wurde in einem Zyklotron durch den Beschuss mit

hochenergetischen Protonen (18 MeV) realisiert.

T,, =110 min

"O(p,n)"*F — » “O+e"+v+0.633 MeV (1.4.7)

Neben dieser Strategie, ist es weit verbreitet, NP mit '"'In oder *Tc zu markieren. Diese Nuklide
wurden wegen ihrer milden Kopplungs-Verfahren und ihrer giinstigen Halbwertszeiten in Hinblick
auf eine in-vivo-Analyse adaptiert. Beziliglich der Kopplung zwischen Nuklid und NP sind
verschiedene Herangehensweisen bekannt. Typischerweise wird der NP mit einem Chelator (DTPA,
HYNIC oder Histidin) konjugiert*® ¥ *. Daneben ist die Enkapsulierung der radioaktiven
Komponente in den NP-Kern bekannt” *. AuBerdem wurde eine direkte Markierung des NP mit
dem Nuklid in der Literatur beschrieben® *

Um die genaue Position der emittierten Photonen-Energie zu detektieren, bedarf es einer weiteren
Methodik. In diesen  Zusammenhang  haben  sich  SPECT  (Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie) und insbesondere PET (Positronen-Emissions-Tomographie) als
Standard etabliert. Diese sind in der Lage die genaue Position (x-y-z) des Signals zu lokalisieren
und mit Hilfe geeigneter Software, dieses anschliefend in einem Voxel darzustellen. Der Vorteil
Radioaktiv-basierter Analysesysteme wie PET und SPECT liegt in ihrer hohen Sensitivitdt im pM-
Bereich, der moglichen Quantifizierung und in ihrer nicht-destruktiven Art”' *2. Das bedeutet, eine
Analyse kann im lebenden Organismus durch intravendse, orale oder kutane Applikation zeitnah

durchgefiihrt werden. Die Stirke von PET und SPECT liegt darin, die Verteilung von NP im
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Organismus bzw. Organen zeitabhéngig darzustellen. In den meisten PET-Untersuchungen kommt
Fluordesoxyglucose (Fluor-18 Halbwertszeit: 110 min) zum Finsatz. Langerfristige Studien sind
mit den entsprechenden Nukliden, wie z.B. Technetium-99m oder Cobalt-60 moglich. Diese finden
selten Anwendung, da bei in-vivo-Studien ein gesundheitliches Risiko bei Strahlenexposition iiber
einen langen Zeitraum gegeben ist. Insbesondere bei SPECT wird fiir die Detektion der Richtung
des Signals ein Kollimator bendtigt, welcher iiber 99% der emittierten Photonen ausblendet.

Als Nachteil kann weiterhin aufgefiihrt werden, dass die Auflésung dieser Methoden in der Regel
deutlich iiber 1 mm liegt. Dies beschrinkt deren Anwendung auf die Analyse der NP-Verteilung in
Organen oder Geweben und zeigt, dass sie fiir die Einzelzellanalyse oder speziell fiir die

Untersuchung einzelner Alveolen ungeeignet sind.
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2. Material & Methoden

2.1 Eingesetzte Nanopartikel und deren Charakterisierung

Die Untersuchung der NP-Eigenschaften erfolgte mittels der dynamische Lichtstreuung (DLS),
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)”, und durch die Bestimmung des Zeta-Potentials sowie
durch die Analyse mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Die Charakterisierung der
Metalloxid-NP wurde von J. Fleddermann am Nanosight-Gerdt (Nanosight LM 14) und in der
Gruppe von Prof. N. Striter (DLS) sowie Prof. S. Moya (Zeta-Potential & TEM) durchgefiihrt.

Eine Ubersicht der der in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel und der dazugehdrigen
PartikelgroBen, welche mit DLS oder NTA ermittelt wurden, sind als Ubersicht in Tabelle 2.1.1 und
Tabelle 2.1.2 dargestellt.

Bei der DLS-Methode wird die Interferenz von Streulicht analysiert, welches mit einem Laser
erzeugt wurde. Fluktuationen dieser Interferenz geben Auskunft iiber die Geschwindigkeit der
Teilchenbewegung, woraus wiederum die Diffusionskonstante abgeleitet werden kann. Bei der
NTA-Methode wird die Partikelposition im zweidimensionalen Raum optisch dargestellt und direkt
die Bewegung der Teilchen analysiert. Da die NTA-Methode einzelne Partikel untersucht ist diese
Methode, im Vergleich zu DLS besser, geeignet eine polydisperse Probe zu charakterisieren. Aus
der Geschwindigkeit der Teilchenbewegung ist es moglich den Diffusionskoeffizient (m? s™) zu
berechnen und unter Verwendung der Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 2.1) kann somit, bei
Berticksichtigung der Viskositét (1), der hydrodynamischen Radius (Ry) eines Teilchens bestimmt

werden.
k, T

~ 61N R, (2.1)

Der hydrodynamischen Radius reprisentiert die Grofe des Teilchens und beriicksichtigt dabei die
umgebende Solvathiille, welche in biologischen Medien beispielsweise aus lonen oder Proteinen
besteht, die an der Partikeloberfliche adsorbieren. Partikelgroen ab ungefdhr 200 nm konnten
durch die DLS-Methode nicht bestimmt werden, da hochstwahrscheinlich durch die Aggregation

der Partikel, keine verwertbare Autokorrelationsfunktion gebildet werden konnte.
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Tabelle 2.1.1 Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel
und deren Herkunft
Nanopartikel Hersteller
Carboxyl-Graphen  Nanjing XFNano Material Tech Co., Ltd
Al O; PlasmaChem GmbH, Berlin, D
TiO, PlasmaChem GmbH, Berlin, D
Fe;0, PlasmaChem GmbH, Berlin, D
ZnO Evonik Degussa GmbH, Essen, D
CeO, Evonik Degussa GmbH, Essen, D
Gold Sigma-Aldrich Inc. Shanghai, China
Silber Sigma-Aldrich Inc. Shanghai, China
Tabelle 2.1.2 Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel-GroBen. Die Bestimmung
der Metalloxid-NP-Grofen wurde von Jana Fleddermann mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS)
oder Nano tracking analysis (NTA) durchgefiihrt™. Gezeigt ist jeweils der Durchmesser mit
Standardabweichung von drei unterschiedlichen Messungen.
Nanopartikel Dichte Medium (FKS 10 %) Medium (FKS 0 %)
DLS NTA DLS NTA
g/cm3 @innm @ innm @Ginnm @ innm
Al O; 3,9 111+5 1512 nd. 221+ 4
TiO, 4,2 69+6 192+6 nd. 233+ 4
Fe;04 5,2 64+7 182+2 nd. 217+ 8
Zn0O 5,6 124+4 174 +5 nd. 183 +13
CeO, 7,2 75+4 134+2 nd. 221+ 9
Gold 19,3 13 - - --
Silber 10,5 49 -- -- --
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Die Charakterisierung des ZnO- bzw. TiO,-Aerosols wurde mittels FMPS (Fast-Mobility Particle
Sizer) und APS (Aerodynamic Particle Sizer) in der Arbeitsgruppe von Dr. Séren T. Larsen im
National Research Center for the Working Environment in Kopenhagen durchgefiihrt. Dabei war
eine Verteilung Partikelgrole zwischen ca. 10 nm und 10 pm zu beobachten, wobei die meisten

Partikel einen Durchmesser von ca. 200 nm oder ca. 3 pm aufwiesen.

Die Charakterisierung von Gold- und Silber-NP sowie der Graphen-Partikel wurde von Xiangyan
Zhou in der Gruppe von Prof. Gao durchgefiihrt, indem die NP-GréBe von Gold- und Silber-NP
mittels DLS ermittelt wurde. Daneben wurde die Transmissionselektronenmikroskopie zur
Charakterisierung von NP eingesetzt. Diese Methode kann Informationen iiber Morphologie, Grofle
und Aggregationsverhalten der Partikel liefern. Daneben ist es durch das hohe Auflésungsvermdgen
der Elektronenmikroskopie mdglich, die Oberflichenmorphologie bei einzelnen Partikeln zu
visualisieren. Da in dieser Arbeit ZnO-NP, CeO,-NP und Graphen nédher untersucht wurden, erfolgte
eine Charakterisierung der Partikel mittels TEM (Abb 2.1). Insbesondere im Fall von Graphen ist
die Analyse mittels TEM sinnvoll, da diese Partikel durch ihre planare Struktur nicht mit DLS oder
NTA analysiert werden konnen. Die Graphen-Partikel zeigten bei einer Dicke von 5 — 10 nm einen

lateralen Durchmesser von ca. 5 um.

A) ZnO
m

B) CeO

C) Graphen

: z t?% *‘??%?4 '
g‘;o.

100 nm R_ZNO__40000X__29 11/01/2010 [ S_Ce02__80000x__32 01/02/2010

Abb 2.1 Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Analyse von Nanopartikeln. A) ZnO-NP B) CeO,-NP C)
Typische TEM-Analyse Graphen Partikeln welche mit Gold-NP kovalent konjugiert sind. Zur Analyse wurde jeweils
ein Tropfen NP-Losung (2 pg/ml in H20) auf ein Formwar Kupfergitter aufgetragen, luftgetrocknet und mittels TEM
(JEOL JEM 2100F, Japan) analysiert.

Im Allgemeinen beschreibt das Zeta-Potential die Stabilitét eines kolloidalen Systems. Dabei wird

die Oberflachenladung der Partikel gemessen, wobei Werte zwischen -100 und 100 mV fiir das
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Zeta-Potential iiblich sind. Bei Werten welche ca. unter 25 mV oder liber -25 mV liegen,
iiberwiegen Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den NP und das kolloidale System
kollabiert durch Aggregation. Befindet sich ein geladener NP in Suspension, so lagert sich auf der
Partikeloberfldche eine fest gebundene Schicht von Teilchen, wie z.B. Tonen oder Aminoséduren, an.
Eine wiederum zweite Schicht von schwach gebundenen Teilchen ldsst die Ladung des Partikels
nahezu neutral erscheinen. Bewegt sich nun der Partikel in einen elektrischen Feld, wird die locker
gebundene Teilchenschicht abgetragen und der Partikel trdgt eine Ladung. Die Geschwindigkeit mit
der sich die Partikel im elektrischen Feld bewegen ist dabei proportional zum Zeta-Potential und
wird oft durch die Laser-Doppler-Anemometrie gemessen. Dabei streuen die Teilchen das Licht
eines Laserstrahls, wenn sie diesen passieren. Durch den Dopplereffekt tritt eine
Frequenzverschiebung des gestreuten Lichts ein, die von der Geschwindigkeit und Ladung des
Partikels abhiingig ist. Eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel und dem

dazugehorigen Zeta-Potential ist in Tabelle 2.1.3 dargestellt.

Tabelle 2.1.3 Ubersicht des Zeta-Potentials der in dieser Arbeit verwendeten
Nanopartikel. Die Messung des Zeta-Potentials wurde von Jana Fleddermann

in Kulturmedium (RPMI 1640) durchgefiihrt™.

Nanopartikel Medium (FKS 10 %)  Medium (FKS 0 %)
ZnO -11,4+0,8 -10+£0,6
CeO, -11,3+1,9 -6,7+0,8
TiO, -11,0 £ 1,1 -74+0,3
Fe;04 -11,6 +0,3 -9,7+0,8
ALO; -11,6 £ 0,4 -10,4 +1,0

2.1.1 Nanopartikelpraparation mittels Ultraschall

Die Herstellung aller in dieser Arbeit untersuchten Nanopartikeln erfolgte unter Verwendung einer
NP-Stammlosung von 3 oder 5 g/l in Wasser. Da Nanopartikel im Allgemeinen zur Aggregation
neigen, bzw. ihre GroBenverteilung inhomogen ist, wurde eine Ultraschallbehandlung
durchgefiihrt. Dabei wurden durch die Scherkréfte die Nanopartikel dispergiert. Der detaillierte
Ablauf der Priparation erfolgte jeweils nach dem Schema in Abb. 2.1.1. Die Partikel wurden mit

dem Spitzenultraschallgerét (Branson Sonifier 250) prépariert.
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A) ohne Proteinkorona (FKS 0%)

Ultraschall Ultraschall
20 pl NP-Stammlésung +

‘ | 980 pl RPMI (0% FKS) U
A u
P

NP in H,0 (5 g/l NP in RPMI 1640 (0.1 g/l)

B) mit Proteinkorona (FKS 10%)

Ultraschall . Ultraschall
100 pl NP-Stammldsung + 120 pl NP/FKS-Losung +
500 pl FKS (100 OAJ) 880 ul RPMI
NP in HZO (54gll) NP in FKS (0.83 g/l) NP in RPMI 1640 (0.1 g/l)

Abb 2.1.1 Schema zur Nanopartikelpraparation mittels Spitzenultraschall A) Préparation ohne Proteinkorona (FKS 0%)
in Kulturmedium (RPMI 1640) B) Prdparation mit fetalen Kélberserum (FKS) welches zur Ausbildung einer
Proteinhiille um die NP (Proteinkorona) fiihrt.

Da Nanopartikel in der Regel eine groe Oberflachenaktivitit zeigen und diese deren Aufnahme
und zelluldre Verteilung wesentlich beeinflussen konnen, wurden bei der Prédparation mittels
Spitzenultraschall zwei verschiedene Priparationstypen, in Ab- oder Anwesenheit einer
Proteinkorona, angewendet (Abb. 2.1.1).

Die Ultraschallbehandlung im oben gezeigten Schema wurde hauptsichlich mit dem
Spitzenultraschallgerdt (Branson Sonifier 250, 20 kHz, 200 W) fiir 1 Minute pro Arbeitsschritt
durchgefiihrt. Dabei wurde der Wert fiir Duty Cycle auf 50 % gesetzt und fiir den Output-Control
eine Intensitit von 4 ausgewdhlt. Es ist wichtig zu beachten, ein Rohrchen mit einem kleinen
Radius (15 ml Falcon) zur Ultraschallbehandlung zu verwenden, da der Spitzenultraschall eine
geringe horizontale Effizienz zeigt. Nach der Ultraschallbehandlung wurde die NP-Stammldsung
(0.1 g/1) fir 30 Minuten unter UV-Licht sterilisiert.

Im Fall von Graphenoxid-konjugierten-NP erfolgte die NP-Pridparation in einem Wasserbad-
Ultraschall-Gerdt (Firma Bandelin Electronic, Model RK 156 BH), da erfahrungsgeméif
kohlenstofthaltige im Vergleich zu Metalloxid-NP an der Ultraschallspitze kleben bleiben konnen.
Zur Préaparation wurde die GO-NP-Stammlosung (GO-Au & GO-Ag je 400 pg/ml) und die NP-
Stammlosung (Au & Ag NP je 150 pg/ml) auf der hochsten Intensitétsstufe fiir 10 Minuten
behandelt.
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2.2 Probenpriparation

2.2.1 Beschichten von Probenhaltern

Um A549-Zellen auf den fiir die lonenstrahlanalyse vorgesehen Probenhaltern zu kultivieren
mussten diese mit Fibronektin beschichtet werden, da deren Boden aus dem hydrophoben Material
Polypropylen besteht. Die 9,6 cm? grofle Kulturfldche eines Probenringes ist dabei identisch zu der
einer standardisierten Mikrotiterplatte mit 6 Kavitdten. Nach einer Sterilisation mit 80%-
prozentigem Alkohol unter UV-Licht fiir 30 Minuten, wurden pro Probenhalter 2 ml einer 5 pg/ml
Fibronektinlosung pipettiert und 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

2.2.2 Kulturzellen

Polypropylenfolie (4 um Dicke, Goodfellow) wurde auf einen Probenhalter-Ring aufgezogen. Im
nichsten Schritt wurden 16000 Zellen pro Quadratzentimeter eingesdt und nach einer
Inkubationsphase von 24 Stunden erfolgte die Expositon mit
NP durch den Austausch des Kulturmediums. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurden die Zellen fiinf mal mit PBS
(vorgewiarmt auf 37°C, ohne Ca oder Mg, pH 7,4) gewaschen,
um  auszuschliefen, dass extrazellulir  assoziiertes
Nanomaterial den Konzentrationswert verfilscht. Im letzten
Schritt wurden die Zellen durch Behandlung mit reinen
wasserfreien Methanol (vorgekiihlt auf -20°C) fiir 10 Minuten
direkt auf der Polypropylenfolie fixiert. Bis zum Tag der
Analyse wurden die Proben bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

Im Fall von primdren AT-II-Zellen der Ratte erfolgte die

Probenhalter zur
Ionenstrahlanalyse A) Proben-halterring
zur  Kurltivierung der Zellen mit
beschichtet. ~ Daneben  zeigte  sich  dass  eine Polypropylenfolic B) Aluminiumrahmen
mit Kohlen-stoftkleber auf den die Probe
ionenstrahlanalytische Analyse auf der siliziumbasierten auf-gezogen wurde

Probenpréparation nach dem gleichen Prinzip. Allerdings App. 222

wurde die Polypropylenfolie mit 50 pg/ml Fibronektin

Dehnfolie nicht mdglich war, weil sich die Probe wahrend der

Messung auflud. Deshalb wurden die Zellen nach dem

Dehnungsexperiment passagiert und unter den oben beschriebenen Konditionen auf einen
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Probenhalter-Ring iibertragen und fixiert. Im letzten Schritt wurden die Proben mittels leitfahigen
Kohlenstoffkleber auf einen Aluminiumrahmen aufgezogen (Abb. 2.2.2). Dieser Arbeitsschritt
verkiirzt wesentlich die erforderliche Messzeit, da die Probe ndher am Rontgendetektor platziert
werden kann. Daneben werden Fehlerquellen, z.B. Schattenwurf der Schalenkante, welche durch

die Geometrie der Probenkammer entstehen konnen ausgeschlossen.

2.2.3 Gewebe

Die Experimente welche den Einfluss von NP-Aerosolen auf das Lungengewebe der Maus zum Ziel
hatten, wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Soren T. Larsen im National Research
Center for the Working Environment in Kopenhagen durchgefiihrt. Nach der Exposition in NP-
Aerosol wurde die Méuse mit CO, anidsthesiert. Da Lungengewebe eine diffizile Struktur zeigt und
die Alveolen leicht wihrend des Priaparationsvorgangs kollabieren kdnnen, wurde die Methodik der
Perfusion gewihlt, welche die morphologische Struktur weitestgehend originalgetreu konserviert™.
Die Préparation von Lungengewebe zur strukturellen Analyse erfolgte, mittels einer frisch
hergestellten 4 % Paraformaldehyd-Losung (in PBS, pH 7,4), durch Perfusion fiir 30 Minuten.
Durch Paraformaldehyd werden die Proteine unter Wasserabspaltung iiber die Amid-Gruppe
vernetzt. Die Lunge wurde vom Thorax entfernt, zweigeteilt und fiir 24 Stunden bei

Raumtemperatur in 4 % Paraformaldehyd-Losung (in PBS, pH 7,4) nachfixiert. Anschlieend

wurde das Gewebe durch eine aufsteigende Ethanolreihe von 50%,
75%, 85% und 96% fiir jeweils eine Stunde entwéssert. Im nichsten
Schritt wurde der Alkohol durch eine Behandlung mit Xylol entfernt.

Dazu wurde das Gewebe fiir jeweils 5 Minuten in drei unterschiedliche

GefaBe mit Xylol getaucht. Danach wurden die Schnitte in fliissigen

Abb. 2.2.3 Lungengewebe

Paraffin eingebettet und nach Leipzig gesendet. eingebettet in DePeX und
. . . mittels Kohlenstoff- kleber

Zur ionenstrahlanalytischen Untersuchung wurde das Gewebe mittels  ,uf einen Aluminiumrahmen

zur ionenstrahlanalyse auf-

Mikrotom in 10 pm dicke Schichten geschnitten, auf handelsiibliche gezogen.
Objekttrager aufgezogen und wie oben beschrieben mit Xylol

behandelt um das Gewebe zu entparaffinisieren”. AnschlieBend wurden die Proben luftgetrocknet
und auf die Probe ein Tropfen von ungefdhr 100 pl/cm® DePeX (Serva) gegeben. DePeX ist ein
Tragermaterial aus Polystyren, Xylol und Weichmachern, welches sich als wasserfreies
Einbettmittel fiir die Mikroskopie etabliert hat. Nach 24 Stunden Inkubationszeit bei

Raumtemperatur war die Konsistenz des Einbettmittels ausreichend fest, um die Schnitte, mit

# Die Anfertigung der Gewebeschnitte wurde in Kooperation mit Dr. habil. M. Nowicki (Institut fiir Anatomie,
Universitit Leipzig) durchgefiihrt.
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Kohlenstoffkleber préparierten Aluminiumrahmen, vom Objekttriager abzuziehen (Abb. 2.2.3).

Fiir die Analyse von ZnO-NP wurde das alternative Trédgermaterial Limonen verwendet, da DePeX
Zink enthilt welches inhomogen verteilt ist. Limonen ist ein Naturstoff (Terpen), welcher durch
Methanolextraktion oder Wasserdampfdestillation aus Zitrusfriichten gewonnen wird. Zur
Praparation wurden 600 pl Limonen Mount™ (Sigma) mit 200 pl Weichmacher-Losung (1 M
Campher in Chloroform) versetzt und 5 Minuten mittels Vortexer gemischt. Anschlieend wurde
der Gewebeschnitt mit 100 pl/cm* Limone-Losung iiberschichtet. Nach 24 stiindiger Aushirtung bei
Raumtemperatur und Verfliichtigung des Chloroforms, wurde die gesamte Probe fiir ungefdhr 5
Minuten mit Ethanol (80%) tberschichtet. Nach weiteren 5 Minuten wurde mit Hilfe eines
Skalpells die Probe vom Objekttrager abgezogen und mit Kohlenstoftkleber auf einem

Aluminiumrahmen befestigt.

2.2.4 Dehnung von priméiren AT-1I-Zellen

In Zusammenarbeit mit Prof. H. Wirtz und Dr. H. Kuhn der Abteilung fiir Pneumologie wurden von
Marcus Buschner primére ATII-Zellen aus der Rattenlunge (méinnliche Sprague Dawley Ratte) mit
Hilfe von Elastase (25 ug/ml) isoliert'"® und auf einem dehnbaren Substrat auf Siliziumbasis
(Bioflex, Flexcell International) kultiviert. Vor der Kultivierung wurde das Substrat fiir 24 Stunden
mit Fibronektin (50 pg/ml) beschichtet. Die Dehnung erfolgte unter Einsatz des FX-4000T
Flexercell-Tension-Plus-Systems (Flexcell International). Dabei wurden drei verschiedene
Dehnungsmodi eingesetzt: 40-15, 40-30 und 60-15. Hier beschreibt beispielsweise die Bezeichnung
40-15 eine Dehnung bei einer Frequenz von 40 min”, wobei durch die Dehnung eine
Oberflachenidnderung von 15 % eintritt. Der Modus 40-15 simuliert eine physiologische Atmung
unter Ruhebedingungen, Modus 40-30 beschreibt eine unphysiologische tiefe Atmung und Modus

60-15 eine Atmung unter starken Arbeitsbedingungen.

2.3 Technik der Ionenstrahlmikroskopie

Zur Analyse der physiologisch relevanten zelluldren Elementverteilung von P, S, Cl, K, Ca, Fe und
Zn sowie der Detektion der NP relevanten Elemente Al, Ti, Fe, Zn, und Ce in Lungenzellen wurde
die Methode der Ionenstrahlmikroskopie angewendet. Das Ziel der ortsaufgeldsten zelluldren
Konzentrationsbestimmung wurde dabei durch die Kombination zweier verschiedener
Spektroskopie-Methoden (RBS, PIXE) erreicht. Die genannten Spektroskopie-Methoden wurden
im Ionenstrahlmikroskop-Loboratorium an der Nanosonde LIPSION der Fakultit fiir Physik und
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Geowissenschaften der  Universitit  Leipzig durchgefiihrt. Weitere  bedeutende
Ionenstrahllaboratorien, welche ebenfalls wichtige Beitrdge im Bereich der Biologie oder Medizin
geleistet haben, befinden sich in Singapur (F. Watt)*, Takasaki (Y. Kobayashi)’’, Oxford/Surrey (G.
Grime)*, Miinchen (G. Dollinger)” und Bordeaux (R. Ortega)'®.

2.3.1 Ionenstrahllaboratorium Lipsion

Das seit 1998 im Betrieb befindliche Ionenstrahllaboratorium Lipsion stellt eine der weltweit

%1 Die Bezeichnung Lipsion setzt sich dabei aus Lipsia

leistungsfahigsten Anlagen dieser Art dar
und lon zusammen. Lipsia ist ein alter slawischer Name fiir die Stadt Leipzig und kann mit
,,.Linden-Ort* iibersetzt werden.

Die wesentlichen Bestandteile der Anlage sind ein Singletron™ Linearbeschleuniger (max. 3,5
MeV), je ein Schalt- und 90°-Magnet, eine RBS/Channeling Kammer, jeweils ein Objekt -und
Apertur-Blendensystem, einer Fokussiereinrichtung in Form eines russischen Quadrupletts und
einer Probenkammer (Nanosonde) am Ende der Beamline (Abb. 2.3.1). Der Beschleuniger
funktioniert nach dem Prinzip von Cockroft und Walton und die Ionenquelle besteht aus einer
Glasrohre welche mit Wasserstoffgas (H,) oder Helium (He) gefiillt ist. Nach einer Ionisierung
werden die Ionen unter Hochspannung beschleunigt. Dabei ergibt sich die kinetische Energie der
Teilchen aus der Potentialdifferenz und der Ladung der Teilchen (Ewin = U * q). Zum gegenwiértigen
Zeitpunkt (November 2012) ist es moglich die Anlage mit Protonen (H"), Molekiilen (H*") oder
Heliumionen (He") als Inzidenzteilchen zu betreiben. In den Resultaten der vorliegenden Arbeit
wurden ausschlieSlich Protonen mit einer Energie von 2250 keV als Inzidenzteilchen verwendet.
Der Ionenstrahl wird in einem elektrostatischen Linearbeschleuniger erzeugt, wobei nach dem
Austritt aus dem Beschnleunigungsrohr elektrostatische Ablenkplatten die Position des Strahls
justieren. Die gesamte Strahlfiihrung erfolgt in der sogenannten Beamline im Hochvakuum, im

Bereich von 10® mbar, um einen Verlust an Brillanz zu minimieren.

Abb 2.3.1 Ubersicht Lipsion Laboratorium (A) und Nanosonde-Messplatz (B).
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Nach dem Austritt aus dem Beschleuniger ist es moglich den Strahl mittels Schaltmagnet in die
RBS/PIXE/Channeling-Messkammer zu lenken. Eine ortsaufgeldste Analyse ist in dieser Kammer
nicht gegeben, allerdings erlaubt der Einsatz relativ hoher Strome eine statistisch genauere RBS-
Analyse sowie PIGE (Particle Induced Gamma-ray Emission) Untersuchungen. Um eine
Teilchenselektion beziiglich der Teilchenart und der Energie zu erreichen, wird ein 90° Magnet
eingesetzt. Durch das Magnetfeld (B) wirkt eine Lorentzkraft auf die Teilchen ein. Diese werden
durch ihre Masse (m) und Ladung (q) charakterisiert und befinden sich durch die Lorentzkraft auf
einer Kreisbahn mit einem definierten Radius (R). Aus der Gleichsetzung von Lorentzkraft und

Zentripedalkraft folgt Gleichung 2.3.1:

2mE,,
R=—"_"#n (2.3.1)
q B

Im weiteren Strahlverlauf dient eine Objekt- und Aperturblende zur Strahlkollimierung und ggf. zur
Einstellung des Messstroms. Zur Analyse von biologischen Proben wurde eine Objekt-Blende mit
100 pm und eine Aperture-Blende mit 300 pm GroéBe verwendet. Zusétzlich sind zwischen den
Quadrupol-Linsen-Paaren zwei weitere kleine Blenden installiert, um die Streuung des Strahls in x
-und y-Richtung zu minimieren. Bevor der Strahl in die Probenkammer eintritt, erfolgt die
Fokussierung durch einen Elektromagneten (Quadrupol). Zusitzlich sorgt eine hinter dem zweiten
Dublett befindliche Rastereinheit fiir die Ablenkung des Strahls in horizontale und vertikale
Richtung. Dies ermdglicht, in Abhingigkeit des gewdhlten Messstroms und der Blenden-
Konfiguration, die ortsaufgeloste Analyse der Probe im Mikro -oder Nanometerbereich in der
Nanosonde. Im Allgemeinen ist die gesamte Beamline auf einem tiiber 10 Meter tiefen Fundament
platziert, um &dullere mechanische Stdrsignale zu eliminieren. Zusétzlich dient eine aktive
Streufeldkompensation (AMK-5) zur Abschirmung externer Magnetfelder. Die ablenkenden Krifte

werden dabei durch drei Helmholzspulen-Paare kompensiert.
2.3.2 Probenkammer (Nanosonde)

Die Probenkammer des Lipsion ist fiir zwei verschiedene Modi entwickelt worden. Im
geschlossenen Zustand werden Proben unter Vakuum analysiert und ausserdem konnen Studien mit
einem externen Strahl durchgefiihrt werden. In letzteren Fall ist die zusétzliche Installation einer
speziellen Austrittsnase zu beachten. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien wurden

ausschlieBlich unter Vakuumbedingungen durchgefiihrt. Die wesentlichen Elemente der
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Probenkammer sind: Rontgendetektor, RBS-Detektor, Stage und das Mikroskop (Abb. 2.3.2).

Wahlweise kann neben dem Mikroskop eine PIN-Diode installiert werden, welche direkt hinter der

Probe als STIM-Detektor dient.

Strahl-
Austrittsfenster
&

Rantgen-
detektor

Stage

Abb. 2.3.2 Darstellung der Probenkammer (Nanosonde) am Lipsion. A) Ubersichtsdarstellung der gedffneten Kammer
B) Detaillierte Darstellung der wesentlichen Einzelkomponenten. Alle Abbildungen wurden mafstabsgetreu mit der

Software AutoCAD von Dipl.-Ing. Joachim Starke entworfen.

Der Rontgendetektor (Canberra HPGe, Aufosung 148 eV bei 5,9 keV) ist in einem Winkel von 135°
zur Strahlachse installiert, was einer Cornell-Geometrie entspricht. Dabei ist der Rontgendetektor
im Vergleich zum RBS-Detektor nicht fix positioniert, sondern es ist moglich den Abstand zwischen
Probe und Rontgendetektor zu variieren (Abb. 2.3.2). Als RBS-Detektor dient ein PIPS-
Ringdetektor. Die Konstruktion des RBS-Detektors erlaubt es durch ein wenige Millimeter breites
Loch in der Mitte des Detektors ein Strahlaustrittsfenster zu gewédhrleisten. Unter Beriicksichtigung
der Detektorfldche, ergibt sich somit ein mittlerer Riickstreuwinkel von 6° fiir den RBS-Detektor.
Um eine mogliche Wechselwirkung der Inzidenzteilchen mit Atomen aus der Luft zu minimieren,
wurden die Messungen in der Nanosonde stets unter Hochvakuum (10 Torr) durchgefiihrt. Die
Zahl der Molekiile pro cm® kann dadurch um etwa zehn Dimensionen verringert werden
(Normaldruck ~ 2,7 x 10" Molekiile pro cm?; Hochvakuum ~ 10° - 10" Molekiile pro cm?®). Die
benotigte Zeit zur Evakuierung betrug ungefahr 30 Minuten.

Zur Positionierung der Probe wurde eine Plattform (Stage) eingesetzt, welche sich mit Hilfe der
Software mpStage in drei Ebenen verschieben ldsst (X-Y-Z). Die Verschiebung der einzelnen
Ebenen wird jeweils mit Hilfe eines piezoelektrischen (X-Z-Achse) und elektrischen Motors (Y-
Achse) realisiert. Die Genauigkeit liegt im Bereich von ca. 100 nm. Parallel zur Stage kann ein

Goniometer (in Abb. 2.3.2 nicht gezeigt) betrieben werden. Das Goniometer ermoglicht es, die
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Proben wihrend Aufnahme zu drehen und erlaubt so eine dreidimensionale Rekonstruktion des
analysierten Materials'®. In dieser Arbeit kam wihrend der Messungen das Goniometer nicht zum

Einsatz.

2.3.3 Messvorgang und Fokussierung

Zur Aufnahme der Daten wurde das Programm MpSys verwendet. Dieses wird ebenfalls wie das
Programm zur Steuerung der Stage (mpstage) unter Linux betrieben. Die Datenspeicherung erfolgte
dabei in sogenannten ,,Eventfiles (EVT-Dateiformat), wobei autkommende Daten sukzessive in
Echtzeit, in die Datei geschrieben werden. In direkter Kopplung mit der mpSys-Software steht eine
,beam-blanker* Einheit, welche den Eintritt des Strahls in die Probenkammer in Abhéngigkeit vom
Start oder Stop der Messung regelt. Die eigentliche Messung erfolgt durch das Abtasten der Probe,
welches durch eine elektromagnetische Ablenkeinheit nach dem Linsensystem erreicht wird. Am
Lipsion sind dabei prinzipiell drei verschiedene Mess-Modi mdglich: Raster, Triangle und Shape.
Wie in Abb. 2.3.3.1 dargestellt, wurde fiir diese Arbeit ausschlieBlich das Raster verwendet. Durch
die Wahl unterschiedlich starker Magnetfelder ist es moglich, die ScanfeldgroBBe einzustellen. Die
verfiigbaren Grofen, fiir die X- oder Y-Ebene, gestalten sich wie folgt: 12.5, 25, 50, 100, 200, 400,
800, 1600, 3200 um. Es ist anzumerken, dass die Rastereinheit nicht auf das Scannen einer

quadratischen Fléche limitiert ist.
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Abb 2.3.3.1 Messschema der Rastereinheit am Lipsion. Wahrend des Messvorgangs im Zeilenraster konnen die drei

verschiedenen Analysemethoden PIXE, RBS und STIM gleichzeitig durchgefiihrt werden.

Es konnen beispielsweise rechteckige Flachen (25 pum x 800 pum) gescannt werden, was in den
Materialwissenschaften beim Protonenstrahlschreiben Anwendung findet. Dariiber hinaus ist die
Analyseflache nicht auf die oben genannten ScanfeldgroBen beschrinkt, sondern kann beliebig mit
einem sogenannten ,,scaling-factor* skaliert werden. Theoretisch sind dabei auch kleinere Flichen

als 156 um’ analysierbar. Allerdings bleibt die Auflosung beim Einsatz des scaling-factors
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identisch, so dass im Fall der PIXE-Analye, welche eine routineméfige Auflésung ca. 1 um zeigt,
eine ScanfeldgroBe unterhalb von 12 x 12 pm nicht sinnvoll ist. Ein weiterer wichtiger Parameter
zur Datenaufnahme ist der Trigger. Dieser bestimmt nach welchen Parameter die Datenaufnahme
ausgerichtet wird. Verfiigbare Parameter sind: Zeit (clock), Ladung (charge) und external (externes
Signal). In dieser Arbeit wurde die Messung primér nach der Zeit ausgerichtet, d.h. der Strahl
verweilt wihrend des Rastervorgangs eine fixe Zeit von 250 ps pro Pixel und wandert anschlieSend
zum ndchsten Pixel weiter.

Durch eine geeignete Anpassung des Fokussierstromes am Quadrupol, kann die Auflosung des
Systems effektiv verdndert werden. Zur Bestimmung des Aufldsungsvermdgens wurde ein
Kupfergitter der Firma Plano als Standardprobe verwendet (Abb. 2.3.3.2 A & B). Durch die
Betrachtung zweier Extrempunkte (Minimum und Maximum der Pixe-Ausbeute) einer Masche
kann das Auflosungsvermdgen in Mikrometern abgelesen werden (Abb. 2.3.3.2 C). Dabei werden
die beiden Extrempunkte jeweils 12,5 % unterhalb des Maximums und oberhalb des Minimums
festgelegt. Ublicherweise lag die laterale Auflésung routinemiBig im Bereich von 700 — 1500 nm
fiir PIXE. Im Fall von STIM konnte beispielsweise ein deutlich besseres Auflosungsvermogen im
Bereich von 250 nm erzielt werden, da bei STIM durch eine Blenden-Konfiguration mit geringerem

Durchmesser wesentlich niedrigere Strome als bei PIXE eingesetzt wurden.

C)

Aufldsungsvermogen
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Abb 2.3.3.2 Standardprobe zur Bestimmung der Auflosung bei den PIXE-Messungen. A) Mikroskopische Aufnahme

der kommerziellen Standardprobe (Kupfergitter). B) PIXE-Ausbeute des Kupfersignals der Standardprobe. C)
Bestimmung des lateralen Auflosungsvermdgens unter Beriicksichtigung des Minimums und Maximums des PIXE-

Signals.
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2.2.4 Datenaufnahme- und Verarbeitung

Der Rontgendetektor (EG&G Ortec) am Lipsion ist ein Germaniumdetektor welcher zu der Klasse
der Halbleiterdetektoren zdhlt. Wenn ein Rontgenquant auf den Kristall trifft erzeugt er ein
Elektron-Loch-Paar im Kristall. Die Anzahl der Elektron-Loch-Paare (freie Ladungstrager) ist dabei
proportional zur Energie des Quants und wenn die freien Ladungstrager in einem elektrischen Feld
zu den Elektroden wandern ist ein Stromimpuls detektierbar. Der im Detektor erzeugte Impuls wird
jeweils durch einen Vorverstérker verstarkt und mittels einer ADC (Canberra) in ein digitales Signal
umgewandelt. Danach wird das Signal mit dem MicroDas-System (MARC Melbourne) verarbeitet.
Dieses erlaubt den gleichzeitigen Betrieb von bis zu vier Kanédlen, so dass bis zu vier
ionenstrahlanalytische Methoden gleichzeitig durchgefiihrt werden kdnnen. Somit wird die X- und
Y-Position und der Kanal (Einergieinhalt des Quants) des Impulses durch das MicroDas-System an
den Messcomputer vermittelt. Dort werden die Daten sukzessiv ein eine Event-Datei, durch das
Programm MpSys, gespeichert. Gleichzeitig ist MPSys das Programm, welches erlaubt die
Messung mit vielfdltigen Funktionen zu steuern und die zweidimensionale Elementverteilung der

Probe wihrend der Messung in darzustellen (Mapping).

2.3.5 Ladungsbestimmung

In Abhéngigkeit der Probenstruktur kann die Ladung (Q) an der Nanosonde durch verschiedene
Methoden direkt wéhrend der Datenaufnahme gemessen oder aus dem Riickstreuspektrum bestimmt
werden. Die fehlerfreie Integrierung der Ladung ist fiir die Konzentrationsbestimmung mittels PIXE
sehr wichtig, da sie die Gesamtzahl der auf die Probe getroffenen Inzidenzteilchen reprasentiert und
diese direkt in die Konzentrationsberechnung fiir jedes Element einflieBen. Absorbiert die Probe
den Ionenstrahl vollstdndig, so ist es moglich den Strom direkt vom Probenmaterial abzuleiten und
iiber ein Amperemeter zu bestimmen. Allerdings sind biologische Proben in der Regel nicht

leitfahig.

2.3.5.1 Apertur-Blende

Durch die direkte Ableitung des Stroms von der Apertur-Blende ist es moglich die Anzahl der auf
die Probe getroffen Protonen zu bestimmen®. Dabei wird in Abwesenheit der Probe zwischen dem
Strom an der Apterture-Blende und dem Strom im Faraday-Becher ein Kalibrationsfaktor gebildet.

Wiéhrend der Datenaufnahme wird die Ladung iiber den Strom der Apertur-Blende integriert und
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nach der Messung mit Hilfe des Kalibrationsfaktors errechnet, welche Ladung auf die Probe
getroffen ist. Voraussetzung fiir diese Methode ist allerdings die Annahme, dass die Stromstérke

wihrend der gesamten Messung konstant bleibt.

2.3.5.2 Faraday-Becher

Im Falle einer relativ diinnen Probe mit geringer Dichte, kann der Strom direkt durch einen
Faraday-Becher hinter der Probe bestimmt werden. Da biologische Proben nur einige Mikrometer
dick sind und eine Dichte um eins aufweisen, kommen sie fiir diese Art von Ladungsbestimmung in
Frage. Allerdings zeigt diese Methode den Nachteil, dass durch eine potentielle Streuung des
Strahls, welche von der Struktur und Dichte der Probe abhéngig ist, nicht alle Teilchen in den
Fahraday-Becher treffen.

Daneben ist die Innenseite des Faraday-Bechers mit Kohlenstoff ausgekleidet und das
Riickstreusignal dieses Kohlenstoffs ist ebenfalls im Riickstreuspektrum zu erkennen (Abb. 2.3.5.2
A).

Die Signalausbeute hdangt dabei von der GroBe der transparenten Probenfléche ab, da beispielsweise
die Aluminium-Rahmen auf den die Proben aufgezogen wurden, verschiedene Groflen zeigen und
die vom Faraday-Becher zuriickgestreuten Protonen vollstindig absorbieren.

Somit besteht die Gefahr, das das Kohlenstoff-Riickstreusignal von Faraday-Becher mit dem
zelluldren Signal iiberlappt. Dadurch wiére zu erwarten, dass sich die Gesamtladung der
biologischen Probe mit der Ladung vom Kohlenstoff des Faraday-Bechers addiert. Im Experiment
konnte dies jedoch nicht beobachtet werden (Abb. 2.3.5.2 B), da Protonen, welche vom Faraday-
Becher zuriickgestreut werden, die Probe ein zweites Mal vollstindig passieren miissen bevor sie in
den RBS-Detektor treffen konnen. Dabei verlieren sie eine dhnliche Energie wie bei der ersten
Passage, was sich im RBS-Spektrum in der Breite des Spektrum widerspiegelt. Somit muss das
Gesamtspektrum in zwei Einzelspektren aufgetrennt werden und das Kohlenstoff-Signal der vom
Faraday-Becher zuriickgestreuten Protonen, kann erst hinter dem Kohlenstoff-Signal der Zellprobe

beginnen.
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Abb. 2.3.5.2 Von Kohlenstoff zuriickgestreute Protonen des Faraday-Bechers haben keinen Einfluss auf die
Ladungsbestimmung in biologischen Proben mittels Faraday-Becher. A) Signalstérke der zuriickgestreuten Protonen in
Abhingigkeit der transparenten Probenfliche. Der Aluminiumrahmen auf den die Probe aufgebracht wurde zeigt
unterschiedliche GroBen und absorbiert die Riickstreuereignisse des Faraday-Bechers vollstindig B) Einflluss des
Faraday-Becher-Kohlenstoffs auf die Ladungsbestimmung im Zellexperiment. Die Ladung fiir die entsprechende Zelle
(griin markierte ROI) wurde mittels Simulation in SIMNRA in zwei aufeinanderfolgenden Messungen mit (schwarz)

und ohne (rot) Faraday-Becher bestimmt. Alle Daten wurden bei identischer Messzeit aufgenommen.

2.3.5.3 Fit des RBS-Spektrums

Daneben kann die Ladung iiber die Simulation und den Fit des RBS-Spektrums ermittelt werden,
wenn der Wirkungsquerschnitt aller in der Probe vorhandenen Elemente bekannt ist. Da die Matrix
biologischer Proben aus Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff besteht und die
Wirkungsquerschnitte diese Elemente sehr gut charakterisiert sind, ist es bei den in dieser Arbeit
verwendeten Proben moglich, die Ladung der Messung durch den Fit des Riickstreuspektrums zu
erlangen.

Der Vorteil, im Vergleich zu den anderen Methoden der Ladungsbestimmung, besteht darin, dass
durch den Fit des RBS-Spektrums die Ladung pro Einzelzelle ermittelt werden kann. Dies ist von
Bedeutung, da die Proben der Lungenzellen im gesamten Scanfeld keine homogene Dicke
aufweisen. Daneben zeigen die anderen Methoden zur Ladungsbestimmung Fehlerquellen, wie z.B.
die Streuung oder die Schwankung der Stromstérke, die bei der Ladungsbestimmung durch den Fit
des RBS-Spektrums nicht auftreten.

Durch eine Kontrollmessung mit einer 4 um dicken Polypropylenfolie konnte festgestellt werden,



2. Material & Methoden Seite 37

dass die Ladungsbestimmung hinter der Probe mittels Faraday-Becher und durch die Simulation
des RBS-Spektrums dhnliche Werte mit geringer Abweichung ergeben. Somit wurde die Simulation
des RBS-Spektrums zur Ladungsbestimmung verwendet.

Bei einer Blendenkonfiguration von 100 um (Objekt-Blende) und 300 um (Apertur-Blende)
konnten routineméfig Strome von 200 — 700 pA beobachtet werden. Eine maximale Schwankung
um bis zu 50 % in einem Messzeitraum von 60 Minuten wurde ebenfalls beobachtet, wobei durch
den Austausch der Ionenquelle eine Reduzierung dieser Schwankung eintrat. Die zur Bestimmung
der zelluldren Konzentration erforderliche Ladung betrug ungeféhr 0,5 pC und es war eine Messzeit

von ca. 20 — 60 Minuten notwendig, um diesen Wert fiir die zelluldre Ladung zu erreichen.

2.3.6 Totzeitkorrektur

Ein potentielle Fehlerquelle bei der Konzentrationsbestimmung ist die Totzeit. Treffen zwei
Photonen sehr kurz hintereinander in den Detektor, so kann es passieren das nach der Detektion des
ersten Photons der Detektor bzw. die MefBelektronik fiir eine gewisse Zeit ,,blind* ist und das
Zweite Ereignis nicht registriert wird. Die Zeitspanne, die ein Detektorsystem bendtigt, um ein
zweites Ereignis zu registrieren wird in der Teilchenmesstechnik als Totzeit bezeichnet. Totzeiten
konnen am Lipsion sowohl bei RBS-, STIM-, als auch bei PIXE-Messungen beobachtet werden.
Bei ersteren flihrt die Totzeit zur Verringerung der detektierten Ladung und bei letzteren zu einer
niedrigeren Intensitit des spezifischen Rontgenpeaks.

Da biologische Proben aber relativ diinn sind und eine Dichte um 1 g/cm?® zeigen, konnte bei den
oben genannten Stromen keine wesentliche Totzeit (T, < 5%) fiir RBS oder PIXE beobachtet
werden. Zur Kalibration des Detektorsystems ist es jedoch notwendig ndher auf die Totzeit bzw.
deren Korrektur einzugehen, da die dafiir verwendeten Elementstandards eine hohe Dichte und
somit eine hohe Impulsrate aufweisen.

Um die Totzeit des Systems zu bestimmen, wurde im Wintersemester 2011/12 von J. Vogt, R.
Wunderlich und N. Klinger ein System zu Bestimmung der Totzeit eingerichtet (Abb. 2.3.6 A).
Dieses System basiert im Wesentlichen in der Einspeisung eines artifiziellen Impulses in das
Detektionsystem. Der PIXE-Detektor ist dafiir eigens mit einem Testeingang ausgestattet, welcher
Impulse an den Detektorkristall leitet. Gleichzeitig wurde die identische Impulszahl direkt in den
Verstirker von dem Analog-Digital-Umsetzer 2 (ADC 2) eingespeist. Anfangs wurde das kiinstliche
Signal in zeitlich konstanten Abstinden generiert. Wéhrend der Datenaufnahme bei biologischen

Proben erreichen die Signale den Rontgendetektor allerdings in zeitlich variierenden Absténden.
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Abb 2.3.6 Funktionsweise der Totzeitbestimmung am Lipsion A) Schema zur Produktion und Leitung des
Testimpulses'®. PIXE Test und RBS Test beschreiben jeweils die Testeinginge der beiden Detektoren. B) Darstellung
des kiinstlich eingespeisten Peaks in typischen Spektren zur Messung einer Standardprobe (SrSO,). Energiestation 2
(E2) zeigt das reine Signal, welches durch Vergleich desselben Signals in PIXE (E1) und RBS (E4) zur Ermittlung der

Totzeit verwendet wurde.

Um die Totzeit unter Bedingungen zu bestimmen die dem Experiment dhneln, wurde ein Aufbau der
Totzeitkorrektur gewihlt, bei dem die Ereignisse zeitlich zufillig korrigiert wurden. Dazu wurde an
einem Verstirker ein Rauschen im Voltbereich eingestellt. Dieses Rauschen wurde als zeitliches
Triggersignal flir den Funktionsgenerator verwendet, welcher beim iiberschreiten des Schwellwerts
einen Testimpuls (Frequenz 100 Hz, Amplitude 0.74 V) ausgab (Abb. 2.3.6 A).

Der Testimpuls des Funktionsgenerators wurde gleichzeitig in den Testeingang des RBS- sowie
PIXE-Detektors und direkt in den Verstirker vor der ADC 2 des EDV-Systems eingespeist (Abb.
2.3.6 A). Die Testimpulse wurden dabei identisch zu den Impulsen, welche von detektierten
Photonen stammen behandelt und digitalisiert. Dadurch sind diese durch symmetrische peaks in den
Spektren der Energiestation E1, E2 und E4 zu erkennen (Abb. 2.3.6 B). Energiestation 2 (E2) zeigt
dabei die Zahler welche direkt vom Generator kommen (Referenzsignal) und zur Ermittlung der
Totzeit mit den Zahlern des PIXE- und RBS-Kanals (E1 & E4) verglichen wurden. Die prozentuale
Totzeit (Tit) wurde jeweils durch das Verhéltnis zwischen detektierten und eingespeisten Impulsen

berechnet (Gleichung 2.3.6).
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I mp ul Sedetektiert

Ty =1+ Tmpilse o (2.3.6)
Hierbei ist zu beachten, dass anstelle des Peakmaximums die gesamte Impulszahl der Peakfldche
zur Berechnung der Totzeit verwendet wurde.
Bei der Analyse der Standardproben, welche i.d.R. Minerale waren, wurde dabei der Strom {iber
eine entsprechende Blendenkonfiguration so eingestellt, dass die Totzeit fiir PIXE typischerweise
unter 50 % lag. Gleichzeitig wurde die Totzeit fiir RBS auf einen vernachldssigbaren Bereich
deutlich unter 5% eingestellt. Im letzten Schritt wurde der totzeitbedingte Fehler in der
Konzentrationsberechnung fiir jeweilige Messung korrigiert, indem die Gesamtladung der Mesung

mit dem Quotient aus detektierten und generierten Impulsen multipliziert wurde.

2.4 Angewandte Methodik der Ionenstrahlmikroskopie

2.4.1 Rutherford-Riickstreuspektrometrie (RBS)

Bei der Spektrometrie nach Rutherford wird das Verhalten zuriickgestreuter Partikel an Atomen
untersucht'™. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode vorwiegend zur Bestimmung der
Probendicke, Probenkomposition und Ladung eingesetzt. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Proton
mit einem Atom wechselwirkt hingt im Wesentlichen von der Masse des riickgestreuten Ions (m)
des Zielatoms (M) und dem Riickstreuwinkel (©) ab. Durch die Erhaltungsséitze von Energie und
Impuls kann der kinematischen Faktor (Gleichung 2.4.1-1) erhalten werden. Dieser ist fiir jedes
Atom spezifisch und l4sst somit die Charakterisierung der in der Probe vorkommenden Atome
mittels RBS zu. Bei gegebener Inzidenzenergie (Eo) generieren Atome mit grofer Masse im
Allgemeinen hohere Riickstreuenergien (E) als Atome mit niedrigeren Massen und generell nimmt

der Wirkungsquerschnitt mit steigenden Riickstreuwinkel ab.

(2.4.1-1)

Uber das Verhiltnis der Kantenhdhen im RBS-Spektrum, ldsst sich das Verhiltnis der
elementspezifischen Konzentrationen in der Probe bestimmen. Eine absolute Quantifizierung ist

dabei nur indirekt durch den Einsatz eines internen Standards moglich. Ein groBer Vorteil der RBS-
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Methode ist eine Information iiber die Tiefenverteilung eines spezifischen Elements zu erhalten.
Am Lipsion ist der RBS-Detektor (PIPS-Ring Detektor) so installiert, dass sich fiir die
Riickstreuspektroskopie ein mittlerer Riickstreuwinkel (Theta) von 174° ergibt.

Als Maf fiir die Wahrscheinlichkeit, dass eine Wechselwirkung zwischen einem Inzidenzteilchen
und einem Streukorper stattfindet, ist der Wirkungsquerschnitt gebrduchlich (engl. cross section),
welcher in der Einheit Barn (1 Barn = 10 m? = 100 fm?) pro Steradiant angegeben wird (Abb.
2.4.1-1). In biologischen Proben ist Kohlenstoff das wichtigste Element zur Bestimmung der
Ladung durch die Simulation des RBS-Experiments, da er fiir die meiste Zahl der zurlickgestreuten
Protonen in biologischen Proben verantwortlich ist (Abb. 2.4.1-2 B). Neben Kohlenstoff sind
Stickstoff und Sauerstoff die wesentlichen Atome der Matrix biologischer Proben. Dabei zeigen
insbesondere die Wirkungsquerschnitte fiir Kohlenstoff und Stickstoff einige Extrempunkte, wo der
Wirkungsquerschnitt stark ansteigt oder abfillt. Dies kann durch den sogenannten non-Rutherford-
Effekt, welcher in einem nachfolgenden Kapitel thematisiert wird, erkldrt werden. Es ist wichtig zu
verstehen, dass in der Riickstreuspektrometrie generell zwei Parameter unabhingig voneinander aus
dem Spektrum gewonnen werden konnen. Da Partikel welche tiefer in die Probe eindringen
wesentlich mehr Energie verlieren als Partikel welche an der Oberfliche zuriickgestreut werden,

kann aus der Breite des Spektrums die Dicke der Probe abgelesen werden.

A) Kohlenstoff B) Stickstoff C) Sauerstoff
%7 o) 1907 N (p,p)“N %97 1 "o(p.p) "o
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o+———F—————1 O+———7F—" 7771 o+———F—7—7 7
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Abb 2.4.1-1 Nicht-Rutherford Wirkungsquerschnitte fiir die wesentlichen Matrixelemente biologischer Proben (Theta =
174 °C, Inzidenzteilchen: Protonen, 2250 keV). Quelle der Spektren: IBANDL (Ion Beam Analysis Nuclear Data
Library).
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Abb 2.4.1-2 Typisches RBS-Spektrum fiir kohlenwasserstofthaltige Proben. A) Polypropylenfolie (C;Hg, 4 pm Dicke)

als Modellsystem fiir biologische Proben B) Charakteristisches Einzelzellspektrum fiir Lungenzellen (A549) welche mit
Nanopartikeln exponiert wurden (CeO,, 48h, 10% FKS)

Im Riickstreuspektrum korreliert die Anzahl der Inzidenzteilchen (N) mit dem differentiellen
Wirkungsquerschnitt eines Elements (¢ (E)), wodurch die Information {iber die Gesamtzahl der
Teilchen welche wihrend der Messung auf die Probe getroffen sind (Ladung Q), erlangt werden
kann (Gleichung 2.4.1-2). Daneben tragen weitere fixe GroBen wie z.B. der Raumwinkel des
Detektors (AQ), der Riickstreuwinkel (o) und das Bremsvermogen der Probe (S) zur Ausbeute der

Ladung bei.

1
cos o § 4 O(E)dE (2.4.1-2)

Die RBS-Untersuchungen der vorliegenden Arbeit hatten zum Ziel, die elementare Komposition
(C, H, N, O) und Dicke der Probe sowie die Ladung zu ermitteln. Wasserstoffatome sind dabei
ebenfalls ein wesentlicher Bestandteil der Matrix. Da sie allerdings kein Riickstreuspektrum
erzeugen, wurde der Wasserstoffgehalt indirekt als Differenz bestimmt.

Wie erstmalig in dieser Arbeit gezeigt, kann bei geeigneter zelluldrer Nanopartikel-Konzentration
die Riickstreuspektrometrie ebenfalls verwendet werden, um die Internalisierung der Partikel zu
studieren. Dabei erfahren Inzidenzteilchen die auf die aufgenommenen NP treffen, im Vergleich zu
Partikel an der Zelloberfliche, einen zusitzlichen Energieverlust durch die dariiberliegende
Zellschicht.

Mengenmifig gering vertretene Atome welche nicht zur Matrix gehdren, konnen ebenfalls mittels
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RBS detektiert werden. Dies kann insbesondere im Fall von Natrium, welches am Lipsion mittels
PIXE nicht nachweisbar ist und in vielen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle spielt,
hilfreich sein. Allerdings beschrinkt sich der Nachweis auf eine qualitative Analyse und ist nur bei

einer Auflosung des RBS-Detektors, unterhalb von 20 keV, sinnvoll.

2.4.1.1 Nicht-Rutherford-Effekt

Normalerweise werden die einfallenden Protonen an
15+

dem Atomkern der Target-Atome gestreut. Allerdings +
H 2250 keV

0 =174°

kommt es bei ausreichend hohen Energien der

Inzidenzteilchen und insbesondere durch die niedrige 10.

Elektronenzahl bei leichten Atomen zu so geringen

Abstianden, dass die Coulomb-Barriere des Kerns

uberwunden wird und der Einfluss der Kernkrifte bei

der Riickstreuung beriicksichtigt werden muss. Die

Wirkungsquerschnitt (Ratio to Rutherford)

Columbbarriere steigt mit der Atomnummer und
0 T T T T T 1
erfahrungsgemal ist bei Elementen grof3er als Kalzium 0 400 800 1200 1600 2000 2400

keV

kein nicht-Rutherford-Effekt mehr zu beobachten,
wenn Protonen mit 2250 keV als Inzidenzteilchen AbbP 2.4.1.1 Verhiltnis von non-Rutherford zu

Rutherford Wirkungsquerschnitt am Beispiel
verwendet werden. Nicht Rutherford- von Kohlenstoff (Inzidenzteilchen: 2250 keV

) ) . Protonen, Theta = 174°). Quelle des Spektrums:
Wirkungsquerschnitte  hdngen  stark von der IBANDL (Jon Beam Analysis Nuclear Data

Inzidenzenergie des Teilchens bzw. des Library).
Riickstreuwinkels ab und konnen gegeniiber dem Rutherford-Wirkungsquerschnitt teilweise extrem
erhoht sein. Insbesondere bei Kohlenstoff, welcher eine grofle Rolle bei der Ladungsbestimmung
spielt, kann ein nicht-Rutherford-Effekt beobachtet werden. Es ist dabei ersichtlich, dass bei einer
Riickstreuenergie unterhalb von 1608 keV der Wirkungsquerschnitt fiir Kohlenstoft durch den non-
Rutherford-Effekt bis um den Faktor 10 erhoht ist (Abb. 2.4.1.1). Wirkungsquerschnitte fiir die non-
Rutherford-Effekt relevante Elemente C, N und O miissen experimentell bestimmt werden. Um die
Abweichung zum normalen Rutherford Wirkungsquerschnitt zu beriicksichtigen, wurden die Daten
fiir den non-Rutherford-Effekt (Quelle: SigmaCalc) von Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff in
das Programm SIMNRA importiert.
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2.4.1.2 RBS-Spektrenauswertung

Zur Bearbeitung der RBS-Spektren wurde das Programm SIMNRA 6.0 (Simulation Nuclear
Reaction Analysis) verwendet. Um ein einzelnes Element durch die Energie des zuriickgestreuten
Protons genau identifizieren zu konnen ist eine Kalibration in keV pro Kanal notwendig. Zu diesem
Zweck konnen verschiedene Standardproben beliebiger Dicke verwendet werden. Dabei ist wichtig,
dass die gewéhlten Elemente einen groBlen keV-Bereich abdecken. Oft wurden die Elemente
Kohlenstoff, Silizium, Gold oder Kupfer zur Kalibration verwendet, da ihre Riickstreuenergien im
Spektrum relativ weit voneinander entfernt sind. Die Riickstreuenergien von reinen Elementen unter
einem definierten Winkel und einer fixer Energie der Inzidenzteilchen sind tabelliert'”®. Trigt man
nun den Kanal (peak fiir Riickstreusignal eines bekannten Elements) gegen den tabellierten Wert
auf, kann aus dem Anstieg der Wert flir keV/Kanal abgelesen werden. Die Nullstelle beschreibt
dabei den Beginn des RBS-Spektrums in keV.

Die Zellexperimente wurden mit Polypropylenfolie als Trager durchgefiihrt, deren Hauptbestandteil
ebenfalls Kohlenstoff ist. Dadurch kommt es zur Uberlappung des zelluliren Kohlenstoffsignals
und des Tréagers. Daneben ist die Dicke der Probe iiber den gesamten Scanbereich inhomogen. Aus
diesen Griinden wurde nur das RBS-Spektrum aus der ROI analysiert, indem es mit Hilfe der

Software GeoPIXE fir diesen Bereich extrahiert wurde.

B) Experiment Ladung 136.1 nC
2000 - — Simulation Zele C, H_NO,
1 Schicht Dicke
1500 - — C pp-Folie (10" Atome/cm®)
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8 1000 + C zete 5-PP-Folie 41500
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Abb. 2.4.1.2 Extraktion des RBS-Spektrums und Simulation des Experiments. A) Nach der Selektion einer ROI (griin)
wurde das RBS-Spektrum fiir diesen Bereich mittels GeoPIXE extrahiert. B) Simulation (rot) des RBS-Experiments
(schwarz) mittels SIMNRA. Die Schichtdicke ist in der Einheit 10'> Atome pro Quadratzentimeter angegeben.
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Um die gewiinschten Informationen aus dem RBS-Spektrum zu gewinnen, wurde eine Simulation
des Experiments durchgefiihrt. Dabei wurde gemeinsam mit der Ladung die Dicke und
Komposition der Zelle variiert, bis sie den experimentellen Daten entsprachen (Abb. 2.4.1.2 B). Die
Simulation erfolgte, indem verschiedene Schichten in einem Layer-Modell der Probe erstellt
wurden (Abb. 2.4.1.2 B). Polypropylenfolie, Zelle und Nanopartikel wurden dabei als wesentliche
Schichten beriicksichtigt. In der Regel kann die Zelloberflache nicht als glatt iiber den gesamten
Scanbereich betrachtet werden. Aus diesem Grund wurde die in SIMNRA integrierte
Rauhigkeitsfunktion angewendet. Durch eine groBere Rauhigkeit werden die Protonen stéirker
gestreut, was sich in einen flacheren Anstieg der linken Flanke im Bereich zwischen 1400 und 1500
keV des RBS-Spektrum widergespiegelt. Als Quelle fiir den Wirkungsquerschnitt wurde die
Datenbank SigmaCalc von der der International Atomic Energy Agency (IAEA) verwendet'®.
Daneben ist IBANDL'Y (Ion Beam Analysis Nuclear Data Library) ebenfalls eine Quelle hoher
Reputation fiir Daten experimentell ermittelter Wirkungsquerschnitte. Da der Wirkungsquerschnitt
von Kohlenstoff einen sehr starken FEinfluss auf die Ladungsbestimmung zeigt, wurden die
experimentell ermittelten Wirkungsquerschnitte fiir Kohlenstoff von drei verschiedenen Autoren
verglichen. Unter Beriicksichtigung dieser Quellen, lag die ermittelte Abweichung der Ladung in

einem Kontrollexperiment maximal im Bereich von +/- 5 %.

2.4.2 Proton-induzierte Rontgenemission (PIXE)

PIXE (Proton-Induced-X-ray-Emission) wurde erstmals Anfang der 1970er Jahre in der
schwedischen Universitdt Lund von Sven Johansson etabliert'®. Im wesentlichen basiert die
Methode auf der Detektion von Rontgenstrahlung nach dem Beschuss einer Probe mit Ionen. In der
Regel werden dabei Protonen einer Energie von 2 — 3 MeV verwendet. Diese zeigen im Vergleich
zu Elektronen den Vorteil, dass sie eine grofere Probentiefe analysieren konnen und weniger
unelastische Stofe auftreten. Im Vergleich zu Elektronen zeigen Protonen ein deutlich besseres

Signal/Rausch-Verhiltnis'”. Dadurch wird die Analyse der biologisch relevanten
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Abb. 2.4.2-1 Typisches PIXE-Spektrum einer biologischen Probe. Gezeigt ist ein Einzelzellspektrum eines

Kontrollexperiments einer A549 Zelle ohne Nanopartikel Behandlung.

Spurenelementen Eisen und Zink iiberhaupt erst moglich und pradestiniert PIXE fiir die

biomedizinische Forschung. Durch den nicht-destruktiven Charakter der Methode konnte sie in

verschiedensten Disziplinen, wie z.B. der Kunst, Geologie oder Archédologie), erfolgreich eingesetzt

werden!!® 1,

Ein charakteristisches PIXE-Spektrum zeigt die typischen Rontgenlinien der in der Probe

vorhandenen Elemente und einen Bremsstrahlungs-Untergrund (Abb. 2.4.2-1). Dieser entsteht bei

der Umwandlung von kinetischer
Energie in elektromagnetische
Strahlung, wenn die lonen durch die
Wechselwirkung mit der Probe
abgebremst  werden.  Trifft ein
Inzidenzteilchen auf ein Atom der
Probe kommt es zu Stéfen zwischen
den Inzidenzteilchen und den
Elektronen. Dabei wird eine innere
Schale des Atoms mit einer gewissen
Wabhrscheinlichkeit ionisiert. Die bei
diesem Vorgang entstandene Liicke,
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Abb 2.4.2-2 Erlaubte Energieiibergdnge angeregter Elektronen eines
Atoms zwischen verschiedenen Schalen. Grafik adaptiert von S.
Johansson et al. (1995).

Energieniveaus der L- oder M-Schale aufgefiillt. Beim Ubergang von Elektronen in die energetisch
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niedrigere Schale wird eine fiir jedes Atom charakteristische Rontgenstrahlung, oft im Bereich von
1 — 40 keV, emittiert. Die emittierte Energie entspricht dabei dem Energieunterschied der am
Ubergang beteiligten Schalen. Der Ubergang erfolgt dabei nach bestimmten Auswahlregeln, welche
quantenmechanische Parameter wie den Spin und Drehimpuls der Elektronen beriicksichtigen (Abb.
2.4.2-2). Zum Nachweis der zelluldren Elementen P, S, CI, K, Ca, Fe und Zn sowie der meisten NP
relevanten Elemente (Al & Ti) wurden die K, und Ky Linie verwendet. Eine Ausnahme stellte CeO,
dar, da dieses Element im detektorsensitiven Bereich, zwischen 1 und 20 keV, ausschlieBlich iiber
die L-Linie identifiziert werden konnte.

Die Intensitdt des Signals der spezifischen Rontgenstrahlung eines Elements ist proportional zu
dessen Konzentration. Der Nachweis und insbesondere die Quantifizierung mittels PIXE am
Lipsion ist auf Elemente welche schwerer als Natrium sind (K, = 1.04 keV) begrenzt. Der Grund
dafiir ist die geringe Detektoreffizienz unterhalb von 2 keV bei Germanium-Halbleiterdetektoren
und der schwichende Einfluss verschiedener Absorber, z.B. Beryllium oder Polyethylenfolie,
welche die Photonenenergien leichterer Elemente stark absorbieren konnen. Daneben kann bei
leichten Elementen der Auger-Effekt die charakteristische Rontgenstrahlung eines Elements stark
abschwiichen. Beim Ubergang eines Elektrons von einen hohen in ein niedriges Energieniveau muss
die freiwerdende Energie nicht zwangslaufig als Rontgenquant emittiert werden. Sie kann auch auf
ein Elektron iibertragen werden, welches dadurch strahlungsfrei das Atom verldsst. Somit kann der
Auger-Effekt alternativ zur Rontgenemission stattfinden.

Fiir die biologisch relevante Elemente P, S, Cl, K, Ca, Fe und Zn, sowie fiir die NP-relevanten
Elemente Al, Ti und Ce, liegt die Nachweisempfindlichkeit im einstelligen ppm-Bereich. Die
typische Messzeit pro Probe lag dabei zwischen 30 Minuten und 2 Stunden.

Die peak-Fliche eines in Abb. 2.4.2-1 dargestellten Elements ist proportional zu dessen
Konzentration. Die exakte Berechnung der Konzentration erfolgte dabei unter Verwendung der im
Folgenden dargestellten Gleichung (2.4.2)"". Der Wert fiir die Anzahl der Inzidenzteilchen (N) ist
dabei durch die akkumulierte Ladung reprisentiert, welche zuvor aus dem RBS-Spektrum
gewonnen wurde. Auflerdem wurden die Werte fiir die Komposition und Dicke der Probe aus dem
RBS-Spektrum ermittelt und zur Berechnung der zelluldren Konzentration in die GeoPIXE

Software eingetragen.

S (E) dE (2.4.2)
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Y Ausbeute einer charakteristischen Rontgenlinie
Na Avogadro Konstante

Oz Fluoreszenzausbeute der ionisierten Schale

bx Intensitdtsanteil der Line X an der Linienserie
€ Detektoreffizienz

N Anzahl der Inzidenzteilchen

Cz Massenkonzentration des Elements

Az Massenzahl des Elements

Eo Inzidenzenergie der Protonen

E Energie der Protonen nach vollstdndiger Passage der Probe
oz Ionisationsquerschnitt

S (E) Bremsvermogen

Tz (E) Transmissionsterm

Unter Beriicksichtigung des Ilonisationsquerschnitts 6, kommt es mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit zur Ionisation der Elektronenschale. Dabei beschreibt die Fluoreszenzausbeute
oz die Wahrscheinlichkeit mit der es zur Emission von Photonen kommt. Uberschreitet die Dicke
der Probe ein gewisses MaB, ist der Rontgenabsorption innerhalb der Probe Rechnung zu tragen.
Dies geschieht durch den Transmissionsterm T (E). Bei den in dieser Arbeit untersuchten Proben
handelte es sich um wasserfreies biologisches Material mit einer Dichte um 1 g/cm’ und einer Dicke
deutlich unter 100 um. Aus diesen Griinden sind die untersuchten Proben in Zusammenhang mit der
PIXE-Analyse als sehr diinne Proben mit geringer Absorptionsfdhigkeit zu klassifizieren. Dies
wurde indirekt durch entsprechende STIM-Messungen bestitigt, bei denen der Energieverlust von

Protonen durch die Probe minimal war.

2.4.2.1 Spektrenauswertung mittels GeoPIXE II

Die Auswertung der PIXE-Spektren erfolgte unter der Verwendung des Programms GeoPIXE II'°.
Urspriinglich von Chris Ryan an der Universitit Melbourne fiir die Elementanalyse geologischer
Proben konzipiert, hat sich das Programm ebenfalls fiir die Auswertung biologischer Proben als
geeignet erwiesen. Besonders charakteristisch fiir das Programm ist die sogenannte ,,Dynamic
Analysis (DA) Methode'*. Diese erlaubt die konzentrationsabhingige, ortsaufgeldste und

grafische Darstellung der analysierten Elemente aus den einzelnen peaks des PIXE-Spektrums.
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Daneben erlaubt u.a. die DA-Methode die Auswertung der experimentellen Daten wéhrend des
Experiments. Eine weitere Stirke ist die gleichzeitige Kombination von Parametern wie
Bremsstrahlungs-Untergrund, pile-up, peak-tailing mit sogenannten nicht-linearen-Parametern, wie
die Absorber-Stéirke und die Detektor-Effizienz.

Es ist wichtig zu erwédhnen, dass durch die DA-Methode die Konzentrationsbestimmung auf
Einzelzellebene iiberhaupt erst mdglich ist. Dies ist durch die in der DA-Methode angewandte
Matrix zu begriinden, welche aus jedem Pixel im Scanfeld ein PIXE- , RBS- oder STIM-Spektrum
ausliest. Mittels GeoPIXE wurde das Spektrum, fiir die Region im Scanfeld in der sich die Zelle
befindet, extrahiert und ausgewertet. Eine Analyse des gesamten Scanbereichs wiirde naturgemail
zu einem wesentlichen Fehler beziiglich der Probendicke und der Ladung fiihren, da die Zelle meist
nicht im gesamten Scanbereich prdsent war und das Kohlenstoffsignal der Polypropylenfolie
ebenfalls zur Ladung und Dicke der Probe beitrégt.

Das Prinzip der DA-Methode ist nicht auf das PIXE-Signal beschrankt. So wurde mittels der Cut-
Funktion in GeoPIXE analog die ortsaufgeldste Elementverteilung fiir Kohlenstoff, Stickstoff und
Sauerstoff dargestellt. Hierbei wurde eine Korrelation mit zelluldren Strukturelementen Schwefel
und Phosphor beobachtet. Daneben konnte mittels CUT-Funktion der ortsaufgeloste Energieverlust
eines Teilchens grafisch dargestellt. Dies kann hilfreich sein, um die zelluldre Position der
Nanopartikel zu erkennen, da diese eine deutliche hohere Dichte als die Zelle aufweisen konnen

und STIM eine hohere Auflosung als PIXE ermoglicht.

2.4.3 Scanning Transmisson Spectroscopy (STIM)

Im Gegensatz zu PIXE und RBS ist die Transmissionsionenmikroskopie eine Niedrigstrom-
Technik. Sie nutzt den Energieverlust der Inzidenzteilchen nach der vollstindigen Passage durch die

Probe um diese zu charakterisieren'"

. Dadurch stellt die Dicke der Probe ein gewisses Limit fiir
diese Methode dar. Es wurde allerdings beobachtet, dass im Experiment von Kulturzellen auf
Polypropylenfolie immer eine STIM-Analyse moglich war, da die maximale Dicke beider

Schichten bei ca. 20 pm liegt.
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A)

RES- off-axis PIXE
Detektor '
Strahl .
+ > clo on-axis
H 2250 keV
STIM
Probe
Rontgendetektor

Abb 2.4.3 Ubersicht des STIM-Setups am Lipsion, welches zur Untersuchung biologischer Proben verwendet wurde.
A) Ubersicht der Detektor-Konfiguration der Nanosonde. Beim On-axis-setup befindet sich der STIM-Detektor direkt
hinter der Probe in Strahlachse. Im off-axis-setup betrug der Winkel zur Strahlachse ungefihr 45°. Darstellung nicht
malBstabsgetreu B) Ortsaufgeloste Darstellung des Energieverlustes der Inzidenzteilchen (STIM) durch A549-Zellen
nach NP-Behandlung (CeO,, 48h)

Generell unterscheidet man, je nach der Detektorposition, zwischen on-axis-STIM und off-axis-
STIM (Abb. 2.4.3). Bei on-axis-STIM befindet sich der Detektor genau in Strahlachse und Strome
unter 1 fA sind geeignet um ein ortsaufgeldstes Profil der Massenfldchendichte einer Probe zu
erstellen. Die entsprechende Einstellung des Stroms wurde durch den Einsatz sehr kleiner
BlendengrdfBien bei der Objekt- und Apertur-Blende realisiert. Der verwendete Winkel fiir off-axis-
STIM betrug in dieser Arbeit in der Regel 45°. Off-axis-STIM kann parallel zur PIXE- und RBS-
Analyse durchgefiihrt werden. Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein transmittierter Partikel
in den Detektor trifft stark von dessen Winkel zur Strahlachse und der Probenstruktur abhéngig. Das
off-axis-setup wurde in dieser Arbeit erginzend verwendet um die Position der Zelle im Scanfeld
rasch einzustellen und um ggf. die Kolokalisation der NP mit der Zelle in einer etwas hoheren
Aufldsung als PIXE darzustellen. Ahnlich wie beim Prinzip der Immunogold-Markierung®, in der
Transmissionselektronenmikroskopie, konnen MetalloxidNP durch ihre vergleichbar hohe Dichte
ein deutlich kontrastreicheres Signal zeigen.

Beziiglich der Analyse biologischer Proben hat sich STIM als hilfreich erwiesen. Ortega et al.
konnte zeigen, dass sich die Methode eignet, um die subzellulire Verteilung der

Massenfliachendichte (g/cm?) hochauflésend darzustellen''®

. Allerdings wurden dabei Heliumionen
als Inzidenzteilchen verwendet, welche bedingt durch ihre Masse einen deutlich hoheren Kontrast
als Protonen liefern. STIM kann somit alternativ zu RBS eingesetzt werden um die Dicke (g/cm?)

des Zell-Materials zu bestimmen. Allerdings ist in diesem Fall eine vorherige Kalibration mit
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einem Material &hnlicher Dichte und Komposition Voraussetzung. Im Falle von biologischen

Proben hat sich dabei Mylar-Folie als geeignet erwiesen.
2.4.3.1 STIM-Kalibration

STIM wurde eingesetzt, um die Dicke der Polyethylen-Folie zu bestimmen, welche als Absorber fiir
niedrige Photonenenergien wirkt und vor dem Rontgendetektor installiert ist. Dort schiitzt sie den
Detektor vor zuriickgestreuten Protonen. Um aus den aufgenommenen STIM-Daten einen Wert fiir
die geometrische Dicke zu extrahieren, ist eine vorherige Energie/Kanal-Kalibration des Systems
erforderlich. Dafiir wurden verschiedene Dicken von bekannten Standardmaterial untersucht. Dabei
zeigte sich Mylarfolie mit der Komposition C;oHsO, und einer Dichte von 1,38 g/cm’ als besonders
geeignet, da dieses Material laut Herstellerangaben die hochste Homogenitét (Abweichung von +/-
5 % bei einer Dicke von 6 um) beziiglich der Dicke, im Vergleich zu Polypropylenfolie, aufwies.
Erwartungsgemal zeigten beide Materialien eine lineare Abhéngigkeit des Energieverlustes (Abb.
2.4.3.1). Das Bremsvermogen einer Probe hdngt von der Dicke und elementaren Zusammensetzung
ab. Das Bremsvermogen fiir isolierte Elemente wurde in den Arbeiten von Ziegler, Biersack und
Littmark dargestellt und in der Software SRIM (Stopping and Range of Ions in Matter) zur
Anwendung gebracht''’. Mit Hilfe dieser Software kann der Energieverlust eines komplexen

Materials relativ genau approximiert werden.

A) B)
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Abb 2.4.3.1 Typische STIM-Analyse (on-axis) von Materialen unterschiedlicher Dicke A) Linearer Energieverlust

400

durch Polyethylenfolie mit je 15 pm Schichtdicke B) Energie/Kanal-Kalibrierung des STIM-setups unter Verwendung

verschiedener Lagen Polyethylenfolie.
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Der Energieverlust fiir verschiedene Dicken des Absorbers Polyethylenfolie wurden mit Hilfe der
Software SRIM ermittelt und anschlieend mit dem experimentellen Wert verglichen. Im letzten
Schritt wurde der Wert fiir die Dicke der Polyethylenfolie aus dem Punkt abgelesen, wo der SRIM-
Wert dem experimentellen Wert entsprach. Dadurch konnte eine Dicke von 54,5 +/- 0,1 um fiir vier

Lagen Polyethylen-Folie ermittelt werden.
2.4.4 Aufbau und Kalibration des Rontgendetektors

Generell sind bei der Rontgenfluoreszenzanalyse Detektorkristalle aus Germanium oder Silizium
iiblich. Detektoren mit Germaniumkristall bieten den Vorteil bei gleicher Energieauflosung (150 eV
FWHM bei 5,9 keV) eine grofere aktive Fliche des Kristalls zu ermdglichen. Daneben sind
Germaniumdetektoren durch ein sehr gutes Signal-zu-Untergrund-Verhéltnis gekennzeichnet. Die
aktive Fldche des am Lipsion eingesetzten Germaniumkristalls betrdgt 95 mm? (Abb. 2.3.6.1 A).
Um die Elektronen abzuleiten, ist auf der Oberfliche des Detektorkristalls ein Frontkontakt aus

Gold unbekannter Dicke aufgebracht.

A)

' i Polyethylen-Folie
Germanium-Kristall Gold-Frontkontakt 4 xy15 :/Jm)

(1 cm®)
/ / - /

Vakuum

Beryllium-Fenster (25 pm) Zirconium-Blende

Abb. 2.4.4.1 Prinzipieller Aufbau des Rontgendetektors A) Schematische Konfiguration des Lipsion-Setups B)
Darstellung ohne Frontkontakt, Zirconium-Blende und Polyethylen-Folie des verwendeten Germaniumdetektors der
Firma CANBERRA'®. An der Spitze befindet sich braun dargestellt das Beryllium Fenster., welches eine Dicke von 25

pm aufweist.

Zum Abschluss des Vakuums sowie zum Schutz des Detektors vor zuriickgestoBenen Protonen, sind
ein Berylliumfenster (25 pm Dicke) und 4 Lagen Polyethylen-Folie (60 pm Dicke) am Eingang des
Detektors installiert. Eine Zirkoniumblende verkleinert die aktive Fliche des Detektors und
verhindert eine potentielle Rontgenfluoreszenz durch die Eisenwand des Detektorrohrs.

Um eine Aussage iiber die absolute zelluldre Konzentration eines Elements treffen zu konnen, war
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eine Kalibration des Rontgendetektors erforderlich. Dazu wurde eine multi-Mineral-Standardprobe
der Firma Astimex verwendet, welche fiir jedes Element in der jeweiligen Verbindung eine
zertifizierte Konzentration angibt (Abb. 2.4.4.1 A). In dem die Dicke der verschiedener Absorber
Poylethylenfolie, Beryllium und Gold charakterisiert wurde, konnte unter Verwendung bekannter
Parameter, wie Z.B. Form/aktive Fliche des Germanium-Kristalls, Auflosung des Rontgendetektor,
mit Hilfe der Software GeoPIXE der Transmissions- und Effizienzterm des Detektors beschrieben
werden (Abb. 2.4.4.2 B & C). Der Transmissionsterm beschreibt die Absorption von Photonen
durch eine Polyethylenfolie, welche vor dem Detektor installiert ist, um diesen vor zuriickgestreuten
Protonen zu schiitzen. Im Effizienzterm spiegelt sich im vorderen einstelligen Energiebereich das
Absorbtionsvermdgen des Beryllium-Fensters und insbesondere bei 2,3 keV die Absorbtionskante

des Gold-Fontkontakes wieder.
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Abb. 2.4.4.2Bestimmung wichtiger Detektorparameter zur Kalibration des Rontgendetektors mittels Multi-Mineral-
Standard A) Standardprobe der Firma Astimex, welche Mineralien enthélt die auf synthetischer Basis oder aus seltenen
Erden gewonnen wurden. B) Transmissions-Term des Rontgendetektors, welcher die Schwichung der Photonenenergie
durch den Absorber Polyethylenfolie beschreibt. C) Effizienzkurve des Rontgendetektors welche Parameter wie
Auflésung oder aktive Flache des Kristalls sowie direkte Absorber wie das Beryllium-Fenster oder den Gold-

Fontkontakt beriicksichtigt.

Da im Gegensatz zum RBS-Detektor der Abstand zwischen Rontgendetektor und Probe variiert
werden kann, erfolgte die Kalibration des Rontgendetektors bei verschiedenen Probenabstdnden.
Dabei wurden Elemente verwendet, deren charakteristische Rontgenstrahlung gréBer als ungefahr
12 keV ist, da diese nicht von den Absorbern beeintrachtigt wurde.

Der Abstand zwischen Probe und Rontgendetektor wird {iber den Raumwinkel im Effizienzterm des
Rontgendetektors beriicksichtigt und ist deshalb ein wichtiger Parameter zur Berechnung der

Konzentration. Der Probenabstand wurde ermittelt, indem dieser im Effizienzterm so lange variiert
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wurde bis die gemessene Konzentration eines Standardelements mit der zertifizierte Konzentration

iibereinstimmte. Bei biologischen Proben wurde der geringstmogliche Abstand zwischen Probe und

Rontgendetektor bei 30,3 mm beobachtet.

2.5 Biophysikalische Methoden

2.5.1 Massenspektrometrische (ICP-MS) Elementquantifizierung von Zinkionen

Erginzend zu lonenstrahlmikroskopie wurde die Methode der Massenspektrometrie angewendet, da
erstere es nicht erlaubt die Konzentrationsbestimmung von Zinkionen in wissriger LOsung
vorzunehmen. Ein grof3er Vorteil der Massenspektrometerie mit induktiv gekoppelten Plasma (Abb.

2.5.1) ist, die meisten Elemente des Periodensystems iiber einen sehr grolen Bereich, von Gramm

bis Nanogramm, quantifizieren zu kénnen.
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Abb. 2.5.1 Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers mit induktiv-gekoppelten-Plasma
(ICP-MS)'".

In der vorliegenden Arbeit kam, in Kooperation mit Prof. C. Gao, die Massenspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma zum Einsatz (ICP-MS, X Series - Thermo Scientific), welche den
Analyt bei Temperaturen zwischen 5000 — 10000 °C ionisiert, wodurch ein Plasma entsteht.
AnschlieBend werden die Ionen durch ein statisches elektrisches Feld mobilisiert und beispw. durch
einen elektrischen Quadrupol nach dem Masse-Ladungs-Verhiltnis (m/q) aufgetrennt. Das

Wechselfeld der Stabelektroden konnen nur Ionen mit einem bestimmten Masse-Ladungs-Verhéltnis
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passieren, wihrend andere mit den Stabelektroden kollidieren. AnschlieBend werden die Ionen
beziiglich ithrer Geschwindigkeit bzw. Richtung vom Detektor (bspw.
Sekundérelektronenvervielfacher) registriert und mit Hilfe einer Kalibrationskurve kann die
Konzentration des Analyten in der Probe ermittelt werden.

Zur Durchfiihrung wurden ZnO-NP entsprechend Kap. 2.1.1 prépariert und in einer Konzentration
von 30 pg/ml in Puffer oder Kulturmedium verdiinnt. Zur vollstindigen Einstellung des
Gleichgewichts zwischen Zinkionen und ZnO-NP wurde die Losung jeweils 3 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Trennung zwischen Zinkionen und ZnO-NP durch
Zentrifugation (30 Minuten) gemiB Gleichung 2.5.1. Vom Uberstand wurden jeweils 100 pl fiir die

Probenpréiparation zur massenspektrometrischen Analyse verwendet.

t = 92” h
2 10t (2 BR) e (P20 = Pio) (2.5.1)
t Zeit in Stunden
1700 Radius ZnO Nanopartikel
[Zentrifuge Radius Zentrifuge
rpm Umdrehungen pro Minute
h Hoéhe des Gefilles
n Viskositét
Pzno Dichte ZnO Nanopartikel
Pr20 Dichte Wasser

Um die Probe vollstindig aufzulésen und um Inhomogenititen zu vermeiden, wurde vor der
Analyse die Probe mit Sdure (Mischung aus HCI und HNO3 im Verhéltnis von 3:1) behandelt. Es
wurden jeweils 100 pl Probe mit 100 pl Sdure fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz mit 900 pul Wasser vermischt und 10 Minuten bei 600 rpm
zentrifugiert. Vom Uberstand wurden jeweils 100 pl Probe entnommen und mittels ICP-MS
analysiert. Zur Quantifizierung der Zinkionen wurde eine Kalibrationskurve mittels ZnCl> erstellt,

welche parallel analysiert wurde.
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2.5.2 Bestimmung des zelluléiiren Volumens

Um die Konzentration aufgenommener NP pro einzelner Zelle zu bestimmen, ist es notwendig das
zelluldre Volumen zu ermitteln. Dies ist theoretisch mittels STIM moglich, da diese Methode die
Dicke einer adhdrenten Zelle mit einer Ungenauigkeit im zweistelligen Nanometerbereich
bestimmen kann. Durch RBS-Untersuchungen ist bekannt, dass
adhdrente Zellen der A549-Zelllinie eine ungefdhre Dicke im \
Bereich zwischen 5 — 15 um zeigen (Annahme Dichte 1 g/cm’). i
Allerdings kann die Dicke dort durch die Rauhigkeit einer 5
denaturierten Zelle stark schwanken. Daneben stellt eine adhirente - %
Zelle eine komplexe geometrische Funktion dar, welche bestenfalls
als halber Ellipsoid mit lokal starken Dickeschwankungen
beschrieben werden kann. Aus diesen Griinden wurde ein
Mittelwert des zelluldren Volumens, von in Suspension befindlichen
A459-Zellen, welche als Kugel betrachtet werden konnen, gebildet. Abb. 2.5.2 Bestimmung des

. . . .. zelluliren Durchmessers von in
Da A549-Zellen zur Klasse der Epithelzellen gehoren zeigen sie die  gyspension  gewachsenen  A549

Zellen mittels konfokaler
Mikroskopie. =~ Weifler ~ Balken

sich an das Volumen nach vorheriger Trypsinierung der Zellen zu entspricht 20 pm.

starke Tendenz auf der Oberfliche zu adhéarieren. Somit bietet es

bestimmen. Dies kann jedoch zu einen groBlen Fehler fiihren, da

120 Aus diesem Grund wurden

sich durch die Trypsinbehandlung das zelluldre Volumen dndern kann
die Zellen nach der Trypsinierung fiir 24 Stunden auf dem hydrophoben Material Polypropylenfolie
kultiviert, was deren Adhérenz stark verminderte. Der zellulire Durchmesser wurde mittels eines
konfokalen Mikroskops unter Verwendung eines UV-Lasers von 488 nm bestimmt (Abb. 2.5.2). Zur
Berechnung des intrazelluldren Volumens wurde die Gleichung zur Berechnung des Volumens einer

Kugel verwendet (V = 1/6 ©t &°).

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Kultivierung von Lungenzellen (A549)

In dieser Arbeit wurden fiir die Zellkulturexperimente humane Lungenepithelzellen (A549)'!
verwendet, welche ein in-vitro-Modell fiir Typ-II-Pneumozyten darstellen. Die Kultivierung

erfolgte mit RPMI 1640 (supplementiert mit Streptomycin, Penicillin und ggf. 10 % FKS) in

Flaschen (75 cm?), Mikrotiterplatten oder den fiir die Ionenstrahlanalyse konzipierten
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Probenhaltern, deren Boden mit Polypropylenfolie beschichtet war, statt. Das Inkubieren der Zellen

fand unter 37°C bei 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank statt.

2.6.2 Einfrieren und Auftauen von kultivierten Zellen

Um Zellen einzufrieren, wurden Zellsedimente in 800 pl sterilem FKS resuspendiert, 200 pl steriles
DMSO (Endkonzentration 20 %) hinzugegeben und bei — 80 °C in einem Kryoréhrchen
eingefroren. Zum Auftauen wurde dieses Kryordhrchen im Wasserbad (37°) gelagert, bis der
fliissige Zustand erreicht war. Um das Gefriermedium zu entfernen, wurde die Losung zentrifugiert
(300 g, 5 min) und anschliefend in 1 ml Kulturmedium (RPMI 1640, 10% FKS) zur weiteren

Verwendung resuspendiert.

2.6.3 Passagieren von A549 Zellen

Bevor die Zellen passagiert wurden musste unter dem Mikroskop tiberpriift werden, ob sie sich im
konfluenten Stadium befinden. Zuerst wurde das Medium abgesaugt und durch 5 ml sterile PBS-
Losung ersetzt. Nach einer Waschphase von einer Minute wurde PBS abgesaugt und 5 ml Trypsin-
Losung (auf 37 °C vorgewdrmt) hinzupipettiert. Wahrend der Inkubationszeit (ca. 5 Minuten)
wurde unter dem Mikroskop kontrolliert, ob sich die Zellen vom Flaschenboden geldst haben (Beim
Nichtlosen wurde leicht seitlich an den Flaschenboden geklopft).

Zur Inaktivierung von Trypsin wurde 5 ml RPMI 1640 Medium in die Flasche pipettiert und der
Inhalt in ein Zentrifugenrdhrchen (15 ml) {iberfiihrt. Dabei ist Trypsin durch den Uberschuss an
Protein nicht mehr in der Lage zelluldres Protein signifikant zu verdauen. Um restliche Zellen aus
der Zellkulturflasche in das Zentrifugenréhrchen zu iiberfithren, wurde die Flasche mit 5 ml PBS
gespiilt und diese Losung ebenfalls in das Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt. AnschlieBend erfolgte die
Zentrifugation bei 300 g fiir 5 Minuten. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgesaugt
und das Pellet in 1 ml RPMI 1640 (supplementiert mit Streptomycin, Penicillin, 10 % FKS)
resuspendiert. Durch Zugabe von 9 ml des gleichen Mediums erfolgte eine Verringerung der
Zellkonzentration. Von dieser Losung wurden 10 ml in eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?)

uberfiihrt.
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2.6.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit der Neubauer-Zahlkammer durchgefiihrt. Zur
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen wurden diese vor der Zahlung mit Trypanblau
(0,8 %) versetzt (50 pl Zellsuspension + 50 Trypanblau-Losung, Inkubation fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur). Nur tote Zellen konnen diesen blauen Farbstoff in das Zytosol aufnehmen, da
ihre Zellmembran zerstort ist.

Zur Zéhlung wurde das Pelett einer konfluenten mittleren Zellkulturflasche (75 cm?) in 5 ml PBS
resuspendiert und 1:10 mit PBS verdiinnt. Auf jede Seite der Zdhlkammer wurden 20 pl dieser
Konzentration aufgetragen und vier Grofquadrate ausgezdhlt. Unter Beriicksichtigung des

Kammerfaktors (10*) wurde die Zellzahl mit Hilfe von Gleichung 2.6.4 berechnet.

gezdhlte Zellen

Zellzahl Pellet = 2 x 5 x 10 x 10* (2.6.4)

Nach erneuter Zentrifugation (300 g, 5 Minuten) wurde das Pellet in einem entsprechenden

Volumen resuspendiert, so dass die Konzentration der Zellsuspension 1 Million Zellen/ml betrug.
2.6.5 Toxizitiatsnachweis
2.6.5.1 MTT-Test

Beim MTT-Test handelt es sich um einen etablierten und weit verbreiteten Schnelltest zur

semiquantitativen Bestimmung von Uberleben bzw. Zelltod von Kulturzellen'?

. Das Prinzip basiert
auf der Ringspaltung des wisserldslichen gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) durch aktive mitochondriale Dehydrogenasen vitaler Zellen

zum wasserunldslichen dunkelblauen Formazan (Abb. 2.6.5.1).

Q_%N\F\k O/L.r \I’

Formazan
Abb 2.6.5.1 Zytotoxizititstest durch Reduktion von MTT zu Formazan
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Im Gegensatz zur frither vorherrschenden Meinung wird MTT nicht ausschlieBlich von der
mitochondrialen Succinat-Dehydrogenase reduziert sondern groftenteils von NADH- und NADPH
abhingigen Oxidoreduktasen, welche extramitochondrial lokalisiert sind'*® '**, Der MTT-Test ist
somit kein direktes Mal} fiir die Zellatmung sondern fiir die gesamte zellulire proliferative,
zytostatische oder zytotoxische Aktivitét.

Zur Durchfiihrung wurden A549-Zellen (ca. 1000 Zellen/Kavitdt in 80 ul), wie bereits beschrieben,
in 96er-Mikrotitterplatten eingesét und fiir 24 h bei 37°C, 5% CO, kultiviert. Im Anschluss daran
wurde das Kulturmedium gegen Medium (80 ul/Kavitdt) getauscht, welches das entsprechende
Agens (in der Regel NP) in der gewlinschten Verdiinnung enthielt. Nach der Inkubationszeit wurden
zu den 80 pl Reaktionsvolumen jeweils 8,8 pl einer steril filtrierten MTT-Losung (5 mg/ml)
gegeben und fiir weitere 3 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurde das gesamte
Volumen abgesaugt und die Formazankristalle in DMSO (200 ul) gelost. Dabei erfolgte ein
Farbumschlag ins blau-grauliche. Da die exakte Messung der Extinktion durch Zellfragmente oder
NP beeinflusst werden kann, wurde jeweils 150 ul der DMSO-Losung in Eppendorf-Tubes
iiberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 11.000 rpm zentrifugiert. 80 pl dieses Uberstandes wurden in eine
neue 96er-Mikrotitterplatte iiberfiihrt. AnschlieBend wurde mittels ELISA-Reader die Extinktion bei

einer Wellenldange von 550 nm, sowie einer Referenzwellenldnge 630 nm, ermittelt.

2.6.5.2 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Eine weitere Moglichkeit die Toxizitit von NP zu bewerten, ist der Nachweis von intrazelluldren
reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS). Molekiile dieser Art enthalten oft Sauerstoff, sind duBerst
reaktiv und kdnnen mit einer sehr grolen Anzahl von Reaktionspartnern wechselwirken.

Die von Fluorescein abgeleitete Verbindung 2’7-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat (DCFH-DA)
dient als Indikator, denn durch Sauerstoffradikale wird diese Verbindung =zu 2’7-

Dichlorofluorescein umgewandelt (Abb. 2.6.5.2).

DCFH-DA DCFH DCF

Abb. 2.6.5.2 Umsetzung der auf Fluorescein basierten Verbindung DCFH-DA zum Nachweis reaktiver

Sauerstoffspezies. Grafik adaptiert von D. G. Harrison et al.'?.
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Dieses Endprodukt zeigt ein Extinktionsmaximum bei 495 nm und ein Emissionsmaximum bei 629
nm, wodurch die ROS-Bildung quantifiziert werden kann.

Es wurden 150000 Zellen pro Kavitét in eine 6-Well Platte eingesét und fiir 24 h kultiviert. Nach
der NP-Inkubation wurden die Zellen mit 10 uM DCFH-DA (in RMPI 1640, 10% FKS) fiir 30
Minuten bei 37°C in Dunkelheit inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiinf mal mit PBS (ohne
Kalzium) gewaschen und trypsiniert, um sie mittels Durchfluzytometrie (BD FACS Calibur) bei
einer Anregungswellenlinge von 488 nm zu analysieren. Fiir jedes Experiment wurden dabei

mindestens 10000 Ereignisse gesammelt.
2.6.5.3 Freisetzung von Lactatdehydrogenase (LDH)

Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym der Glykolyse (Gleichung 2.6.5.3.1), das in fast in
jedem Zelltyp im Zytosol vorkommt. Durch einen zytotoxischen Effekt kann die Zellmembran
beschidigt werden, was die Freisetzung von LDH zur Folge hat. Durch die Oxidation von Pyruvat
entsteht NAD", welches im Gegensatz zu NADH ein Extinktionsmaximum bei 340 nm zeigt.
Dadurch kann das Ausmall der zelluliren LDH-Freisetzung photometrisch quantifiziert werden.
Dabei ist zu beachten, dass beispielsweise durch den Serumgehalt im Kulturmedium stets eine

Basis-Aktivitdt von LDH besteht, welche vom Messwert zu subtrahieren ist.

. LDH N
Lactat + NAD — =  Pyruvat+ NADH+H  (2.6.5.3.1)

Zur Durchfiihrung wurden 5000 Zellen pro Kavitdt in eine 96-Well Platte eingesdt und fiir 24 h
kultiviert. Nach der NP-Inkubation wurden die Zellen mit 100 pul CytoTox-ONE (Produkt G7890)
versetzt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch
Zugabe von 50 pl Stop-Losung beendet. Im nédchsten Schritt wurden jeweils 50 pl der
Reaktionslosung in eine neue Mikrotiterplatte mit 96 Kavitdten iiberfiihrt, und das Ausmal3 der
LDH-Produktion photometrisch durch die Extinktion bei 490 nm bestimmt. Um die maximal
mogliche LDH Freisetzung zu bestimmen wurde eine Positivkontrolle angefertigt, indem die Zellen
vor der Behandlung mit CytoTox-ONE mit einer Lyse-Losung, fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur, behandelt wurden. Im letzten Schritt wurde die prozentuale Toxizitdt nach

Gleichung 2.6.5.3.2 berechnet.

exp.Messwert — Kulturmedium Hintergrund

Toxizitit —
proz. Soxiza maximale LDH Freisetzung — Kulturmedium Background (2.6.5.3.2)
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2.7 Statistische Auswertung

Die Daten sind jeweils, soweit moglich und nicht anders angeben, als arithmetischen Mittelwert mit
Standardfehler  dargestellt. Bei den  Experimenten mit Kulturzellen wurde die
Konzentrationsbestimmung in einer Einzelzelle (n = 1) als unabhidngige Messung betrachtet. Bei
der Konzentrationsbestimmung in Lungengewebe wurde die Analyse von jeweils einem Tier (n = 1)
als unabhdngige Messung verwendet. Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm Origin
(Version 8.0) und die Statistiksoftware Prism (Version 5.0) verwendet.

Die Daten wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepriift und anschlieend
entweder mit dem Student's T-Test (normalverteilte Daten) oder mit dem Mann-Whitney-U-Test
(keine Normalverteilung) auf signifikante Unterschiede getestet.

Zum Vergleich von mehr als zwei Versuchsgruppen wurde ein ANOVA durchgefiihrt. Unterlagen
die Messdaten keiner Normalverteilung, wurde ein einfaktorieller ANOVA nach Kruskal-Wallis
durchgefiihrt. Als Post-hoc-Test wurde der Dunnett-Test eingesetzt. Die Signifikanzschwelle wurde

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 angegeben.

Um zu tiiberpriifen, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen zwei Gro3en bestand, wurde der

Korrelationskoeffizient nach Pearson verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Tiefenprofilanalyse (Z-Achse) der zelluléiren Nanopartikelaufnahme anahnd des Protonen-

Riickstreusignals
3.1.1 Rutherford-Riickstreu-Analyse von biologischen Proben

Eine Stirke der Ionenstrahlmirkroskopie ist, im Vergleich zur Elektronenstrahlmikroanalyse, durch
das Riickstreusignal eine Tiefeninformation der NP-Verteilung zu liefern.

Die RBS-Daten wurden fiir jede einzelne Zelle durch eine Simulation mit Hilfe des Programms
SIMNRA gefittet und dadurch die Parameter, mittlere Dicke der Einzelzelle, Komposition und
Ladung, dem Experiment bestimmt (Abb. 3.1.1.1). Werden diese Parameter mit der Ausbeute der
charakteristischen Rontgenstrahlung kombiniert, ermdglicht dies die Konzentration des jeweiligen
Elements in der Probe zu berechnen.

Bei der Ionenstrahlanalyse biologischer Proben stehen generell zwei verschiedene
Tragermaterialien  zur Verfiigung, auf Polymeren basierende Folien oder Siliziumnitrid-
Membranen. Beide Varianten generierten im RBS-Spektrum ein sehr starkes Signal, welches mit
den zelluldren Signalen von Kohlenstoff oder Stickstoff iiberlappt. Im Vergleich zwischen
Polypropylenfolie und Si;Ns-Fenster konnten im Mittel dhnliche Werte fiir die mittlere Dicke der
Einzelzellen und die zelluldire Komposition bei NP-unbehandelten Kulturzellen ermittelt werden.
Letztendlich wurde Polypropylenfolie anstelle von SizNy4 als Trager gewihlt, da dieses Material
einfacher zu handhaben und deutlich preiswerter ist. SisN4-Fenster neigen bedingt durch eine Dicke
um 200 nm zum Bruch und haben mit 450 Eur/cm? einen deutlich hoheren Preis im Vergleich zur
Polypropylenfolie, welche mit 43 Eur/cm?* deutlich weniger kostet.

Bei der Einzelzellanalyse auf Polypropylenfolie konnte eine Uberlappung zwischen dem
Kohlenstoffsignal des Triger- und Zellmaterials beobachtet werden (Abb. 3.1.1.1 B). Allerdings ist
es durch die konstante Dicke der Polypropylenfolie moglich, die Dicke der Zelle zu bestimmen.
Durch den Vergleich mit dem Tridgermaterial SisN,, konnte der Wert fiir die mittlere Dicke der

Einzelzellen und der Wert fiir die Kohlenstoffkonzentration bestétigt werden.

Im Fall der Gewebeanalyse kam DePeX oder Limonen, welche beide ein auf Kohlenwasserstoff
basierendes Tragermaterial fiir die Mikroskopie darstellen, zum Einsatz. Bei der Gewebeanalyse
konnte durch den unterschiedlichen Kohlenstoffgehalt von Prdparat und Trigermaterial (Abb.

3.1.1.1 A) die Dicke des Gewebeschnitts ermittelt werden. Im Vergleich zu Kulturzellen zeigt das
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Gewebepriparat durch die Einbettung mit dem Tragermaterial eine deutlich grofere Dicke. Dies

birgt die Gefahr, dass sich die Probe wihrend der Messung auflddt und fiihrt zu mehr

Riickstreuereignissen im niederenergetischen Bereich unterhalb von 1000 keV durch multiple

StoBereignisse in tieferen Schichten der Probe.

A)

1200

1000

800

600

Zahler

400

200

T
1400

. Experiment
E t
F;Pe”me” B ) —— Fit: Zelle
— — Fit: PP-Folie
PP-Folie 12004  Simulation
1000 -~
800
/ 600 - fixe
N { Dicke [<—
/ 400
O
/ 200
T 1 0 -
1600 1800 1400 1600 1800
keV keV

Abb 3.1.1.1 Analyse des Riickstreusignals von A549-Zellen auf Einzelzellebene. A) Gesamtsimulation des RBS-

Experiments (Zelle mit Polypropylenfolie als Triger) B) Aufteilung der Gesamtsimulation in den Anteil des zelluldren

Materials (rot) und das Material des Tragers (schwarz). C) Ortsaufgeloste Darstellung der zelluldren Matrixelemente.

Der weille Balken reprisentiert jeweils 5 Mikrometer.
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Abb. 3.1.1.2 RBS-Analyse einzelner Alveolen A) Riickstreuspektrum von Pridparat und Tridgermaterial B)

Ortsaufgeloste Darstellung der Matrixelemente. Der weille Balken entspricht jeweils 50 pm.
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Unter Anwendung der CUT-Funktion des Programms GeoPIXE konnte eine ortsaufgeldste
Darstellung der mittels RBS analysierten Matrixelemente Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff
erreicht werden (Abb 3.1.1.1 C, Abb. 3.1.1.2 B).

Das Ziel der RBS-Analyse ist die Komposition und Dicke der jeweiligen Zelle zu ermitteln, und die
absolute Anzahl der Protonen (Ladung) zu bestimmen, welche mit der Zelle liber den gesamten
Zeitraum der Messung in Wechselwirkung getreten sind. Ein typisches Ergebnis dieser Parameter
ist flir alle analysierten biologischen Proben in Tabelle 3.1.1 dargestellt. Die Proben umfassten
primdre Typ-II-Pneumozyten, die A549-Zellline, und Lungengewebe der Maus.

In Abhiéngigkeit des biologischen Materials konnte eine weitestgehend gleichbleibende
Zusammensetzung der Matrixelemente beobachtet werden, welche im Mittel der Summenformel
C73H10N110y7 entsprach. Bei allen Lungenzelltypen schwankte die Dicke zwischen ca. 4000 und
90000 10" Atome/cm?. Bei einer theoretischen mittleren Zelldichte von 1 g/cm® entspricht dies etwa
einer geometrischen Dicke von 0,4 bis 9 Mikrometern. Polypropylenfolie mit der Komposition
C;Hs und einer Dichte von 0.92 g/cm’, hat bei einer Dicke von 40000 10" Atome/cm’ eine
geometrische Dicke von 4 um.

Die zelluldren Elemente P, S, CI, K, Ca, Fe, Zn zeigten im Vergleich zu den Matrixelementen C, H,
N und O eine deutlich geringere Signalausbeute und unterlagen  groferen
Konzentrationsschwankungen bei der RBS-Analyse. Die genannten zelluldren Elemente liegen im
RBS-Spektrum teilweise relativ nah beieinander (bspw. Phosphor: 1978 keV, Schwefel: 1987 keV).
Bedingt durch deren geringe Konzentration und einer Auflosung des RBS-Detektors von 10 — 20

keV, ist eine Separierung dieser Elemente nicht immer vollstdndig moglich.
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Tabelle 3.1.1 Typische zelluldre (Komposition und Dicke) und experimentelle (Ladung) Parameter, welche durch die
RBS-Analyse fiir unterschiedliche Lungenzelltypen ermittelt wurden. Es sind jeweils Zellen oder Gewebe ohne NP-

Behandlung gezeigt. Die Komposition der wesentlichen Matrixelemente (C, H, N, O) ist jeweils in Prozent dargestellt.

Komposition A459-Zellen  AT-II Zellen Lungengewebe
Zellline Ratte Maus

% % %

C 31.00 33.00 32.00
H 56.30 55.85 63.45
N 8.50 7.30 2.00
O 3.50 2.50 2.00
Na 0.20 0.70 0.30
Cl 0.02 0.10 0.15
P 0.25 0.30 0.05
S 0.20 0.20 0.05
K 0.03 0.05 0.05
Ca 0.00 0.00 0.00
Dicke (10" Atome/cm?) 14000 4800 90000
Ladung (nC) 0.573 0.579 0.384

3.1.2 RBS-Analyse im zelluléiren Kontext

Die zellulire Aufnahme der NP konnte durch das Riickstreusignal untersucht werden, da
internalisierte Partikel von zelluliren Material bedeckt sind, wodurch sie bei einem
Riickstreuereignis zusétzlich Energie verlieren. Die resultierende Verschiebung erlaubte zwischen
internalisierten und an der Oberfliche adsorbierten Partikeln zu unterscheiden. Die Analyse des
Riickstreusignals erfolgte unter Verwendung eines Layermodells, wobei die Zelle und der Triager
Polypropylenfolie den grofiten Massenanteil bilden. Innerhalb der Zelle wurde zwischen weiteren
Layern unterschieden, wobei beispielsweise den aufgenommenen Nanopartikeln ein eigener Layer
zugewiesen wurde. Mit Hilfe des Layermodells wurden die experimentellen Daten gefittet. Dadurch
war es moglich zu unterschieden, ob sich der NP an der Zelloberflache befindet oder internalisiert
wurde.

Durch die Aufnahme des NP wurde eine typische Verschiebung des Protonen-Riickstreusignals von
30 keV beobachtet. Das entspricht einer Lokalisation der NP in ca. 1,2 um Tiefe. Das
Auflosungsvermogen (Halbwertsbreite) des RBS-Detektors betrdgt etwa 10 keV. Das entspricht
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einer Z-Achsen-Auflosung von 400 nm.

Durch die Ladungsmessung konnte beobachtet werden, dass nur ein geringer Anteil der Protonen
von den Zellen und der Polypropylenfolie absorbiert wurden. Folglich kann davon ausgegangen
werden, dass in jeder zelluldren Z-Achsen-Position ein Riickstreuereignis detektiert werden kann.
Um diese Annahme zu iiberpriifen wurde unter Einsatz des bekannten Bremsvermdgens fiir die
einzelnen Matrixelemente und unter Verwendung der Software SRIM'® (Stopping and Range of
Ions in Matter) das Absorptionsvermogen einer biologischen Probe bestimmt. Abb. 3.1.2 A) zeigt in
diesem Zusammenhang eine simulierte Tiefenprofil-Analyse von Polypropylenfolie mit der
Komposition C;Hs und einer Dichte von 0,92 g/cm’. In diesem Material ist eine maximale
Penetrationstiefe von 2250 keV Protonen von ca. 80 pum gegeben. Da mittels konfokaler
Mikroskopie ein mittlerer Durchmesser von 16,0 +/- 1,6 um fiir in Suspension befindliche A549-
Zellen (kugelformig, nicht adhérent) ermittelt werden konnte, ist die Analyse des Riickstreusignals

von NP somit in jeder zelluldren Schichttiefe zugénglich.

Fir die Elemente der Metalloxid-NP ist, auf Grund ihrer Atommasse, eine unterschiedliche
Ausbeute des Riickstreusignals zu erwarten. Deshalb wurde die Lage und Intensitdt des
Riickstreusignals der NP Al,Os;, CeO,, Fe,0;, TiO, und ZnO in einer Kontrollmessung bestimmt
(Abb. 3.1.2 B). Dazu wurde jeweils eine Probe mit einer sehr diinnen NP-Schicht angefertigt, indem
eine NP-Wasser-Suspension tropfchenweise luftgetrocknet und groBflachig analysiert wurde. Dabei
konnte eine starke Variation der Signalintensitit zwischen den verschiedenen NP-Elementen
festgestellt werden, welche durch den Wirkungsquerschnitt begriindet werden kann. Die NP Al,O;,
CeO; und ZnO sind zum Studium des zelluliren RBS-Signals am besten geeignet, da sie in einer
relativ hohen Konzentration aufgenommen werden und das Riickstreusignal eine relativ hohe
Ausbeute zeigt. Die zellulire RBS-Analyse von Fe,O; und TiO, ist durch die relativ geringe
Signalintensitit des Riickstreusignals nur begrenzt mdglich und héngt stark von der aufgenommen

NP-Menge ab.
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Abb 3.1.2 Tiefenprofilanalyse kohlenwasserstoffhaltigen Materials und RBS-Oberflachensignale NP relevanter
Elemente A) Protonen (2250 keV) kdnnen das Material Poylpropylenfolie bis zu einer Tiefe von ca. 80 pm penetrieren.
Die Simulation des Experiments erfolgte mit Hilfe der Daten des Bremsvermdgens von J. F. Ziegler und J. P. Biersack
sowie der Software SRIM B) Verhéltnis der Signalausbeute von Oberflachensignalen (RBS) einzelner Metalloxid-NP.
Nach der Préparation und Losung in Millipore-Wasser wurden die NP zu jeweils in einer Konzentration von 150 pg/ml
auf Polypropylenfolie getropft und luftgetrocknet. Alle Experimente wurden nach einer fixen Ladungsmenge beendet

(200 nC) und somit auf die Anzahl der auf die Probe getroffenen Protonen normalisiert.

Nachdem diese Kontrollmessung des Oberflachensignals gefittet wurde, erfolgte der Vergleich mit
dem zelluldren Riickstreusignal. Dabei wurde die Dicke der Zellschicht welche den NP bedeckt so
lange angepasst, bis die Simulation des NP-Riickstreusignals mit dem zelluldren NP-
Riickstreusignal {ibereinstimmte.

Die Partikel wurden als aufgenommen gewertet, wenn sie von einer Schicht von Zellmaterial
bedeckt waren, die mindestens 10 % der gesamten Zelldicke entsprach. Bei einer typischen
Zelldicke von 14000 x 10" Atomen/cm? fiir A549-Zellen, entspricht das ungeféhr 150 nm.

Bei den Partikeln ZnO, CeO; und AlO3 konnte durch die starke Signalintensitit des
Riickstreusignals die zelluldre Z-Achsen-Position der Partikel ermittelt werden Dazu wurden drei

verschiedene Modelle zur Klassifizierung der Position verwendet:

* Oberfliche - Die Partikel befinden sich vollstindig auf der Zelloberfldche
und das zelluldres Signal zeigt eine identische Position im
Vergleich zum Referenzsignal

* internalisiert - Die Partikel wurden in die Zelle aufgenommen, wobei sich
& Oberflache gleichzeitig ein Teil der Partikel auf der Oberfldche befindet.

* internalisiert - Die Partikel wurden vollstindig in die Zelle aufgenommen.
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3.1.2.1 ALLO;

ALOs-NP sind im Vergleich zu den anderen Metalloxid-NP durch eine geringe Dichte
gekennzeichnet, welche einen Einfluss auf das Sedimentationsverhalten und somit auf die
Aufnahme der NP haben kann. Durch die relativ geringe Atommasse von Aluminium sind Al,Os;-NP
besonders sensitiv fiir den Nicht-Rutherford-Effekt und es ist eine Riickstreuenergie zu erwarten,

welche sich in der Nidhe von zelluldren Elementen befindet.

Im Fall von Aluminiumoxid-NP war die zellulire Aufnahme der Partikel durch eine
Energieverschiebung des Aluminium-RBS-Signals von ungefdhr 50 bis 60 keV detektierbar. Abb.
3.1.2.1 A) zeigt ein typisches Beispiel fiir vollstandig internalisierte Aluminiumoxid-NP sowie fiir
die Kategorie ,internalisiert & Oberfliche®. Die Darstellung erfolgte, indem das Signal der
zelluldren Elemente mit der hochsten Konzentration (Phosphor & Schwefel) auf 1 normiert wurde.
Dadurch ist erkennbar, dass das zellulire Aluminium-Signal eine deutliche stirkere Ausbeute im
Vergleich zu den zelluldren Elementen(P, S, Cl, K und Ca zeigt. Durch die Verschiebung des Al-
Signals besteht eine potentielle Interferenz bzw. Verwechslungsgefahr mit dem zelluldren Na-
Signal. Allerdings korreliert die Signalstirke von Natrium mit denen anderer zelluldrer Elemente
wie z.B. Phosphor und Schwefel sowie insbesondere Chlor, weshalb aufgrund der deutlich stirkeren
Auspriagung des Al-Signals eine eine Verwechslung auszuschlieBen ist. Etwa 30 % der Zellen
konnten statistisch nicht beriicksichtigt werden, da sie zu wenig Aluminium aufgenommen hatten,
um ein Riickstreusignal zu liefern. Insgesamt konnten die meisten Zellen der Kategorie
»internalisiert® sowie ,internalisiert & Oberfliche® zugeordnet werden. In der Kategorie
Hinternalisiert & Oberfliche™ zeigt sich die Tendenz, dass Al,Os;-NP bei der Mehrzahl der Zellen

auch an der Zelloberfldche lokalisiert sind, wenn sie keine Proteinkorona (FKS 0%) tragen.
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Abb. 3.1.2.1 A549-Zellen inkorporieren Aluminium A) Typische RBS-Spektren Aluminiumoxid behandelter A549-
Zellen (48h, 30 pg/ml, FKS 10%). Exemplarisch wurden 2 Zellen aus zwei unabhingigen Experimenten dargestellt. Als
Oberflachen-Signal wurde das Riickstreusignal von reinen auf Poylpropylenfolie aufgebrachten Aluminiumoxid-NP als
Referenz verwendet. Die schwarzen Pfeile markieren jeweils die tabellierte Position der Riickstreusignale zelluldrer
Elemente. Die Darstellung der Signalintensitidt ist nicht normalisiert B) Verteilung des zelluldren Aluminium-
Riickstreusignals. Es ist die Wahrscheinlichkeit angegeben mit der das Riickstreusignal einer einzelnen Zelle in der
jeweiligen Kategorie anzutreffen ist. Fiir NP mit oder ohne Proteinkorona wurden jeweils mindestens n = 10

Einzelzellen analysiert.

3.1.2.2 CeO,

Da Cerium u.a. durch seine Dichte von 6,69 g/cm® ein Schwermetall ist, liefert es im Vergleich zu
Aluminium ein Riickstreusignal bei hoheren Energien (Oberflichensignal 2215,5 keV), welches
deutlich auBerhalb des Bereiches zelluldrer Elemente liegt (Abb. 3.1.2.2.1). Es konnte nicht
beobachtet werden, dass durch die Verschiebung der CeO2-Signalposition (typische Verschiebung
20 — 80 keV) eine Uberlagerung mit zelluliren Elementen eintrat. Das zellulire RBS-Signal konnte
iiber einen applizierten Konzentrationsbereich von 3 — 100 pg/ml und bei einer Expositionszeit von
48 Stunden nachgewiesen und ausgewertet werden. Die typische Verschiebung des Protonen-
Riickstreusignals, welche durch die Bedeckung der CeO,-NP mit Zellmaterial entstand, lag
zwischen 20 — 50 keV.
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Abb 3.1.2.2.1 Représentative Riickstreusignale zelluldrer CeO,-NP. A549-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit CeO,-NP
einer Konzentration von 100 pg/ml ausgesetzt. Als Referenz (Oberflichensignal) kam mit CeO,-NP (30 pg/ml)
beschichtete Polypropylenfolie zum Einsatz. A) Nachweis der vollstindigen Aufnahme durch typische Verschiebung
des zelluldren CeO,-RBS-peaks um ca. 50 keV B) Typisches Beispiel fiir die teilweise Aufnahme von CeO,. Das
zelluldre CeO,-Riickstreusignal korreliert mit dem Oberflachensignal und zeigt gleichzeitig eine Verschiebung um ca.

42 keV.

Eine statistische Darstellung der zellularen CeO»-Position ist in Abb. 3.1.2.2.2 dargestellt, indem die
jeweilige Art des Riickstreusignals in die zuvor aufgefiihrten Kategorien eingeordnet wurde. Die
ausschlieliche Verteilung auf der Oberfliche konnte nur in Ausnahmefillen beobachtet werden.
Die beiden wichtigsten Kategorien waren die vollstindige bzw. partielle zelluldre Internalisierung
der Partikel. Im Allgemeinen konnte ein deutlicher Einfluss der Proteinkorona auf die zelluldren Z-
Achsen-Position der CeO,-NP beobachtet werden. In Anwesenheit einer Proteinkorona wurde ein
hoher Prozentsatz von Zellen vorgefunden, welche die Partikel vollstindig aufnahmen bzw. weniger

Partikel an der Zelloberflache zeigten.
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Abb 3.1.2.2.2 Statistische Darstellung zelluldrer Aufnahmeszenarien von CeO,-NP. A549-Zellen wurden fiir 48 Stunden
mit CeO,-NP einer Konzentration von 3 - 100 pg/ml ausgesetzt. Es ist die Wahrscheinlichkeit angegeben mit der das
Riickstreusignal einer einzelnen Zelle in der jeweiligen Kategorie anzutreffen ist. Bei jeder Dosis wurden in

Anwesenheit oder Abwesenheit der Proteinkorona jeweils mindestens n = 11 Einzelzellen analysiert.
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3.1.2.3 ZnO

Bei der RBS-Analyse ZnO behandelter A549-Zellen konnte, wie im Fall von Al,O; und CeO,, eine
zellulare Aufnahme der Partikel durch die Verschiebung des Zn-Riickstreusignals zu niedrigeren
Energien beobachtet werden (Abb. 3.1.2.3.1 A). Unter besonderen Umsténden, z.B. bei einer sehr
dicken Zellschicht, ist eine Uberlagerung zwischen zelluliren Elementen (Ca, Cl) und Zink
moglich, was allerdings nur in Ausnahmeféllen beobachtet wurde. Durch die ortsaufgeloste
Elementanalyse mittels PIXE konnte ergidnzend die Kolokalisation von Zink und Kalzium
beobachtet werden (Abb. 3.1.2.3.1 B). Kontrollzellen zeigten, bedingt durch die sehr niedrige
zelluldren Kalzium- und Zink-Konzentrationen kein Riickstreusignal fiir diese Elemente. Es ist
anzumerken, dass die RBS-Analyse nicht zwischen nanopartikuliren oder freien Zinkionen
unterscheiden kann.

In Abb. 3.1.2.3.1A) ist exemplarisch eine Zelle dargestellt, bei der ZnO-NP internalisiert wurden
und gleichzeitig an der Zelloberfliche adsorbiert sind. Dabei ist im Vergleich zum
Oberfldchensignal, ist das zelluldre Zink bei niedrigeren Energien im Bereich zwischen 2100 und

2150 keV zu erkennen.

A)
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1.4 -
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Abb. 3.1.2.3.1 Reprisentatives Riickstreusignal zelluldrer ZnO-NP. A549-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit ZnO (10
png/ml) inkubiert. A) Nachweis der partiellen Aufnahme durch typische Verschiebung des zelluldren ZnO-RBS-peaks
um ca. 25 keV. Als Referenz (Oberflichensignal rot dargestellt) kam mit ZnO-NP (30 pg/ml) beschichtete
Polypropylenfolie zum Einsatz. B) Kolokalisation von Zn und Ca, dargestellt durch ortsaufgeloste

Elementkonzentration. Die Grofe der element-maps betrigt jeweils 25 x 25 pm.
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Abb. 3.1.2.3.2 Statistische Darstellung zelluldrer Aufnahmeszenarien von ZnO-NP. A549-Zellen wurden fiir 48
Stunden mit ZnO-NP einer Konzentration von 10 - 30 ug/ml ausgesetzt. Es ist die Wahrscheinlichkeit angegeben mit
der das Riickstreusignal einer einzelnen Zelle in der jeweiligen Kategorie anzutreffen ist. Bei jeder Dosis wurden in

Anwesenheit oder Abwesenheit der Proteinkorona jeweils mindestens n = 7 Einzelzellen analysiert.

Die Aufnahme von ZnO-NP wurde bei einer Dosis von 10, 20, 30 pg/ml und einer Inkubationszeit
von 48 Stunden studiert. Das Riickstreusignal bei einer Applikationsdosis von 10 pg/ml konnte nur
in Abwesenheit von Serum ausgewertet werden, da sonst durch die niedrige zellulire ZnO-

Aufnahme kein Zink-Riickstreusignal detektierbar war. Bei hoheren Konzentrationen von 20 und 30
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png/ml ist bei einer hoheren Zahl von Zellen eine Internalisierung der ZnO-NP detektierbar, wenn sie
von einer Protein-Korona (FKS 10 %) umgeben waren (Abb. 3.1.2.3.2). Generell wurde bei ZnO-
Nanopartikeln ohne Proteinkorona niemals eine vollstindige Internalisierung bei allen untersuchten
Zellen beobachtet. Stets fiihrte die Abwesenheit von Serum dazu, dass ZnO-NP an der
ZellauBenseite adsorbieren.

Die Kategorie Oberfliche konnte, dhnlich wie im Fall von Al203 und CeO,, nur vereinzelt

beobachtet werden.

3.2 Quantitative Elementanalyse mittels PIXE

3.2.1 Optimierung des Elementnachweises

Bei einer Inzidenzenergie von 2250 keV weisen viele biologische Elemente, wie z.B. P, S, CI, K
und Ca eine charakteristischen Rontgenstrahlung zwischen 2,0 und 4,0 keV auf. Durch die am
Detektor installierten Absorber Polyethylen-Folie und Beryllium ist eine Schwichung der
Photonenenergien in diesem Bereich zu erwarten. Um Elemente mit einer charakteristischen
Rontgenstrahlung zwischen 2,0 und 4,0 keV quantifizieren zu konnen, ist es deshalb notwendig die
genaue Dicke dieser Absorber zu bestimmen. Zusétzlich zeigt der Gold-Frontkontakt des
Rontgendetektors eine Absorbtionsbande bei 2,3 keV, welche exakt der Emissionsenergie von
Schwefel entspricht. Schwefel stellt ein wichtiges zelluldres Strukturelement dar, welches als
intrazelluldrer Standardelement verwendet werden kann, da dieses Element weder Bestandteil der
eingesetzten NP ist, noch im Waschpuffer vorkommt.

Am Lipsion ldsst sich der Abstand zwischen Rontgendetektor und Probe variabel einstellen. Der
Experimentator ist dabei bestrebt, den Abstand zwischen Probe und Rontgendetektor mdoglichst
klein zu halten, da der Raumwinkel quadratisch vom Abstand abhingt (Q = A/r*) und so bei
geringen Abstdnden deutlich kleinere Messzeiten notig sind. Allerdings ergibt sich durch die
Geometrie der Probenkammer, dass bei sehr geringen Abstinden, der Rontgendetektor die aktive
Fliche des RBS-Detektors verringert. Aus den aufgefithrten Griinden ist es notwendig den
Raumwinkel in Abhéngigkeit des Probenabstandes zu kalibrieren, um die optimale Position des

Rontgendetektors fiir die Quantifizierung biologischer Elemente zu ermitteln.
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3.2.1.1 Charakterisierung der Absorber

Das Gesamtabsorptionsvermdgen der vor dem Detektorkristall platzierten Absorber wird durch
einen Transmissionsterm bei der Berechnung der Detektoreffizienz beriicksichtigt. Die
Effizienzkurve wurde dabei, unter Beriicksichtigung der fixen Detektorparameter aktive Flache,
Durchmesser, Dicke, Form und Auflésung mit dem Programm GeoPIXE berechnet (Abb. 3.2.1.1
A).

Mittels STIM-Analyse wurde eine Gesamtdicke fiir den Polyethylen-Absorber von 54,5 +/- 0,1 um
ermittelt. Zur Kalibration wurden Proben unterschiedlicher Dicke, bestehend aus 6 um dicker
Mylarfolie, eingesetzt. Diese zeigte laut Herstellerangabe, im Vergleich zu Polyethylen-Folie (20
%), deutlich kleinere Schwankungen in der Dicke (5 %). Erwartungsgemél ergab sich eine lineare
Abhingigkeit des Energieverlustes mit einem Anstieg von 3,02 keV/Kanal. Der untersuchte
Polyethylen-Absorber rief einen Energieverlust von 995,3 keV (329,2 Kanidle) der 2250 keV
Inzidenzteilchen hervor. Im Programm SRIM sind die experimentellen Daten fiir das
Bremsvermogen prominenter Atome tabelliert. Unter Beriicksichtigung der bekannten Werte fiir
Dichte und Komposition, konnte mit SRIM eine Dicke von 54,5 pm, durch Simulation des
Experimentes, dem Energieverlust von 995,3 +/- 3,2 keV zugeordnet werden.

Die STIM-Analyse eignet sich ebenfalls um Inhomogenitéten beziiglich der Dicke des Materials zu
identifizieren. Dies ist von Relevanz, da die Dicke der Polyethylen-Folie laut Herstellerangaben um

20 % schwanken kann'?’

. Zur Analyse wurde ein groBflachiger Scan auf einer Flache von 2,56 mm?
durchgefiihrt und das STIM-Spektrum von drei verschiedenen Regionen analysiert. Die
Schwankung (AkeV) des Energieverlustes der Protonen betrug 3,2 keV, was umgerechnet einer
Abweichung von 0,1 pm entspricht.

Die Dicke der Polyethylen-Folie wurde durch eine RBS-Analyse verifiziert. Dabei wurde eine
dhnliche Dicke von 54,5 +/- 1,5 um ermittelt.

Im nédchsten Schritt wurde die Dicke des Gold-Frontkontakts charakterisiert. Gold verursacht in der
Effizienzkurve eine scharfe Absorptionsbande bei 2,3 keV, was ebenfalls der charakteristischen
Rontgenstrahlung von Schwefel entspricht. Es kamen drei verschiedene Schwefel Standards
(Celestit, Sphalerit, CaSO,;) zum Einsatz und die Dicke der Goldschicht wurde durch die

gemessene Schwefelkonzentration angepasst. Dadurch wurde eine Dicke von 35 nm ermittelt, was

im Erwartungsbereich von 200 - 480 Angstrom liegt'* '*°.



3. Ergebnisse Seite 75

Z
L

[

o

2 N

= 0.1 o 0.1+

E N :/

c = ]

o w 1

- Polyethylenfolie (54,5 um) 1 Beryllium (25 pm)

1 Gold (35 nm)
001 T T T T T T | | 001 T T T T TT I| T T T 1
1 2 4 6 8 10 1 10

Photonenenergie (keV) Photonenenergie (keV)

Abb. 3.2.1.1 Charakterisierung der Absorber des Rontgendetektors. Transmissions- und Effizienzkurve wurden nach
Ermittlung der Absorberdicken mit der Software GeoPIXE errechnet. A) Polyethylen-Folie schiitzt den Detektor vor
zuriickgestoBenen Protonen und absorbiert besonders stark charakteristische Rontgenstrahlung unterhalb von 4 keV. B)
Bedingt durch das Beryllium-Fenster (25 um) sinkt die Effizienz des Detektors unterhalb von 2 keV stark ab und Gold
zeigt eine charakteristische Absorptionsbande bei 2,3 keV. Die charakteristische Bande bei 11,05 keV kann Germanium

zugeschrieben werden

3.2.1.2 Optimierung der Messanordnung des Rontgendetektors

Eine wichtige GroBe um den Abstand des Detektors zu beschreiben ist der Raumwinkel (Q = A/r?),
weil dieser Wert gleichzeitig die aktive Fliache (A) des Detektors beriicksichtigt. Um die benétigte
Messzeit zu minimieren, ist der Experimentator bestrebt den Abstand zwischen Probe und Detektor
so gering wie moglich zu halten. Dies trifft, bedingt durch die niedrige Dichte, bei biologischen
Proben zu, kann jedoch bei Experimenten in den Materialwissenschaften zu Problemen durch sehr
hohe Totzeiten fithren. Aus diesen Griinden erfolgte die Kalibrierung des Detektors in
verschiedenen Abstinden zur Probe. Die Lage des Rontgendetektors ldsst sich am Lipsion
auBlerhalb der Probenkammer durch eine Messschiene einstellen. Die Skalierung erfolgt von 0 mm
bis 282 mm, wobei die Position 282 mm den geringsten Abstand zur Probe darstellt.

Abb. 3.2.1.2 zeigt eine exponentielle Abhdngigkeit des Raumwinkels vom Probenabstand.
Vereinfacht betrachtet, ist der Raumwinkel, bei konstanten Strom, indirekt proportional zur
Messzeit. Aus diesem Grund kann beispielsweise in Position 276, im Vergleich zu Position 259, die
gleiche Signalausbeute in ungefdhr der Hilfte der Zeit produziert werden. Es wurden 4
unterschiedliche Absténde kalibriert und Position 276 zur routinemdBigen Analyse biologischer
Proben verwendet. Bei Position 276 betragt der Abstand zwischen Probe und Rontgendetektor 30,3

mm und der Raumwinkel hat einen Wert von 103,8 Millisteradiant.
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Abb 3.2.1.2 Abstandsbestimmung zwischen Rontgendetektor und Probe. Kalibrierung des Rontgendetektors erfolgte
fiir verschiedene Abstinde von der Probe unter Verwendung von Standard-Proben. Die Konfiguration mit dem
geringsten Abstand (Position 282) wurde in einem Setup der RBS-Detektor-Konfiguration durchgefiihrt, wo der

Abschirmungseffekt durch den PIXE-Detektor durch einen Riickstreuwinkel von 45° ausgeschlossen ist.

3.2.1.3 Prazision der Elementanalyse

Die Schwankung bei der Elementquantifizierung wurde an Standardmaterial der Firma Astimex
verifiziert. Die dabei verwendeten Elemente stammen aus mineralischen Verbindungen, deren
Konzentration bekannt und zertifiziert ist. Im Allgemeinen wurden die Elemente grob in zwei
Gruppen eingeteilt. Photonenenergien welche kleiner als ca. 11 keV sind unterliegen Einfliissen von
Absorbern wie Polyethylenfolie, Gold-Frontkontakt oder Beryllium. Hértere Strahlung unterliegt
nicht dieser Absorption, weshalb Elemente, deren charakteristische Rontgenstrahlung oberhalb von
ungefdhr 11 keV liegt, geeignet sind, den Abstand des Rontgendetektors zu kalibrieren. Die
Prizision der Quantifizierung biologischer Elemente mittels Rontgenfluoreszenz-Analyse ist in
Abb. 3.2.1.3 dargestellt. Um den Fehler der Ionenstrahlmikroskopie bei der Elementquantifizierung
zu ermitteln, wurde nach jedem Experiment die gemessene Konzentration eines Elements durch die
zertifizierte Konzentration des Elementstandards geteilt (Kgemssen / Koerifizier). Der Fehlerbalken in

Abb. 3.2.1.3 bezieht sich auf die Standardabweichung innerhalb dieser Quotienten.
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Abb. 3.2.1.3 Prizision der Elementquantifizierung am Lipsion. Die Variation der Elementquantifizierung mittels
Rontgenfluoreszenzanalyse wurde ermittelt, indem die gemessene Konzentration (Kgemesen) €ines Elementstandards
durch dessen zertifizierte Konzentration (K,eminzier) dividiert wurde. Es ist jeweils die erste K.-Line des Elements auf der
X-Achse dargestellt. Ks- und L-Linien wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit ausgelassen. Elemente ohne
Fehlerbalken wurden einmal gemessen. Elemente mit Fehlerbalken reprasentieren mindestens 3 unabhingige

Experimente.

Die Mehrzahl der Elemente unterlag einer Schwankung im Bereich von +/- 10%. Erwartungsgemal
zeigten Elemente bei 2 keV bzw. unterhalb von 2 keV eine groBBe Abweichung, was durch die stark
abnehmende Detektoreffizienz in diesem Bereich begriindet werden kann. Eine Korrektur der
Konzentration durch Anpassung der Ladung kam bei den abweichenden Elementen nicht in
Betracht, da diese Vorgehensweise die Konzentration aller Elemente gleichermaflen verdndern
wiirde. Folglich wurde fiir die Elemente Al, Si, und P ein Korrekturfaktor gebildet, um die
Konzentration durch Multiplikation mit diesem zu korrigieren. Eine Schwankung im Bereich von
+/- 10 % liegt im zu erwartenden Bereich, da in anderen Untersuchungen unter vergleichbaren
Bedingungen dhnliche Abweichungen ermittelt wurden'.

Da das Studium der zelluldren Aufnahme von mit Silber markierten Graphen-Partikel bzw. Silber-
NP die Quantifizierung iiber die K-Line von Silber (Ko 22.2 keV, Kg 24.9 keV) erforderte, wurde
metallisches Silber als Elementstandard eingesetzt. Da die Detektoreffizienz erfahrungsgemafl im
Bereich oberhalb von 20 keV ebenfalls abnimmt, wurde fiir die Quantifizierung von Silber ein

Korrekturfaktor von 0,782 verwendet.
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3.2.2 Optimierung des Trigermaterials zur Analyse von Lungengewebe

Als  Einbettmittel fiir die Mikroskopie = kommen {blicherweise = Materialien auf
Kohlenwasserstoftbasis mit einem Brechungsindex zwischen 1,4 und 1,6 zum Einsatz. Ein
etabliertes Einbettmaterial ist DePeX, da bei diesem Material die Bildung von Luftblasen und die
Schrumpfung minimal ist. Es besteht hauptsdchlich aus Polystyrol, Xylol und einem Weichmacher
auf Phthalatbasis. Dies erlaubt die wasserfreie Einbettung der Probe fiir die Ionenstrahlmikroskopie.
Da DePeX eine Verunreinigung mit Zink aufweist (Abb. 3.2.2), wurde Limonen als alternatives
Material verwendet. Die inhomogene Zink-Kontamination entsteht hochstwahrscheinlich bei der
Herstellung von Xylol, da dieses durch Methylierung von Toluol hergestellt wird und dabei Zink als

Katalysator verwendet wird"'.

DePeX B) Limonen

Quelle: Sigma Fisher Merck Serva Leica Sigma

Abb 3.2.2 Verunreinigung des Trager- und Einbettmaterials mit Eisen und Zink. A) DePeX B) Limonen. Dargestellt ist
jeweils Scanfeldgrofie von 200 x 200 pm (Ausnahme: Probe von Leica 100 x 100 um).

Limonen ist ein Naturstoff (Terpen), welcher hauptsdchlich durch Extraktion oder
Wasserdampfdestillation aus Zitrusfriichten gewonnen wird. Der Brechungsindex von Limonen
betriagt 1,47 (Vgl. DePeX 1,52) und das Schwundverhalten ist mit DePeX vergleichbar. Fiir die
Ionenstrahlanalyse wurde Limonen im Gemisch mit Campher als Weichmacher eingesetzt, da
Limonen alleine zu hart wird, um es auf den Probenhalter aufzuziehen.

DePeX ist generell frei von wesentlichen biologischen Elementen wie P, S, Cl, K und Ca. Limonen
zeigt eine sehr geringe Verunreinigung mit Kalzium im einstelligen ppm-Bereich. Unabhéngig vom
Hersteller zeigt DePeX eine Verunreinigung mit den NP-relevanten Elementen Zink und Eisen (Abb
3.2.2). Im Vergleich zu Eisen, ist Zink in deutlich hoherer Konzentration von bis zu 78 ppm prasent

(Tabelle 3.2.2). Zusétzlich ist Zink in jedem untersuchten Prdparat inhomogen verteilt, was als
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Nachteil bei der Einzelzellanalyse angesehen werden kann.

Mit Ausnahme der DePeX Probe von Merck ist Eisen bei einer durchschnittlichen Konzentration
von 2,0 ppm homogen verteilt. Die durchschnittliche Eisenkonzentration NP-unbehandelter A549-
Lungen-Epithelzellen liegt bei 59 ppm. Somit spielt der Eisengehalt von DePeX bei der Analyse
einzelner Alveolen eine untergeordnete Rolle. Im Vergleich zu DePeX erweist sich Limonen als
zinkfrei, da nach einer Messzeit, die vergleichbar zur Einzelzellanalyse ist, der Zinkgehalt unterhalb
der Nachweisgrenze lag (Tabelle 3.2.2). Beziiglich Eisen zeigt Limonen ebenfalls eine geringe

Verunreinigung und ist, ebenfalls wie bei DePeX, homogen verteilt.

Tabelle 3.2.2 Quantifizierung des Eisen- und Zinkgehalts in den Tragermaterialien DePeX und Limonen.

Hersteller Depex Limonen

Zn (ppm) Fe (ppm) Zn (ppm) Fe (ppm)
Sigma 59 1,5 <0,5 0,9
Fisher 26 1,6
Merck 64 2,2
Serva 74 2,7
Leica 78 1,4

3.2.3 Einfluss des Puffers auf den zelluléiren Elementgehalt

Den Chemikalien, welche zur Probenpriparation verwendet werden, kommt eine wichtige
Bedeutung bei der Ermittlung des zelluldren Elementgehaltes zu. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
einige Komponenten u.U. an die extrazellulire Matrix binden und dadurch die
Elementkonzentration der Zelle verfalschen konnen.

In diesem Zusammenhang ist die Konzentration zelluldrer Elemente im PBS-Puffer entscheidend,
da dieser Puffer zum Abwaschen von, moglicherweise extrazelluldr assoziiertem, Nanomaterial
verwendet wird. PBS enthilt viele zelluldre Elemente in millimolarer Konzentration: Phosphat (12
mM), Na (157 mM), K (4,7 mM), CI (140 mM). Um den Einfluss von PBS auf den Elementgehalt
zu untersuchen, wurde eine ionenfreie und isoosmotische PEG(Polyethylenglykol)-Losung (21
Gew.-%) eingesetzt. Um den isoosmotischen Punkt der PEG-Ldsung zu ermitteln wurde isotonische

Kochsalzlosung mit einer Konzentration von 0,154 M als Referenz verwendet. Der osmotische
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Druck (II) fiir Kochsalzlosung wurde unter der Beriicksichtigung eines empirischen

Korrekturfaktors (k) von 1,8 mit Hilfe des Van-’t-Hoff’schen Gesetzes berechnet (Gleichung 3.2.3).

II =kcRT (3.2.3)

Der so ermittelte Wert von 7,14 bar fiir isotonische Kochsalzlosung wurde mit empirisch ermittelten
Daten fiir der osmotischen Druck einer PEG-8000-Losung abgeglichen', um so deren
isoosmotische Konzentration zu von ca. 21,0 Gewichtsprozent zu ermitteln.

Abb 3.2.3.1 zeigt den zelluldren Elementgehalt in Abhingigkeit der eingesetzten Waschldsungen.

16000- I A549 Kontrolle PBS |, 250.
I A549 Kontrolle PEG
*k%k 200‘
12000 1 *kk 1500+
£ 80001
o

ppm

PBS

PEG Wl .
® %

Abb. 3.2.3.1 Einfluss extrazelluldrer Ionen auf den zelluldren Elementgehalt. A549-Zellen wurden nach 24 Stunden

Kultivierung entweder mit PBS oder ionenfreier isoosmotischer PEG-8000-Losung fiinf mal gewaschen. Alle Werte
sind in pg/g (ppm) dargestellt und repriasentieren mindestens drei unabhéngige Experimente; * P < 0.05; ** P < 0.01;

**%k P <0.001.

Beim Strukturelement Schwefel konnte nach beiden Waschprozeduren nahezu die gleiche
Konzentration beobachtet werden, in PBS: 7520 ppm, in PEG: 6450 ppm. Dies liegt im
Erwartungsbereich, da PBS-Puffer frei von schwefelhaltigen Verbindungen ist. Die zelluldre
Phosphorkonzentration blieb nahezu gleich und zeigte keine signifikante Erhohung durch die
Behandlung mit PBS. Eine sehr starke Verdnderung des zelluldren Elementgehalts trat im Fall von

Chlor auf, da nach der Behandlung mit PEG-8000 der Chlorgehalt ungefdhr um den Faktor 15
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verringert wurde (PBS: 12500 ppm, PEG: 584 ppm). Dies ist zu erwarten, da Chlor mit 140 mM,
eine relativ hohe Konzentration im PBS-Puffer aufweist. Der Chlorgehalt in PBS behandelten
Zellen unterlag einer relativ groen Schwankung. Durch mehrmaliges Waschen mit Methanol,
konnten dhnliche Effekte auf den zelluldren Elementgehalt, im Vergleich zur Behandlung mit PEG-
8000, festgestellt werden.

Ein dhnlicher Effekt vergleichbarer Ausprigung konnte im Fall von Kalium beobachtet werden.
(PBS: 1602 ppm, PEG: 72 ppm). Dies liegt im Erwartungsbereich, da Kalium ebenfalls ein
wesentlicher Bestandteil von PBS-Puffer ist. Kalzium, zeigte bei der Behandlung mit PBS im
Vergleich zu PEG-8000 eine leichte aber nicht signifikante Erh6hung.

Die Konzentrationen zelluldrer Spurenelemente wie Eisen oder Zink wurden durch PBS oder PEG-
8000 nicht beeinflusst. Folglich eignen sich beide Aufbereitungswege, um die zellulire Aufnahme
von beispielsweise Eisen- oder Zinkoxid NP zu studieren.

Vergleichbare Untersuchungen von Ortega et al. filhrten an, dass bei Nierenzellen (PC12) eine
kurze Behandlung, von einigen Sekunden, mit gereinigten deionisierten Wasser (millipore H,O)
geeignet sei, um Pufferionen wie Chlor von der Zelloberfliche zu entfernen'’. Diese
Herangehensweise war nicht auf A459-Zellen iibertragbar, da schon nach 1 - 2 Sekunden das
Zytosol freigesetzt wurde.

Neben Chlor ist auch Natrium in relativ hoher Konzentration von 157 mM im PBS-Puffer vertreten.
Natrium ist ein wesentliches physiologisches Element. Ein Na-Signal im PIXE-Spektrum war nicht
zu erkennen, was bei einer Photonenenergie von 1,1 keV durch die niedrige Detektoreftizienz
unterhalb von 2 keV begriindet werden kann. Allerdings konnte ein Na-Signal im RBS-Spektrum
zwischen 1900 und 1950 keV beobachtet werden (Abb. 3.2.3.2 A), welches eine qualitative Analyse
erlaubt und nach der Behandlung mit PEG-8000 fast vollstdndig verschwand. Die Riickstreusignale
oberhalb von 1950 keV sind den dicht beieinander liegenden physiologischen Elementen P, S, CI

und K zuzuordnen.
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Abb. 3.2.3.2 Qualitative und quantitative Analyse extrazelluldr assoziierter lonen A) RBS-Studie zelluldr assoziierten
Natriums, welches vom PBS-Puffer stammt und durch die Rontgenfluoreszenzanalyse nur schlecht erfassbar ist B)
Darstellung der Tiefenverteilung zelluldr assoziierten Rubidiums durch Simulation des RBS-Spektrums. Zum Vergleich
wurde das Oberflachensignal von Rubidium (blau) durch ein separates Experiment ohne Zelle dargestellt C)
Quantifizierung und zweidimensionale Verteilung der zelluldr assoziierten Rb-Ionen mittels Rontgenfluoreszenz-
Analyse (PIXE). Die Scanfeldgrofe betrdgt 25 x 25 pum und es ist der Mittelwert und Standardfehler von drei

unabhdngigen Experimenten dargestellt.

Um die mogliche Assoziation extrazellulirer Elemente aus der Waschlosung ndher zu
charakterisieren, wurde Rubidium als Marker-Element verwendet. Dabei ist es moglich, dass
zelluldres Natrium oder Kalium durch Rubidium ersetzt wird'>’.

Das Riickstreusignal zwischen 2100 und 2200 keV konnte eindeutig Rubidium zugeordnet werden,
da oberhalb von 2100 keV keine Riickstreuung von biologischen Elementen vorhanden ist (Abb.
3.2.3.2 B). Um das zelluldre Rubidium-Signal mit dem isolierten Rubidium-Oberflichensignal im
RBS-Spektrum zu vergleichen wurde eine separat priaparierte RbCl,-Folie als Referenz untersucht
(Abb. 3.2.3.2 B). Dazu wurde eine RbCl,-Losung geringer Konzentration tropfenweise auf
Polypropylenfolie aufgebracht und luftgetrocknet. Durch den Vergleich mit dem Oberflachensignal
konnte festgestellt werden, dass sich das Rubidium sowohl an der Zelloberfldche als auch innerhalb
der Zelle befindet (Abb. 3.2.3.2 C).

Die zelluldre Konzentration von Rubidium betrug ungefidhr 10000 ppm. Diese Konzentration liegt
nah am Wert des assoziierten Chlors (8800 ppm) sowie im Konzentrationsbereich der zelluldren
Strukturelemente Phosphor (12000 ppm) und Schwefel (7000 ppm).

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass 16sliche Elemente durch die Waschprozedur stark
beeinflusst werden konnen. In der Ionenstrahlmikroskopie werden nur gebundene lonen, wie z.B.
Gegenionen, quantifiziert, lonen welche durch die Priparation aus der Zelle gewaschen werden sind

nicht erfassbar.
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3.3 Zelluliirer Elementgehalt von Lungenepithelzellen

3.3.1 Allgemeiner Nachweis der Elementverteilung

Die Aufnahme und Quantifizierung von Metalloxid-Nanopartikeln wurde unter Verwendung von
Lungenzellen unterschiedlicher Herkunft durchgefiihrt. Zur routineméfBigen Untersuchung isolierter
Einzelzellen kamen A549-Zellen zum Einsatz. Um den natiirlichen Bedingungen bei der Aufnahme
von NP in Lungenepithelzellen Rechnung zu tragen wurden in Kooperation mit Prof. H. Wirtz und
Dr. H. Kuhn der Abteilung fiir Pneumologie (Universitdt Leipzig) gedehnte primére AT-II-Zellen
der Ratte eingesetzt. Zur Untersuchung der NP-Aufnahme in Lungengewebe kam in Kooperation
mit Dr. Seren T. Larsen vom National Research Centre for the Working Environment in
Kopenhagen, Lungengewebe der Maus zum Einsatz, welches mit TiO,- bzw. ZnO-Aerosol
exponiert wurde.

Die Berechnung der zelluldren Konzentration erfolgte, indem die Daten der Proton-induzierten
Rontgenemission (PIXE) mit den Daten der Riickstreuanalyse (RBS) kombiniert wurden. Im PIXE-
Spektrum ist die Signalintensitét des jeweiligen Elements proportional zu dessen Konzentration und
die Riickstreuanalyse liefert die Informationen beziiglich der zelluldren Dicke, Komposition und

Ladung.

A549
AT-Il Zelllinie

primare
AT-ll Zellen
der Ratte

Lungen-
gewebe
der Maus

Abb 3.3.1 Ortsaufgeloster Nachweis physiologisch relevanter Elemente in Lungenzellen- und Gewebe. Der Balken

repréasentiert jeweils 5 um fiir A549- und Rattenzellen sowie 10 pm fiir das Lungengewebe.
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Abb. 3.3.1 zeigt die ortsaufgeloste Einzelzellanalyse von P, S, Cl, K, Ca, Fe, Zn in drei
verschiedenen Lungenzelltypen: primére AT-II Zellen der Ratte, A549-Zelllinie und Lungengewebe
der Maus. In allen Zelltypen konnten Schwefel und Phosphor als die Elemente mit der hochsten
Konzentration identifiziert werden (Abb. 3.3.1). Dies ist zu erwarten, da sie wesentliche
strukturgebende Funktionen innerhalb der Zelle erfiillen. Phosphor kommt in DNA und sowie
Phospholipiden vor und Schwefel befindet sich in den Proteine des Zytoskeletts. Auf Grund dieser
Eigenschaften ist z.B. Schwefel pridestiniert, als interner zelluldrer Standard eingesetzt zu
werden®.

Im Fall von Lungengewebe konnte generell eine erhohte Schwefelkonzentration an der
Grenzschicht zur Luft in der terminalen Bronchiole beobachtet werden. Dies ist auf den Mukus in
der Lunge zuriickzufiihren. Dieser besteht hauptsédchlich aus Proteinen die zur Gruppe der Mucine

gehoren und Sialyl- bzw. Sulfatgruppen tragen.

3.3.2 Elementgehalt von priméren AT-II-Zellen in Abhéngigkeit der Dehnung

Wihrend der Atmung dehnen sich die Lungenzellen, was bei jedem Atemzyklus die Oberfldche der
Zelle vergroBert. Zusétzlich werden AT-II-Zellen durch mechanische Dehnung dazu stimuliert
stimuliert, Surfactant freizusetzen'*.

Um die Atmung nachzustellen werden Apparaturen eingesetzt, welche die Dehnung des Substrates
zyklisch steuern konnen. Aus diesem Grund erfolgte, in Zusammenarbeit mit Prof. Wirtz, Dr. Kuhn
und Markus Buschner von der Abteilung fiir Pneumologie, die Kultivierung der Lungenzellen in
einer speziellen Apparatur zur Dehnung des Substratbodens. Abb. 3.3.2 zeigt den zelluldren
Elementgehalt unbehandelter primérer AT-II-Zellen in Abhéngigkeit der wunterschiedlichen

Dehnungsstufen.
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Abb. 3.3.2 Elementgehalte von priméren AT-11-Zellen nach Einfluss eines mechanische Stimulus (Dehnung). Die Zellen
wurden auf einer Dehnfolie auf Siliziumbasis kultiviert und fiir 24 Stunden einer Dehnprozedur mit zwei
unterschiedlichen Frequenzen (40 bzw. 60 min™') unterzogen. Die Angabe -15 oder -30 bezicht sich dabei auf die
prozentuale Oberflichenénderung der Kulturflache. Dargestellt sind n > 3 Experimente (Ratten); * = P < 0.05; ** = P
<0.01;

Im Experiment erfolgte die Dehnung der Zellen mit Hilfe von Fibronektin beschichteter Dehnfolie
auf Siliziumbasis. Es stellte sich heraus, dass die Einzelzellanalyse direkt auf der Dehnfolie mittels
Ionenstahlanalyse nicht moglich war. Der Grund hierfiir ist die Aufladung der Probe, welche oft
nach wenigen Minuten Messzeit eintrat. Bei einer Aufladung treten die Inzidenzteilchen zusitzlich
mit in der Probe deponierten Protonen in Wechselwirkung und verfdlschen so den Messwert fiir die
Ladung, welcher fiir die exakte Konzentrationsbestimmung essentiell ist. Deshalb wurden die
Zellen vor der Messung, durch Trypsinierung, auf Polypropylenfolie iibertragen.

Hinsichtlich der Strukturelemente Phosphor und Schwefel konnte beobachtet werden, dass die
Dehnung keinen Einfluss auf deren Konzentration zeigt (Abb. 3.3.2). Die Phosphorkonzentration
befindet sich auf einem Niveau von 12000 ppm und die Schwefelkonzentration liegt in einem
Bereich von 5500 ppm. Beziiglich der mengenmaflig gering vertretenen Spurenelemente Eisen und
Zink, konnte im Fall von Zink eine Tendenz zu erhohten Werten bei hoheren Atmungsfrequenzen
(60-15) sowie tieferer Atmung (40-30) festgestellt werden. Gleichzeitig wurde von M. Buschner
gezeigt, dass bei den intensiveren Dehnungsmodi 40-30 und 60-15 der Anteil von apoptotischen
Zellen zunimmt. Der Kalzium- und Eisengehalt blieb durch die Dehnung auf einem Niveau von 600
bzw. 70 ppm und zeigte keine signifikante Verdnderung im Vergleich zu statisch kultivierten
Kontrollzellen. Da die Elemente Kalium und Chlor im Waschpuffer vorhanden sind kann, wie

bereits gezeigt, deren zelluldre Konzentration durch die Probenpriparation stark schwanken.
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3.3.3 Nanopartikel im biologischen Milieu

Die Eigenschaften und somit die Toxizitdt von NP sind wesentlich durch deren Oberfldchenstruktur
definiert. Durch Kontakt mit einer biologischen Umgebung kdénnen die physikochemischen
Eigenschaften der Partikeloberfliche so modifiziert werden, dass die zellulire Aufnahme der
Partikel beschleunigt oder verlangsamt werden kann. Ionen kdnnen durch Adsorption eine Hiille auf
dem NP formen und so die Gesamtladung des Partikels modifizieren. Dieser Effekt ist durch das
Zeta-Potential quantifizierbar. Das Ausmall, mit dem Liganden auf die Partikeloberfliche
adsobieren, kann die Aggregation und somit die Grofle der applizierten Partikel bestimmen. Im
biologischen Milieu spielen vor allem Proteine und Peptide eine wichtige Rolle bei der
Modifizierung der NP-Oberfldche. Als wichtiges Molekiil ist hier Albumin zu nennen. Es wird
diskutiert, dass die Adsorption von Albumin auf die Nanopartikel Oberfliche die endozytotische

Aufnahme beschleunigen kann'?’.

Die Metalloxid-NP ZnO, CeO,, TiO,, Fe,O; und ALLO; wurden mit der Ionenstrahlmikroskopie
beziiglich der Kolokalisation mit Elementen des Kulturmediums beim Austrocknen untersucht. Als
Kontrolle wurden die angegebenen Partikel in Millipore-Wasser analysiert. Im Kulturmedium und
unabhéngig von der Anwesenheit der Proteinkorona waren ZnO- und CeO,-NP mit den Elementen
Phosphor und Kalzium kolokalisiert (Abb. 3.3.3.1). Das gleiche Phinomen konnte, bei einer
deutlich niedrigeren Kalziumkonzentration, in Gegenwart von PBS-Puffer beobachtet werden. Bei
zelluldr internalisierten ZnO-NP konnte ebenfalls eine zelluldre Kolokalisation von ZnO-NP mit
Phosphor und Kalzium beobachtet werden. Im Falle von TiO,, Fe;Os, CeO,, oder Al,O; konnte
keine Kolokalisation mit Phosphor und Kalzium oder anderen Elementen beobachtet werden. Zur
nidheren Analyse der Kolokalisation wurde die Intensitit der Signalausbeute in einer region-of-
interest (griin) in einem Koordinatensystem dargestellt (Abb. Abb. 3.3.3.1).

Die quantitative Auswertung der NP und ihrer assoziierten Elemente ist in Abhidngigkeit der
Proteinkorona in Abb 3.3.3.2 dargestellt. Zur Auswertung wurden die Konzentrationen der
assoziierten Elemente Kalzium und Phosphor auf die Konzentration von Zink bzw. Cerium
normiert. In unmittelbarer Nédhe von ZnO-NP ist der Elementgehalt von P und Ca unabhingig von
der Proteinkorona bis um den Faktor 2,5 grofler. Bei CeO,-NP zeigt die Konzentration der
kolokalisierten Elemente eine schwache Abhdngigkeit von der Proteinkorona. In Anwesenheit
dieser zeigt sich die Tendenz zu einer hoheren Konzentration von Phosphor und in Abwesenheit der
Proteinkorona ist eine geringere Kalziumkonzentration als in Anwesenheit zu beobachten.

Wie auch in anderen Untersuchungen gezeigt wurde'® *71%
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Abb. 3.3.3.1 In biologischen Medien sind die Nanopartikel ZnO (A & B) und CeO2 (C &D) mit Phosphor und Kalzium
vergesellschaftet. Die Nanopartikel wurden jeweils bei 30 pg/ml fiir 24 h in Kulturmedium (RPMI 1640) in Gegenwart
(FKS 10%) oder Abwesenheit einer Proteinkorona (0% FKS) bei 37° inkubiert. Dargestellt sind jeweils die PIXE-
Element-Maps bei einer ScanfeldgréBBe von je 12,5 x 12,5 um. Der griine Bereich (ROI) ist im Koordinatensystem als
Konzentrationsprofil iiber den PIXE-Abbildungen dargestellt, und représentiert die ortsaufgelste Intensitétsverteilung

des jeweiligen Elements in der ROL.
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Abb. 3.3.3.2 Quantitative Beziechung zwischen den Nanopartikeln CeO, und ZnO und den mit diesen NP kolokalisierten
Elementen Kalzium und Phosphor. Die Konzentrationen von Kalzium und Phosphor wurden jeweils auf die
Konzentration des NP (CeO, oder ZnO) normalisiert und Abhéngigkeit der Proteinkorona dargestellt. Gezeigt ist der

Mittelwert und Standardfehler von mindestens 5 unterschiedlichen ROI einer Messung.

3.4 Quantifizierung und Aufnahme von NP in Lungenzellen

In dieser Arbeit wurde die zelluldre Aufnahme von Al,Os, TiO,, CeO,, Fe,0;, und ZnO quantifiziert.
Aus verschiedenen Griinden wurde dabei die Aufnahme von CeO2- und ZnO-NP néher untersucht.

Ce0>-NP sind fiir Lungenzellen in geringem MabBe toxisch'® und werden in relativ groBer Menge
sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit einer Protein-Korona von A549-Zellen
aufgenommen. Aus diesen Griinden eignen sich CeO2-NP sehr gut, den Aufnahmemechanismus von
NP niher zu studieren. In diesem Zusammenhang ist die Endozytose wohl die bekannteste Art der

zelluliren NP-Aufnahme'® %,

Daneben ist denkbar, dass durch eine auflerordentlich hohe
extrazellulidre Konzentration bedingt, kleine NP durch die Zellmembran diffundieren kénnen'*.

Ahnlich wie CeO, ist ZnO ein NP von groBen Interesse, da ZnO-NP von Lungen-Epithelzellen
ebenfalls stark aufgenommen wurden. Daneben wird ZnO in dhnlich kommerziellen Mal3stab mit
breiten Anwendungsspektrum eingesetzt wie TiO, und zeigte, von allen in dieser Arbeit
untersuchten Partikeln, den stirksten toxischen Effekt. Die ionenstrahlanalytische Untersuchung
nach ZnO-Exposition bietet den Vorteil gleichzeitig den Elementgehalt anderer physiologisch

wichtiger Elemente zu bestimmen zu konnen. Diese Herangehensweise kann einen Beitrag leisten,

die von ZnO vermittelte Toxizitdt besser zu verstehen, da dieser Mechanismus bisher nicht komplett



3. Ergebnisse Seite 89

142
t

verstanden ist**. Besonders der Schwefelgehalt kann hier eine zentrale Rolle spielen, da der

zelluldre Zink-Stoffwechsel eng mit Sulfhydrylgruppen in Verbindung steht'* ',

3.4.1 Ortsaufgeloste Quantifizierung von Metalloxid-NP in A549-Zellen

Abb. 3.4.1.1 zeigt, dass die charakteristische Rontgenstrahlung fiir alle zelluliren Elemente und
Metalloxid-Nanopartikel in einem Bereich zwischen 1 und 10 keV detektiert werden konnte. Mit
Ausnahme von Cerium, welches durch einen Peak-Komplex bestehend aus La, LB und Ly
gekennzeichnet war, wurden alle Elemente iiber die Ka- und Kp-Linie identifiziert. Die Fliche
unter der roten Linie reprisentiert den Bremsstrahlungsuntergrund, welcher die elektromagnetische
Strahlung reprasentiert, die entsteht wenn ein geladenes Teilchen in Materie abgebremst wird. Die
Peak-Fliche oberhalb der roten Linie ist fiir jedes Element spezifisch und proportional zu dessen

Konzentration in der Probe.
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Abb 3.4.1.1 Typische PIXE-Spektren zur zelluldren Quantifizierung der Metalloxid-NP Al203, TiO2, Fe203, ZnO und
Ce02) in Lugenzellen. Die NP-Exposition erfolgte in A549-Zellen fiir jeweils 48 h bei 30 pg/ml in Gegenwart von 10%
bzw. 0% FKS. Die Flache unterhalb der roten Linie reprédsentiert den durch verlangsamte Protonen verursachten

Bremsstrahlungs-Untergrund.
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Bei den zelluldren Elementen ist eine Uberlappung zwischen Kalium KB und Calcium Ko zu
beobachten. Eine Signaliiberlappung von zelluldren Elementen und NP ist auch bei TiO, und CeO2
zu beobachten. Beispielsweise iiberlappt die L-Linie von Cerium mit der Ka-Linie von Eisen.
Allerdings ist KB-Linie von Eisen als isoliertes Signal detektierbar, weshalb die Ermittlung der
zelluldren Eisen-Konzentration nicht durch die CeO,-Aufnahme beeintrichtigt wird. Ahnliches gilt
fiir die Ka-Linie von Titan und die KB-Linie des zelluldren Kalziums.

Beim Nachweis des Aluminium-Signals war eine Asymmetrie des peaks zu beobachten. Die

Ursache hierfiir, ist die geringe Detektoreffizienz unterhalb von 2 keV.

Proton-induzierte Rontgenemission (PIXE) und die Rutherford Riickstreu-Spektroskopie (RBS)
wurden in Kombination eingesetzt, um die ortsaufgeldste Elementverteilung- und Konzentration
Metalloxid-NP behandelter Lungen-Epithelzellen darzustellen. Abb. 3.4.1.2 zeigt PIXE-element-
maps von Zellen die mit den Metalloxid-NP ALQO;, TiO,, Fe,Os;, ZnO, und CeO, bei einer
einheitlichen Konzentration von 30 pg/ml fiir 48 Stunden ausgesetzt waren. Die obere Reihe zeigt
die Schwefelverteilung, da Schwefel neben Phosphor als Strukturelement verwendet werden kann,
um eine einzelne Zelle zu identifizieren. Im Allgemeinen {iberlappt die Position der Zelle mit der
Position des NP, wobei die intrazelluldre Verteilung letzterer zwischen einzelnen Zellen stark
variieren kann. In der darunterliegenden Tabelle sind die Mittelwerte der zelluldren NP-
Konzentration im Vergleich zur Kontrolle dargestellt. Da die Elemente Aluminium, Titan und
Cerium in Kontrollzellen nicht vorkommen, wurde deren Konzentration mit 0 ppm angegeben. Die
Ortsauflosung der zelluldren Elementverteilung liegt im Bereich von einem Mikrometer, weshalb
subzelluldre Strukturen, wie z.B. Zellorganellen oder Vesikel, nur schwer auflésbar sind. Die
zelluldre Konzentration der NP ist in ppm (png/g) Trockengewicht angegeben und bezieht sich
jeweils auf eine isolierte Einzelzelle. Die An- oder Abwesenheit einer Proteinkorona ist durch einen
FKS-Gehalt von zehn oder null Prozent angegeben.

Im Allgemeinen zeigt sich der Trend, dass Partikel mit Protein-Korona in geringerer Menge in die
Zelle aufgenommen werden (Abb. 3.4.1.2). Die hochste Konzentration aller untersuchten Partikel
von 120000 ppm wurde bei ZnO in Abwesenheit einer Protein-Korona festgestellt, wihrend die
niedrigste Konzentration von 470 ppm bei TiO2 in Anwesenheit einer Protein-Korona beobachtet
wurde. Der grofite Unterschied beziiglich der Protein-Korona wurde im Fall von TiO2 gemessen,
ungefdhr 470 ppm in Anwesenheit von FKS und 66000 ppm in Abwesenheit von FKS. Der kleinste
Unterschied trat bei CeO2-NP auf. In Anwesenheit von FKS waren 19000 ppm und in Abwesenheit
von FKS 34000 ppm zu beobachten. ZnO fiihrte zu einer 61-fachen Erhhung der zelluldren Zink-

Konzentration und der zelluldre Eisengehalt stieg durch die Exposition mit Fe,Os-NP um das 74-
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fache an.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Protein-Korona und die spezifischen Eigenschaften eines Partikels

eine grofle Rolle bei der zelluldren Aufnahme spielen.

2

ALO,  TO

NP-Konzentration (pg/ml) 30 30 30 30 30
Kontrollzellen (ppm) 0 0 59 188 0
behandelte Zellen (ppm):

NP (FKS 10 %) 15960 469 4284 11425 19142
NP (FKS 0 %) 40223 66078 48028 119888 34002

Abb3.4.1.2 Ortsaufgeloste Elementquantifizierung von einzelnen Lungen-Epithelzellen (A549) welche mit
verschiedenen Metalloxid-NP behandelt wurden. Die Exposition erfolgte jeweils fiir 48 h bei jeweils 30 ug/ml in
Anwesenheit (FKS 10%) oder Abwesenheit (FKS 0%) einer Proteinkorona. Schwefel wurde in der oberen Reihe als
Zellmarker verwendet und jedes Element-map représentiert eine Flache von 50 x 50 pm. In der Falschfarbencodierung
entspricht hellgelb der hochsten und schwarz der niedrigsten Konzentration. Das Verhéltnis von Applikationsvolumen

zur Probenoberfliche war jeweils 0,208 ml/cm?. Gezeigt ist der Mittelwert von mindestens n = 10 Einzelzellen.

3.4.2 CeO,

3.4.2.1 Kinetik und Dosisabhingigkeit der CeO,-NP Aufnahme

Der genaue Mechanismus der NP Aufnahme ist komplex und nicht vollstindig verstanden. Im
Allgemeinen ist eine endozytotische Aufname der NP zu erwarten. Allerdings wird diskutiert, dass
NP auch direkt durch die Plasmamembran hindurchtreten konnen'*. Deshalb wurde die Aufnahme
zeitabhéngig verfolgt.

Die CeO,-Aufnahme wurde iiber einen Zeitraum von 24, 48 und 72 Stunden in Gegenwart einer
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Proteinkorona untersucht. Nach 24 und 48 Stunden war jeweils die hochste Konzentration von
ungefahr 12000 ppm zu beobachten, was eine Séttigung der CeO,-Aufnahme vermuten ldsst.

Nach 72 Stunden trat ein signifikanter Abfall der CeO,-Konzentration auf ca. 5000 ppm ein,
welcher sich deutlich unterhalb der Konzentration von ca. 12000 ppm befindet, die nach 24 Stunden
gemessen wurde. (Abb 3.4.2.1.1 A). Da CeO,-NP tendenziell ein geringes Toxizitdtspotential
zeigen, ist der Grund fiir die Abnahme hochstwahrscheinlich in der Exozytose der Partikel zu
suchen. Allerdings kann sich die CeO,-Konzentration einzelner Zellen durch die Zellteilung
ebenfalls halbieren.

In Bezug auf zelluldre Elemente war eine leichte, allerdings nicht signifikante Abnahme, der
Schwefelkonzentration mit zunehmender Expositionszeit detektierbar (Abb 3.4.2.1.1 B). Phosphor
zeigte den stirksten Abfall nach 72h Expositionszeit, indem die Konzentration von 13000 ppm auf
9500 ppm abfiel. Nach 24 bzw. 72 Stunden tritt durch die CeO,-Aufnahme eine leichte Abnahme
des zelluldren Kalzium- und Zinkgehalts ein. Dies zeigt, dass die CeO,-Aufnahme die zelluldre

Homoostase von Kalzium und Zink beeinflusst.

A) B) I Kontrolle

I 24 h
1 ] ) [ 48 h
20000 15000 600 e,
*
500
__ 15000-
E |
o "
£ 100001 I g
O o
D)
O
50001 !
O T T T 1 -
0 25 50 75 100 P S Ca Zn

Zeit (h)
Abb 3.4.2.1.1 Kinetisches Verhalten der CeO,-Aufnahme in Lungen-Epithelzellen (A549). Die NP Exposition erfolgte
jeweils bei einer Dosis von 30 pg/ml CeO, fiir 24, 48 oder 72 Stunden in Anwesenheit von 10% FKS. Dargestellt sind
die Daten von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten unter Beriicksichtigung des Standardfehlers; * P < 0.05; ** P
< 0.01; *** P <0.001. A) Zelluldre CeO,-Konzentration in Abhéngigkeit der Zeit B) Verdnderung der Konzentration
zelluldrer Struktur- und Spurenelemente nach CeO.-Exposition. Das Verhédltnis von Applikationsvolumen zur
Probenoberfliche war jeweils 0,104 ml/cm’. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten

mit Standardfehler. Signifikanzen sind im Vergleich zu CeO,-NP unbehandelten Kontrollzellen angegeben: * P < 0.05;
*¥* P<0.01; *** P<0.001.
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Abb 3.4.2.1.2 Konzentrationsabhéngige Aufnahme von CeO,-NP in A549-Lungen-Epithelzellen. Die NP Exposition
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erfolgte fiir jeweils 48 h bei einer Dosis von 3, 30 oder 100 pg/ml CeO,in Anwesenheit (10 %) oder Abwesenheit (0 %)
von FKS. Dargestellt sind die Daten von mindestens 3 unabhingigen Experimenten unter Beriicksichtigung des
Standardfehlers; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001. A) Zelluldre CeO,-Konzentration in Abhéngigkeit der NP-
Dosis B) Verdnderung der Konzentration zelluldrer Struktur- und Spurenelemente nach CeO,-Exposition. Das
Verhiltnis von Applikationsvolumen zur Probenoberfliche war jeweils 0,104 ml/cm?. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert
von drei unabhingigen Experimenten mit Standardfehler. Signifikanzen sind im Vergleich zu CeO»-NP unbehandelten

Kontrollzellen angegeben: * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.

Die konzentrationsabhingige Aufnahme wurde nach Applikation von 3, 10, 30 und 100 pg/ml
CeO,-NP in Ab- und Anwesenheit einer Proteinkorona untersucht. Generell wurde in Abwesenheit
dieser eine vier- bis sechsfach hohere Menge an Cerium aufgenommen (Abb 3.4.2.1.2 A) und der
Sattigungsbereich zeichnete sich bei hoheren Dosen ab.

Die zelluldiren CeO,-Konzentration zeigt eine relativ groBe Schwankung, wenn die Partikel keine
Proteinkorona tragen. Dies kann durch die stabilisierende Wirkung der Proteinhiille auf die
PartikelgroBe begriindet sein. Wenn die CeOz-Partikel keine Proteinhiille tragen ist eine
unterschiedlche Ausprigung der PartikelgroBe zu beobachten”, wodurch die Menge des

aufgenommen Cerium stark schwanken kann.

* Dissertation Jana Fleddermann
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In Anwesenheit der Protein-Korona steigt die zelluldre CeO,-Konzentration bis zu einer Dosis 30
pg/ml stark an und geht bei 12000 ppm in einen deutlichen Séttigungsbereich tiber. Die Stagnation
der Aufnahme, besonders in Gegenwart von Serum, korreliert mit dem Ergebnis aus Abb 3.4.2.1.1
A), welches eine Exocytose der CeO2-NP nahelegt.

Unabhéngig von der Proteinkorona konnte durch die CeO,-Aufnahme die Tendenz zur Abnahme

der zelluldren Konzentration von Phosphor und Kalzium beobachtet werden.

3.4.2.2 Aufnahmemechanismus von CeQ2-NP

Die Kldrung des Aufnahmemechanismus kann beispielsweise Aufschliisse iiber das Ziel
intrazelluldrer Stoffwechselwege der Nanopartikel geben und so dazu beitragen deren
physiologische Effekte und Risiken besser abschétzen zu konnen. Daneben kann die Kenntnis des
Aufnahmemechanismus fiir die gezielte Wirkstoffapplikation (drug deleivery) und somit beim
Design neuer Medikamente auf Nanosphiren-Basis hilfreich sein.

Die Aufnahme von NP durch Endozytose kann in A549-Zellen nach 4h beobachtet werden'*. Unter
Einsatz der Inhibitoren Genistein und Amilorid wurde die Aufnahme von CeO2-NP nach 3h
Applikationszeit studiert. Genistein wurde verwendet um die Clathrin/Caveolin mediierte
Endozytose zu inhibieren'*’. Amilorid fiihrt, durch eine leichte Azidifizierung des Zytosols und der
Blockierung des Natrium-Protonen-Austauschers, zur Blockade der Makropinozytose'*. Beide
Inhibitoren wurden in nicht toxischen Konzentrationen eingesetzt. Als nicht toxisch wurden
Konzentrationen definiert, die mindestens ein Schwellwert von 80% Uberlebensrate entsprachen.
Die Zellen wurden durch pra-Inkubation sowie ko-Inkubation konditioniert.

Abb. 3.4.2.2 zeigt eine deutliche Reduktion der CeO,-Aufnahme durch die Inhibitoren Genistein
und Amilorid. Allerdings war dieser Effekt nur zu beobachten wenn die Inhibitoren gleichzeitig mit
den NP appliziert wurden, da durch die pri-Inkubation alleine keine Blockierung der CeO,-
Aufnahme zu beobachten war. Genistein zeigte eine dhnliche Potenz im Vergleich zu Amilorid.
Beide Inhibitoren verringerten die CeO,-Aufnahme um den Faktor 4,5 bzw. 3,1. Folglich werden
CeO,-NP in A549-Zellen sowohl durch Clathrin/Caveolin mediierte Endozytose als auch durch
durch  Makropinozytose internalisiert. AuBerdem zeigte sich, dass die zelluldre
Kalziumkonzentration, durch die Aufnahme der CeO,-NP, zundchst ansteigt. Wird die Aufnahme
der CeO,-NP inhibiert, ist, im Vergleich zur Kontrolle, keine Anderung der Kalziumkonzentration
zu beobachten.

Die hier dargestellte Inhibition der CeO,-Aufnahme konnte in der Arbeit von Marcus Buschner

durch die Detektion der Seitwértsstreuung mit einer unabhéngigen Methode bestétigt werden.
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Abb. 3.4.2.2 Lungen-Epithelzellen internalisieren CeO,-NP durch Makropinozytose oder Clathrin/Calveolin mediierte
Endozytose. A549-Zellen wurden mit CeO,-NP (100 pg/ml, FKS 0 %) fiir 3 Stunden in An- und Abwesenheit des
jeweiligen Inhibitors (Genestin 200 uM oder Amilorid 200 uM) inkubiert. Es erfolgte eine pra-Inkubation mit dem
entsprechenden Inhibitor fiir 1 Stunde direkt vor der NP Exposition und eine ko-Inkubation mit den NP. A) Anderung
und ortsaufgeldste Darstellung der intrazelluliren Cerium Konzentration. B) Anderung der zelluldren
Elementkonzentrationen von Phosphor, Schwefel und Kalzium nach der Blockierung der zelluliren CeO,-Aufnahme.
Das Verhiltnis von Applikationsvolumen zur Probenoberfliche war jeweils 0,104 ml/cm?® Gezeigt ist jeweils der

Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten mit Standardfehler; * P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.

3.4.2.3 Atmung als selektiver Parameter der NP-Aufnahme

Da Lungenzellen einem Atmungsrhythmus unterliegen, welcher unter Laborbedingungen nicht
gegeben ist, wurden primére AT-II-Lungenzellen der Ratte auf einem elastischen Substrat kultiviert
und gedehnt, um die Aufnahme der CeO,-NP unter realistischen physiologischen Bedingungen zu
simulieren. Die Dehnung wurde bei physiologischen Ruhebedingungen unter Einsatz einer
Frequenz von 40 min" sowie einer Oberfldcheninderung des Substrats von 15 % durchgefiihrt. Es
ist zu erwarten, dass sich durch die Dehnung die Aufnahmewahrscheinlichkeit der Partikel dndern
kann, da sich die Gro6Be der Zelloberfliche dndert und somit die Wahrscheinlichkeit einer
Wechselwirkung erhdht. Auf der anderen Seite herrscht durch die Dehnung eine erh6hte Bewegung
zwischen den einzelnen Partikeln, was dem entgegen wirken kann. Physiologisch betrachtet, konnte

gezeigt werden, dass AT-II-Lungenzellen durch die Dehnung mehr Surfactant sekretieren konnen'**,
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was eine hohere potentielle Blockade fiir die Aufnahme von NP darstellen kann, da Nanopartikel
die Surfactant-Protein-A (SPA) binden, hiufiger von Makrophagen phagozytiert werden'®.
Andererseits werden Surfactant-Lipide und SPA von Typ-2-Pneumozyten aktiv aufgenommen
recycelt'’, was die Aufnahme von NP, die an SPA oder an Surfactant-Lipide binden, begiinstigen

kann.

A) B)
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Abb 3.4.2.3 Gedehnte Lungen-Epithelzellen nehmen CeO,-NP in geringerer Menge auf. Primare AT-1I-Zellen der Ratte
wurden fiir 24 h mit CeO,-NP (30 pg/ml, FKS 10%) behandelt. Das Histogramm zeigt jeweils die Wahrscheinlichkeit
eine Zelle der entsprechenden Konzentration in einer Klasse mit der Gréfe von 100 ppm vorzufinden. Die Haufigkeit
von 0,1 entspricht dabei einer Wahrscheinlichkeit von 10%. Dargestellt sind n = 3 unabhéngige Experimente (Ratten).
Wihrend der Dehnung war das Verhiltnis von Applikationsvolumen zur Probenoberfliche jeweils 0,312 ml/cm?. A)
CeO,-NP-Expositon bei statisch kultivierten Kontrollzellen. B) CeO,-NP-Expositon wihrend Dehnung (40-15;
Frequenz = 40, Oberflichenidnderung des Substrats = 15 %). PIXE-Element-Maps (weiler Balken jeweils 10 pum)
zeigen die ortsaufgeloste Ce-Verteilung eines typischen Dehnungs-Experiments mit Schwefel als Kontrolle fiir die

zelluldre Position.

Die Studien zur CeO,-Aufnahme in Abhéngigkeit der Atmung wurden in Gegenwart einer
Proteinkorona durchgefiihrt, da dies den natiirlichen Bedingungen in der Lunge eher entspricht.
Abb. 3.4.2.3 B) zeigt die Verteilung von CeO,-NP in einzelnen priméren Typ-II-Pneumozyten. Es
zeigt sich eine stark ungleiche Konzentrationsverteilung. Wegen der breiten Verteilung, wurde der
Median zur Quantifizierung der Aufnahme gewéhlt.

Abb. 3.4.2.3 zeigt, dass gedehnte Typ-2-Pneumozyten mit 830 ppm, im Vergleich zu statisch
kultivierten Zellen mit 1936 ppm, deutlich weniger CeO,-NP mit Proteinkorona aufnehmen. Die

Daten sind dabei in Histogrammform mit einer Klassengré3e von 100 ppm dargestellt. Abb 3.4.2.3
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B) zeigt, dass die Schwankungen der CeO,-Aufnahme auch innerhalb einer Messung auftreten.
Dadurch kann die Ursache der Schwankung nicht auf die Herkunft unterschiedlicher Tiere
zurlickgefiihrt werden. Partikel welche in der Region der Zellmembran bzw. an der Grenze zum
Substrat lokalisiert waren, wurden zur Zelle gezihlt, da die Zellen vor der Analyse passagiert
wurden und dabei CeO,-Partikel welche auf dem Trager adhirieren nicht mitgefiihrt werden.
Insgesamt korreliert das gezeigte Ergebnis mit den Daten der Durchflusszytometrie®. Dort wurde
mit Hilfe der Seitwirtsstreuung filir eine deutlich hohere Zellzahl ermittelt, dass gedehnte Typ-II-

Pneumozyten weniger CeO2-NP aufnehmen.

3.4.2.4 CeO,-NP-Quantifizierung durch die Lichtstreuung

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen im Hochdurchsatzverfahren hinsichtlich der Emission
oder Streuung von kohérenten Licht charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass die Granularitit oder der
intrazelluldre Brechungsindex mit der Lichtstreuung korreliert'”’. Weil NP iiber einen hoheren
Brechungsindex verfiigen, streuen das Licht stirker als die Zelle. Werden NP in die Zelle
aufgenommen, erhoht sich der Brechungsindex der Zelle, was sich in einer erhohten
Vorwirtsstreuung des Lichts widerspiegelt. Entscheidend fiir die Detektion der NP-Aufnahme durch
die Lichtstreuung ist deshalb der Unterschied zwischen dem Brechungsindex der Zelle und des
Nanopartikels sowie die aufgenommene Menge der Partikel.

Durch das eher geringe Toxizitdtspotential von CeO,-NP bleibt die Zellmembran intakt und durch
den starken Anstieg der intrazelluldren Cerium-Konzentration in einem Applikationsbereich von 3 —
100 pg/ml (Abb. 3.4.2.4 A) ist ein deutliches Streusignal zu erwarten. Im Allgemeinen konnte durch
Kombination zwischen Ionenstrahlanalyse und Durchflusszytometrie eine Kalibrationskurve
zwischen wirklicher zelluldrer NP-Konzentration und Seitwértsstreuung dosisabhingig dargestellt
werden. Dies erlaubt, unter Kombination der Vorteile beider Methoden, die absolute NP-
Konzentration pro Zelle sehr schnell und fiir eine hohe Zellzahl zu bestimmen. Dabei wurden die
Studien zur zelluldren Seitwértsstreuung mittels Durchflusszytometrie (FACS Calibur) von Jana
Fleddermann durchgefiihrt®. Abb. 3.4.2.4 B & C zeigt den Anstieg der Seitwirtsstreuung durch die
zelluldre Aufnahme von CeO,-NP bei einer Applikationsdosis von 3, 30 und 100 pg/ml. Dabei
wurde die wirklich aufgenommene Dosis, anstelle der applizierten Konzentration, beriicksichtigt
(Abb. 3.4.2.4 A). Im Allgemeinen ist ein stetiger Anstieg, ohne Séttigung, der Seitwértsstreuung
erkennbar. Die stirkste relative Seitwirtsstreuung lag bei 7,9 und wurde in Abwesenheit einer

Proteinkorona beobachtet. Wenn die Partikel eine Proteinkorona trugen, war im Allgemeinen eine

* Daten erhoben von M. Buschner
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deutliche geringere Erhohung der relativen Seitwértsstreuung durch die CeO»z-Aufnahme zu
beobachten, welche bei der hochsten CeO2-Dosis ungefdhr 2,0 betrug.

Im Fall der NP TiO, und FeO, war u.A. durch die geringe zellulire Aufnahme keine signifikante
Anderung der Seitwirtsstreuung detektierbar. Obwohl fiir Al,O; und ZnO #hnliche zellulire
Konzentration wie bei CeO,-NP gemessen wurde, konnte bei diesen Partikeln ebenfalls keine

konzentrationsabhiingige Anderung der Seitwirtsstreuung beobachtet werden.
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Abb. 3.4.2.4 Die zellulire Aufnahme von CeO,-NP kann mittels Lichtstreuung quantifiziert werden. Lungen-
Epithelzellen (A549) wurden fiir 48 h mit CeO>-NP in Gegenwart (FKS 10%) und Abwesenheit (FKS 0%) einer
Proteinkorona inkubiert. Die Seitwirtsstreuung wurde in der Durchflusszytometrie mittels eines Argons Lasers (488 nm
Wellenldnge) in einem Winkel von 90° im FACSCalibur detektiert. Es wurden 10000 Zellen gezéhlt die zuvor von der
Population der Zelltriimmer separiert wurden. Jeder Datenpunkt représentiert jeweils den Mittelwert von 3 unabhéngige
Experimenten mit Standardfehler A) Beziehung zwischen applizierter CeO,-Menge und intrazelluldrer Cerium-
Konzentration (ermittelt durch Ionenstrahlanalyse) B & C) Anstieg der Seitwirtsstreuung durch die zelluldre Aufnahme
von CeO,-NP (blaue Line: exponentieller Fit). Die Seitwértsstreuung NP-behandelter Zellen wurde in Relation zur

Seitwartsstreuung NP-freier Zellen dargestellt und die Applikationsdosis betrug 3, 10, 30, 100 pg/ml.
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3.4.3 ZnO

3.4.3.1 Kinetik und Dosisabhiingigkeit der ZnO-NP Aufnahme

Die ZnO-Exposition wurde {iber einen Zeitraum von 24 — 72 h und bei einer Dosis von 3, 10, 20, 30
pg/ml untersucht (Abb. 3.4.3.1). Da die Zellen sich durch den toxischen Effekt der ZnO-NP vom
Boden ablosten, konnte der zelluldre Elementgehalt nur bis zu einer ZnO-Dosis von 30 pg/ml
bestimmt werden. Im Allgemeinen war eine deutlich hohere zellulire Zink-Konzentration in
Abwesenheit einer Protein-Korona zu beobachten (Abb. 3.4.3.1 A). In Gegenwart der Proteinhiille
war die hochste zelluldre Zink-Konzentration ungefdhr 10 mal geringer. Generell konnte kein
Sattigungseftekt (Vgl. CeO2 Abb 3.4.2.1.2) bei der Aufnahme von ZnO-NP festgestellt werden. Mit
steigender Dosis sank der Schwefelgehalt leicht ab. Dieser Effekt war am stirksten, wenn die Dosis
in Abwesenheit der Proteinhiille erhoht wurde. Die Elementgehalte von Phosphor und Kalzium
zeigten eine sehr starke Korrelation mit dem zelluldren Zink-Gehalt. Dieser Effekt war nur in
Abwesenheit der Proteinkorona zu beobachten.

A) Dosisabhangigkeit (48 h)
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Abb. 3.4.3.1 Dosis- und zeitabhingige zelluldre Aufnahme von ZnO-NP im Kontext der Elemente P, S und Ca. A)
Dosisabhidngige Aufnahme von ZnO-NP in Lungen-Epithelzellen. A549 wurden mit ZnO-NP unterschiedlicher
Konzentration (0, 3, 10, 20, 30 pg/ml) fiir 48 h in Ab- und Anwesenheit einer Proteinkrona (10 % FKS bzw. 0 % FKS)
inkubiert. B) Zeitabhingige Aufnahme von ZnO-NP nach 24, 48 und 72 h Expositionszeit bei einer Dosis von 10 pg/ml
in Ab- und Anwesenheit einer Proteinkorona (10 % FKS bzw. 0 % FKS). Das Verhéltnis von Applikationsvolumen zur
Probenoberfliche war jeweils 0,208 ml/cm® Dargestellt sind jeweils mindestens 3 unabhingige Experimente.
Signifikanzen sind im Vergleich zwischen Ab- und Anwesenheit einer Proteinkorona (10 % FKS bzw. 0 % FKS)
dargestellt: * P <0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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3.4.3.2 Elementare Kolokalisation nach ZnO-Exposition

Im vorherigen Kapitel wurde ein starker Anstieg der zelluliren Phosphor- und
Kalziumkonzentration durch die ZnO-NP Aufnahme beschrieben. Da ZnO-NP im Kulturmedium
mit Phosphor und Kalzium kolokalisiert sind, liegt es nahe, dass die Aufnahme der ZnO-NP fiir die
erhohte zelluldre Phosphor- und Kalziumkonzentration verantwortlich ist. Durch das zelluldre
Riickstreusignal von Zink konnte gezeigt werden, dass ZnO-NP von A549-Zellen aufgenommen
werden, da die Verschiebung des Zink-Riickstreusignals in einen Bereich unterhalb von ca. 2125
keV die Aufnahme der Partikel anzeigt (Abb. 3.4.3.2 C). Gleichzeitig zeigten die zelluldren
Elemente Phosphor, Kalzium und Zink nach der NP-Aufnahme eine -charakteristische
Kolokalisation. Dies bestitigt, dass die Aufnahme der ZnO-NP die Ursache fiir die Erhdhung der
zelluldaren Phosphor- und Kalziumkonzentration sein konnte. Abb 3.4.3.2 A) zeigt ein typisches
zweidimensionales Verteilungsmuster von P, Ca und Zn, wobei S als Marker-Element eingesetzt
wurde um die einzelnen Zellen abzugrenzen. Zur Darstellung der Konzentrationsverteilung der
jeweiligen Elemente diente der griine Bereich, welcher als region-of-interest definiert wurde. Dabei
ist die Kolokalisation von P, Ca und Zn sowohl im zelluliren Bereich als auch in schwacher
Ausprigung auf dem Trigersubstrat zu beobachten und durch ein charakteristisches
Konzentrationsprofil mit jeweils 4 Maxima gekennzeichnet. Die Konzentrationen fiir Phosphor und
Calcium iibersteigen mit max. 43000 bzw. 24000 ppm deutlich die Werte zelluldrer Konzentrationen
von Kontrollzellen fiir diese Elemente (Phosphor: 13300 ppm, Calcium: 1506 ppm). Wie in Kap.
3.3.3 gezeigt stammt die zusédtzliche Menge an Phosphor und Kalzium, mit grofler
Wabhrscheinlichkeit, aus dem Kulturmedium.

Die Auspriagung der Kolokalisation wurde ndher beschrieben, indem der Korrelationskoeffizient
nach Pearson fiir die einzelnen Elementbeziehungen ermittelt wurde (Abb 3.4.3.2 B). Dabei wurde
die stirkste Korrelation zwischen Zink und Kalzium bzw. Zink und Phosphor beobachtet. Dort
betrug der Korrelationskoeffizient 0,97 bzw. 0,96. Eine Korrelation geringerer Auspriagung fand
sich bei Zink und Schwefel, dort lag der Korrelationskoeffizient bei 0,73.

In der Gruppe der untersuchten Metalloxid-NP zeigten ZnO-NP als einzige NP die dargestellte
charakteristische Kolokalisation zwischen NP, Phosphor und Kalzium nach der Aufnahme der
Partikel (Abb. 3.4.3.2). Daneben konnte der Anstieg der =zelluliren Kalzium- und
Phosphorkonzentration in Abhéngigkeit der ZnO-Aufnahme in Anwesenheit einer Proteinkorona
nicht beobachtet werden, was hochstwahrscheinlich durch die geringere Partikel-Aufnahme zu

begriinden ist.
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Abb 3.4.3.2 Typische Kolokalisation wichtiger physiologischer Elemente nach ZnO-NP Exposition. Lungen-

Epithelzellen (A549) wurden fiir 48 h mit ZnO-NP (30 pg/ml) in Abwesenheit einer Protein-Korona (FKS 0%)
behandelt. A) Mittels der ROI (griin) wurde das Profil der Elementverteilung von P, S, Ca, Fe & Zn dargestellt. Die
PIXE-element-Maps repréisentieren jeweils einen Bereich von 25 x 25 pm. B) Korrelation der Elementverteilung
zwischen Zink und der zelluldren Elemente P, S, Ca. Die Korrelation wurde mit dem Korrelationskoeffizienten nach
Pearson ermittelt C) Verschiebung des zelluldren Zink Riickstreusignals, was gleichzeitig die zelluldre Aufnahme der

NP anzeigt.

3.4.3.3 Beziehung zwischen wirklicher zellulérer Dosis und Toxizitit

Die ionenstrahlanalytische Quantifizierung von zelluldren Material erlaubt es, im Vergleich zu der
extrazelluldren Applikationsdosis, die wirkliche intrazelluldr aktive, d.h. die wirksame Dosis, zu
ermitteln. Der Vorteil der Ionenstrahlmikroskopie liegt darin, dass authentische NP ohne
Markierung quantifiziert werden kdnnen und so ein moglicher Einfluss der Markierung auf die
zelluldre Aufnahme ausgeschlossen werden kann. Im biologischen Kontext ist es erforderlich, der
Dosis des NP einen zelluldren Effekt zuordnen zu konnen. Oberdorster et al. hat beziiglich der NP-
Dosis aufgefiihrt'”?, dass im Fall von TiO, die Masse, absolute Zahl sowie totale Oberfldche des

Partikels geeignet ist, um einen toxischen Effekt quantitativ zu beschreiben. Dennoch zeigen NP
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vielfdltige Eigenschaften welche es schwierig gestalten die NP-Dosen verschiedener Partikel
miteinander zu vergleichen. Beispielsweise stehen sedimentierte Partikel begrenzt fiir die zelluldre
Aufnahme zur Verfiigung, wobei die Sedimentationsgeschwindigkeit stark von der Partikelgrof3e
abhingig ist. Daneben erfolgt in der Praxis der Kontakt mit NP oft in Aerosolform und im
Zellkultursystem werden die NP in Losung appliziert. Folglich konnen die Applikationsdosen fiir
verschiedene NP nur schwer verglichen werden.

Das vorliegende Kapitel liefert einen neuen Beitrag, indem die wirksame intrazelluldre Dosis
quantifiziert wird. Diese kann dazu betragen das Risiko eines Nanomaterials umfassender
abschéitzen zu konnen, sowie den Wirkmechanismus besser zu verstehen.

Abb. 3.4.3.3 zeigt im Diagramm die wirkliche zellulire Zink-Dosis nach nach einer applizierten
Zn0-Dosis von 0, 3, 10, 20, 30 ug/ml in Abhingigkeit der Toxizitit". Daneben zeigen die PIXE-
Element-Maps die ortsaufgeldste zellulidre Position (griine ROI, vom zelluldren Schwefel Signal

abgeleitet) des Zink-Signals in einer Scanfeldgrofe von 156 oder 625 pm?.
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Abb. 3.4.3.3 Bezichung zwischen wirklicher zelluldrer Zink Dosis und Toxizitdt von ZnO-NP in An- und Abwesenheit
einer Proteinkorona (FKS 10% bzw. FKS 0%). Die Toxizitdt wurde indirekt ermittelt, indem die Zellvitalitit mittels
MTT-Test quantifiziert wurde. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten. Die
PIXE-Element-Maps einer Scanfeldgrofie zwischen 12,5 x 12,5 pm und 25 x 25 pm zeigen jeweils zellulér lokalisiertes
Zink in Abhéngigkeit der ZnO-Dosis und des Serumgehalts. Das Verhiltnis von Applikationsvolumen zur

Probenoberfliche war jeweils 0,208 ml/cm?. Die griine Markierung (ROI) zeigt die zellulire Position, welche zuvor mit

Hilfe des Schwefel-Signals festgelegt wurde.

Im Allgemeinen zeigte sich unabhdngig von der Proteinkorona eine inhomogene zelluldre Zink-
Verteilung mit steigender ZnO Konzentration. Bei einer intrazelluliren Zink-Konzentration

zwischen ca. 400 und 25000 ppm besteht eine lineare Beziehung zwischen intrazelluldrer

*  Toxizitdtsdaten wurden mittels MTT-Test von J. Fleddermann erhoben.
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Konzentration und Zytotoxizitdt, wobei die halbmaximale Dosis (ECs)) bei ungefdhr 4000 ppm
angesiedelt ist. Oberhalb von 25000 ppm stieg die zelluldre Zink-Dosis, bei geséttigter Toxizitit, bis
auf einen Wert von ca. 120000 ppm an.

Zwischen der logarithmischen zelluldren Zinkkonzentration und Zytotoxizitét konnte ein sehr hoher

Pearsonscher Korrelationskoeffizient von 0.93 ermittelt werden.

3.4.3.4 Rolle freier Zink-Ionen

Besonders im Fall von ZnO kénnen Zinkionen eine wichtige Rolle beim Toxizitditsmechanismus des
NP spielen. Beispielsweise liegen im Applikationsmedium eine Reihe von Substanzen, wie z.B.
Cystein, Proteine oder Phosphat-lonen, vor, welche sehr affin fiir Zinkionen sind. Durch die
Féhigkeit Ionen in Losung quantifizieren zu konnen, bietet die massenspektrometrische Analyse
eine Auskunft dariiber, in welcher Form ZnO Partikel extrazelluldr vorliegen. Da die Loslichkeit
von ZnO eine starke pH-Abhéngigkeit zeigt und endozytierte ZnO-NP im Lysosom bei einem pH
von 4 — 5 prozessiert werden konnen, wurde die freie Zinkionenkonzentration bei verschiedenen
pH-Werten im Puffersystem ohne zusdtzliche Komponenten untersucht (Abb. 3.4.3.4 A). Im
nichsten Schritt erfolgte die Bestimmung der freien Zinkionenkonzentration im Kulturmedium

ohne Serum (Abb. 3.4.3.4 B).

A) Puffersystem B) Kulturmedium
_ —l— Zentrifugation _ | I Zentrifugation
30 16000g, 30 Minuten 30 16000g, 30 Minuten
= 20- = ~ 20
2 . 2
& 4 10,
c 10 N,S,
0 T T T T T T T T T T T |. T 1 0 — '
4 5 6 7 8 9 10 11 pH 74

Abb. 3.4.3.4 Freie Zinkionenkonzentration von ZnO-NP bei verschiedenen pH-Werten (A) und im Kulturmedium (B).
Zinkionen wurden von ZnO-NP (30 pg/ml) durch Zentrifugation (16000g, 30 Minuten) getrennt und
massenspektrometerisch quantifiziert. Die entsprechenden pH-Werte wurden jeweils mit 25 mM Hepes-, Acetat- oder
Tris-Puffer bei einer Ionenstirke von 160 mM eingestellt. Die Quantifizierung freier Zinkionen im Puffer und
Kulturmedium wurde in Abwesenheit von Serum (FKS 0%) durchgefiihrt. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und
Standardfehler von 3 unabhéngigen Experimenten. ; * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.
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Zur Quantifizierung der Zinkionenkonzentration in Losung wurden die Ionen mittels Zentrifugation
(16000g, 30 Minuten) von den ZnO-NP getrennt. Im Experiment betrug die eingesetzte ZnO-
Konzentration 30 pg/ml, was einer maximalen freien Zinkionenkonzentration von 24,1 pg/ml
entspricht. Bei einem pH von 4,5 konnten 19,6 (+/- 3,9) nug/ml Zn*" beobachtet werden. Bei
Erhohung des pH-Werts auf 7,4 und 10,1 sinkt die freie Zinkionenkonzentration auf 13,7 (+/- 0,9)
bzw. 1,3 (+/- 0,2) pg/ml ab (Abb. 3.4.3.4). Aus diesen Werten ergibt sich, dass freie
Zinkionenkonzentration umgekehrt proportional mit dem pH Wert korreliert. Bei einem pH-Wert
von 7,4 im Medium ergibt sich, im Vergleich zum Puffersystem, eine deutlich niedrigere freie
Zinkionenkonzentration von 1,4 (+/- 0,2) pg/ml statt 13,7 (+/- 0,9) pg/ml. Das bestitigt die
Vermutung, dass im Kulturmedium Substanzen vorhanden sind, welche ZnO-NP bzw. Zinkionen

binden koénnen bzw. deren Aggregationsverhalten beeinflussen.

3.4.4 Graphen als Nanopartikel-Carrier

Graphen ist ein zweidimensionales Molekiil, was durch seine physikalischen und chemischen
Eigenschaften'> als Carrier fiir drug-delivery-Systeme'** im Allgemeinen und fiir die Applikation
von wasserunloslichen Medikamenten'>> im Besonderen geeignet ist. Gold- und Silber-NP zeigen
vielféltige Einsatzmdglichkeiten im Bereich der Diagnostik und Therapie oder als Biomarker'*® '’
138 Zusitzlich sind diese Partikel durch die Kopplung mit der Thiol- oder Amingruppe fiir eine
grof3e Zahl von Biomolekiilen, wie z.B. DNA oder Peptide, leicht zuginglich.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Féhigkeit von Graphenoxid als Carrier zur zelluldren
Aufnahme von Gold- und Silber-NP untersucht werden. Dazu wurden in der Arbeitsgruppe von
Prof. C. Gao Graphenoxid-Molekiile mittels Cystamin und einer Disulfidbriickenbindung kovalent
mit Silber- und Gold-NP gekoppelt und anschlieBend das Verhiltnis zwischen NP und Graphen
massenspektrometrisch bestimmt. Dabei entspricht 100 pg/ml Graphenoxid-NP-Konjugat der
gleichen absoluten Gold- bzw. Silber-Menge wie 5 pg/ml NP-Losung.

Abb. 3.4.4.1 zeigt ein typisches PIXE-Spektrum von A549-Lungenzellen, welche mit Gold- oder
Silber-NP bzw. Graphenoxid konjugierten Partikeln behandelt wurden. Dabei lassen sich Gold
durch die L-Linie zwischen 9 und 14 keV und Silber durch die K-Line bei 22 keV eindeutig durch
die charakteristische Rontgenstrahlung identifizieren. Bei einer starken Aufnahme der NP tiberlappt
das Signal der L-Linie von Gold und Silber mit den zelluldren Elementen im Bereich zwischen 2 bis

4 keV.
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Abb 3.4.4.1 Typisches PIXE-Spektrum zur Quantifizierung von Gold (A) oder Silber (B) in Lugenepithelzellen (A549).
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Abb 3.4.4.2 Verteilung und Quantifizierung von der Nanopartikel Gold (A) und Silber (B) in Lungenzellen. A549-
Zellen wurden fiir 24 Stunden mit den jeweiligen NP, bzw. der mit Graphenoxid konjugierten Variante, in Gegenwart
von 10% FKS inkubiert. Die Konzentration der Nanopartikel betrug (Ag-NP bzw. Au-NP) jeweils 5 pg/ml und die
Konzentration der Graphenoxid-Konjugate (Ag-GO-NP bzw. Au-GO-NP) jeweils 100 pg/ml. Das Verhéltnis von
Applikationsvolumen zur Probenoberfliche war jeweils 0,208 ml/cm? Gezeigt ist der Mittelwert und Standardfehler
von jeweils 3 unabhédngigen Experimenten (n = 3) und der weille Balken reprisentiert jeweils 5 pm; * P <0.05; ** P <

0.01; *** P <0.001.

Abb. 3.4.4.2 zeigt die Verteilung und die zelluldre Konzentration von Gold und Silber in A549-

Lungenzellen nach Exposition mit unkonjugierten-NP und Graphenoxid-konjugierten-NP. Die
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Konzentration der Partikel wurde dabei so eingestellt, dass die applizierte Dosis von Gold und
Silber, unabhéngig von der Konjugation konstant bleibt (Au-NP & Ag-NP 5ug/ml und GO-Au-NP
& GO-Ag-NP 100 pg/ml). Daneben wurde Kohlenstoff als Signal fiir die zelluldre region-of-interest
verwendet, da bei hohen NP-Konzentrationen eine Uberlappung mit zelluliren Strukturelementen
eintreten kann. Beispielsweise iiberlappt die Gold L-Line mit der Schwefel K-Linie.

Insgesamt ldsst sich unabhingig vom Typ des NP sowie der Konjugation oder zelluliren NP-
Konzentration eine inhomogene zelluldre Verteilung der Partikel feststellen. In Einzelfdllen konnte
bei einer hohen Gold-Konzentration die Korrelation des zelluldren Gold-Signals mit dem zelluldren
Kohlenstoffsignal beobachtet werden. Beziiglich der zelluldren NP-Konzentration konnte sowohl
im Fall von Gold-NP als auch bei Silber-NP eine erhohte zelluliren NP-Aufnahme durch die
Konjugation mit Graphen festgestellt werden. Dies zeigt, dass eine Graphen-Konjugation geeignet
ist, die NP-Aufnahme in einem Zeitraum von 24 Stunden signifikant um einen Faktor von 9,0 bis
27,1 zu erhohen.

Da durch die Konjugation der NP an Graphen eine stirkere zellulire NP-Aufnahme zu erwarten ist,
wurde die Toxizitét der Graphenoxid-NP im Vergleich zu den unkonjugierten NP untersucht. Zur
Beurteilung der Toxizitdt wurden 3 unterschiedliche Tests angewendet: Reduzierungsfahigkeit
mitochondrialer Oxidoreduktasen (MTT-Test), extrazellulire Aktivitit der Laktatdehydrogenase
(LDH) und das Ausmal} der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Bei den Graphenoxid-
NP-Konjugaten wurde durch MTT, LDH und ROS eine leichte bis mittlere signifikante Erhohung
der Toxizitdt festgestellt (Abb. 3.4.4.3).

*
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Abb 3.4.4.3 Toxizitdt von Gold- und Silber-NP im Vergleich zu Graphenoxid-NP-Konjugaten. A549-Lungenzellen
wurden jeweils fiir 24 h mit NP (5 pg/ml) bzw. Graphenoxid-NP-Konjugaten (100 pg/ml) in Gegenwart von 10% FKS
inkubiert. A) MTT-Test zur relativen Quantifizierung der Zellvitalitit. B) Zelluldre L-Lactatdehydrogenase Freisetzung.
C) Relative Bildung intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Das Verhéltnis von Applikationsvolumen zur
Probenoberfliche war jeweils 0,208 ml/cm?® Gezeigt ist jeweils der Mittelwert von drei unabhingigen Experimenten

mit Standardfehler; * P <0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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3.5 Quantitative Elementanalyse von Lungengewebe

3.5.1 Vergleich zwischen isolierten Einzelzellen und Gewebe

Es ist bekannt, dass Modifikationen im zelluliren Elementgehalt mit bekannten
Zivilisationskrankheiten wie Alzheimer oder Parkinson korrelieren konnen'” ', Um Riickschliisse
auf mogliche Stoffwechselverdnderungen oder toxische Effekte durch NP ziehen zu konnen,
wurden die Lungenzellen im gesunden Zustand als Kontrolle untersucht. Dabei wurden die
Elementgehalte von A549-Zellen, primaren AT-II-Zellen der Ratte und Lungengewebe der Maus
verglichen (Abb. 3.5.1). Die zu quantifizierenden Elemente wurden in zwei Gruppen eingeteilt: In
der ersten Gruppe sind die Elemente welche zum Aufbau der zelluliren Struktur (P, S), sowie
Elemente (Cl, K) die voraussichtlich in groer Zahl zur Erfiillung wichtiger Stoffwechselprozesse

bendtigt werden, enthalten.

I A549 Lungenzelllinie
I AT-Il Priméarzellen (Ratte)
I L ungengewebe (Maus)
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Abb. 3.5.1 Elementkonzentration von unbehandelten Lungenzellen unterschiedlichen Typs (A549-Zellline, AT-II-

Primérzellen, Lungengewebe). Dargestellt sind n > 3 Experimente.

In die zweite Kategorie fallen die Spurenelemente, Eisen und Zink, sowie Kalzium, bei denen eine
sehr geringe zelluldre Konzentration zu erwarten war. Die Konzentration der jeweiligen Elemente
ist in ppm (pg/g) angegeben und bezieht sich auf das Trockengewicht der Einzelzelle bzw. Alveole.
Die Elementkonzentration der einzelnen Alveolen wurden unter Ausschluss des Lumens bestimmit,

indem mit Hilfe der exclude-Funktion der Software GeoPIXE nur Bereiche des Scanfelds zur
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Konzentrationsbestimmung verwendet wurden, in denen tatsidchlich Zellmaterial vorhanden war.
Erwartungsgemil zeigten bei allen Zelltypen die Strukturelemente Schwefel und Phosphor, im
Vergleich zu den anderen Elementen, eine sehr hohe Konzentration. Abb. 3.5.1 zeigt zwar eine
hohere Konzentration im Falle von Chlor, dies sollte jedoch durch die sehr hohe Schwankung
sowohl innerhalb eines Zelltyps als auch zwischen den Zelltypen kritisch hinterfragt werden. Das
Lungengewebe zeigt, vermutlich auf Grund des vielschichtigen Probenpriparationsprozesses, den
geringsten Chlorgehalt.

Im Vergleich zu Primirzellen und Lungengewebe sind A549-Zellen durch erhohte Werte fiir
Phosphor und Schwefel gekennzeichnet. Das Lungengewebe der Maus zeigt im Vergleich zu den
Primérzellen und der Zelllinie eine geringere Schwefelkonzentration von ca. 3000 ppm. Beziiglich
Phosphor zeigt sich ein dhnliches Bild wie bei Schwefel. Die A549-Zellline und die primiren AT-11-
Zellen (Ratte) zeigen eine Phosphorkonzentration auf dhnlichen Niveau von 13200 ppm und 10900
ppm, wohingegen das Lungengewebe der Maus eine Konzentration bei 3000 ppm zeigt. Als
Zellline, oder durch den Zusatz von Wachstumsfaktoren, befinden sich die Zellen in der Zellkultur
in erhohter Stoffwechselaktivitit durch kontinuierliche Zellteilung, was die erhohten Werte fiir
Phosphor (DNA) und Schwefel (Proteine des Zytoskeletts) erklidren kann.

Die Spurenelement-Konzentrationen von Ca, Fe, und Zn befinden sich bei A549-Zellen und
Primérzellen der Ratte auf etwa gleichen Niveau. Lediglich das Lungengewebe der Maus zeigt hier
stark abweichende Werte im Fall von Eisen und Zink. Im Vergleich zur Primirzelle und A549-
Zellen kann im Lungengewebe ein deutlich erhohter Wert fiir Eisen von 145 ppm, sowie ein
deutlich erniedrigter Wert fiir Zink von 60 ppm beobachtet werden. Die erhohten Werte fiir Kalzium
und Eisen im Lungengewebe der Maus konnen durch den direkten Kontakt mit dem Blut erklirt
werden. Im Blut liegt die Kalziumkonzentration bei ca. 2,4 mM und der eisenhaltige
Porphyrinkomplex im Hamoglobin kann fiir die erhohten Elementkonzentrationen verantwortlich

sein.

3.5.2 TiO2-Aerosol

Abb. 3.5.2.1 zeigt die Verteilung und den Nachweis von TiO2-NP in einzelnen Alveolen nach
Aerosolexposition im Lungengewebe der Maus. Die charakteristische Struktur des Lungengewebes
ist in der Aufnahme des optischen Mikroskops in Abb. 3.5.2.1 A) dargestellt, und konnte mit Hilfe
des Elements Schwefel in einer Ubersichtsaufnahme der Ionenstrahlmikroskopie ebenfalls

dargestellt werden. Die Ubersichtsaufnahme zeigt eine terminale Bronchiole, welche sich durch die
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Mukusschicht, die durch einen hoéheren Schwefelgehalt gekennzeichnet ist, von den einzelnen
Alveolen abgrenzt. In Abb 3.2.2.1 B) wurde die Signalverteilung in einzelnen Alveolen genauer
untersucht, indem eine region-of-interest (griin) definiert wurde. Dort war eine Kolokalisation von
Titan und Schwefel zu erkennen. Die TiO,-NP sind ist relativ inhomogen verteilt, wodurch lokal
stark schwankenden Signalintensititen beobachtet werden konnen. In der Grenzschicht zur

terminalen Bronchiole ist dabei nur sehr wenig bzw. kein Titan lokalisiert.

A) B) —— Schwefel
150000 - — Titan
[0}
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Abb. 3.5.2.1 Darstellung der TiO2-NP-Verteilung in Lungengewebe der Maus nach Aerosolexposition mit einer Dosis
von 271 pg/m’ fiir 60 Minuten. A) Charakteristische Struktur der Alveolen und einer terminalen Bronchiole in einer
Ubersichtsaufnahme. Der weifie Balken entspricht jeweils 100 um. B) Kolokalisation von TiO2-NP mit einzelnen
Alveolen. Der griine Bereich in den element-maps wurde als region-of-interest verwendet in dem die Signalausbeute
von Schwefel und Titan dargestellt ist. Schwefel wurde als Markerelement zur Identifikation der Alveolen verwendet.

Der wei3e Balken entspricht jeweils 25 pm.

Abb. 3.5.2.2 Konzentrationsbestimmung von TiO?-NP in einzelnen Alveolen. Der graue Bereich
entspricht der region-of-interest in der die Titan-Konzentration berechnet wurde. Der weille Balken

entspricht jeweils 25 um.
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Abb. 3.5.2.2 zeigt, dass die Titankonzentration in drei einzelnen Alveolen bei einer Aerosol-Dosis
von 271 mg/m’ und 60 Minuten Expositionsdauer bei 240 ppm liegt. Die Titankonzentration pro
einzelner Alveole betrdgt somit 80 ppm und liegt im Bereich der Werte, welche fiir die zelluldren
Spurenelemente Eisen (140 ppm) und Zink (67 ppm) in unbehandelten Gewebe beobachtet wurden.
Eine Anderung der Morphologie des Lungengewebes durch TiO>-Aerosolexposition konnte nicht

beobachtet werden, da TiO2-NP ein geringes Toxizitdtspotential zeigen.

3.5.3 Zinkoxid-Aerosol

Abb. 3.5.3 zeigt die Quantifizierung von ZnO-NP in einzelnen Alveolen nach Aerosolexposition
Dabei konnte, im Vergleich zur Kontrolle, keine signifikante Erh6hung des alveolaren Zinkgehalts
festgestellt werden (Abb. 3.5.3 B). Andere Elemente wie P, S und Ca, die bei der ZnO Aufnahme in
AS549-Zellen eine Rolle spielen, blieben ebenfalls auf konstanten Niveau. Da bei der zelluldren
Aufnahme von ZnO ein toxischer Effekt z.B. durch Nekrose zu erwarten ist'®', besteht die
Moglichkeit die Morphologie des Lungengewebes durch ZnO-NP zu verdndern. Es wurde
beobachtet, dass die charakteristische Struktur des Lungengewebes, unabhingig von der ZnO-

Dosis, intakt blieb.
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Abb. 3.5.3 Elementgehalt in Lungengewebe der Maus nach Aerosolexposition (0, 58, 203 mg/m’, 1 h). A)
Ortsaufgeloste Elementverteilung in einzelnen Alveolen (P, S, Ca, Zn) in Abhéngigkeit der ZnO-Aerosol-Dosis (0, 58,
203 mg/m?). B) Elementkonzentration (ppm bzw. ug/ml) einzelner Alveolen nach ZnO-Aerosol-Exposition. Dargestellt

ist der Mittelwert und Standardfehler von min. 5 Alveolen aus 3 verschiedenen Méausen (n = 3).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei einer Applikationszeit von 1h und einer Dosis bis zu 203
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mg/m’ die Aufnahme von ZnO-NP in das Lungengewebe durch Barrieren wie z.B. Surfactant aktiv
unterbunden wird, oder die Expositionszeit zu kurz fiir eine Aufnahme der Partikel ist. Bei der
Exposition mit ZnO-Aerosol setzte sofort eine Stressatmung ein, welche dazu fiihrte, dass sich die

162

Atmenfrquenz erhohte . Dadurch ist es auch mdglich, das die Partikel nicht bis zu den Alveolen

vordringen konnten.
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4. Diskussion

4.1 Methodische Diskussion

4.1.1 Probenpriparation und Trigermaterial

Die Ionenstrahlmikroskopie ist eine stark nachgefragte Methode. Andererseits ist sie sehr
zeitaufwéndig und kostenintensiv. Es gibt nur sehr wenig Ionenstrahmikroskopie-Anlagen. Deshalb
ist die Reduktion der Messzeit fiir biologische Proben bei trotzdem guter Aufldsung von grofler
praktischer Bedeutung. Da biologische Proben im Allgemeinen eine geringe Dicke und Dichte
aufweisen, ist die Signalausbeute bei der lonenstrahlmikroskopie relativ gering. Im Speziellen ist
oft die Detektion der charakteristischen Rontgenstrahlung eines einzelnes Elements geringer
zelluldrer Konzentration, der kritische Schritt bei der Aufnahme der Messdaten. Um eine moglichst
hohe Ausbeute und kurze Messzeit zu erreichen, ist es deshalb erstrebenswert den Abstand
zwischen Rontgendetektor und Probe so gering wie moglich zu halten.

Der Raumwinkel (A/r?) wird als Maf3 fiir den Abstand zwischen Probe und Rontgendetektor
verwendet, wobei sich die potentielle Detektorfliche mit steigenden Detektorabstand quadratisch
verkleinert. Folglich wurde die Probe auf einen Aluminiumrahmen aufgezogen, da die direkte
Analyse in der Kulturschale durch den geringen Probenabstand und die Abschirmung der aktiven
Rontgendetektorfliche durch den Schalenrand Nachteile bietet. Durch die Ubertragung auf den
Aluminiumrahmen reduziert sich der Abstand um 13,8 mm, was ungefdhr einer Verdopplung des
Raumwinkels und damit einer Halbierung der Messzeit entspricht. Ein geringerer Abstand wiirde
die aktive Fliche des RBS-Detektors durch die Abschirmung des Rontgendetektors verringern.

Da das gesamte Priparat auf dem Aluminiumrahmen nicht unter der gleichen mechanischen
Spannung steht wie in der Probenschale, wellt sich die Polypropylenfolie gelegentlich etwas auf.
Diese Beobachtung zeigt allerdings keinen Einfluss auf die zelluldre Elementkonzentration der
Probe, da der Kriimmungsradius der Verwerfungen der Folie grofl gegeniiber der Fliche einer
Einzelzelle ist.

In der lonenstrahlmikroskopie spielt die Wahl des Trigermaterials eine entscheidende Rolle, da
dieses oft Elemente enthilt, z.B. Kohlenstoff oder Stickstoff, welche ebenfalls in der Probe
vorkommen. Durch die Uberlappung dieser Elemente im Riickstreuspektrum, kann ein Fehler bei
der Konzentrationsbestimmung der zelluliren Matrix entstehen. Dadurch stellt sich die Frage

welches Material zur Analyse von biologischen Material am besten geeignet ist.
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Beziiglich des Tragermaterials kommen Siliziumnitrid (Si3N4) und Folien auf Kohlenwasserstoft-
Basis (Polypropylen) infrage. Siliziumnitrid ist mit 200 nm anstelle von 4 pm ein deutlich diinneres
Substrat und enthélt keinen Kohlenstoff. Dies pridestiniert das Si3N4-Substrat fiir die Bestimmung
der zelluldren Dicke und des Kohlenstoffgehalts in biologischen Proben. Allerdings konnten
dhnliche Ergebnisse, beziiglich des FElementgehalts von Kontrollzellen, mit dem Substrat
Polypropylenfolie erzielt werden. Zwar iiberlappen dort das Kohlenstoffsignal von Substrat und
Probe, doch beide =zeigen durch ihren leicht unterschiedlichen Kohlenstoffgehalt eine
unterschiedliche Signalintensitidt. Dies spiegelt sich durch eine Schulter im RBS-Spektrum wider
und erlaubt im Zusammenhang mit dem zelluldren Stickstoff- und Sauerstoffsignal ebenfalls eine
Bestimmung des zelluldren Kohlenstoffgehalts und der zelluldren Dicke. Das Si3N4-Substrat ist im
Vergleich zu Polypropylenfolie deutlich preisintensiver. Bei deutlich hoheren Kosten von 4.63
€/mm?, im Vergleich zu 0.02 cent/mm?, bietet das SisNs-Substrat eine wesentlich kleinere
potentielle Analyseflache von 4 mm?. Dies ist von Nachteil, wenn sich toxizititsbedingt adhirente
Zellen vom Boden abldsen, weshalb Polypropylenfolie zur routinemifigen  Analyse von
Lungenzellen durch die Ionenstrahlanalyse besser geeignet ist.

Zusitzlich neigt das Si3Ng-Substrat durch die geringe Dicke von 200 nm zum Bruch, was die
Handhabung und Lagerung der Priparate erschwert. Da beziiglich der zelluldren NP-Analyse die
Wahl des Substrats sekundér ist geht aus den oben aufgefiihrten Ergebnissen hervor, dass
Polypropylenfolie ein geeignetes Material zur routinemdBigen Untersuchung des zelluldren

Elementgehalts nach der NP-Exposition ist.

In speziellen Experimenten spielt die Dehnung der Lungenepithelzellen eine Rolle. Dabei werden
die Zellen zur Dehnung auf einem spezifischen Substrat auf Siliziumbasis kultiviert und durch
Unterdruck auf diesem gedehnt. Die direkte ionenstrahlanalytische Analyse auf diesem Substrat ist
nicht moglich, da dieses relativ elastisch und dick ist. Die Eigenschaften des Substrats fiihren zur
Verformung und Aufladung der Probe in den ersten 15 Minuten der Messung. Wenn Protonen in
bzw. auf der Probe akkumulieren, stoBen sie neu einfallende Inzidenzprotonen, durch die identische
Ladung ab. Dadurch ist der Wert fiir die Ladung, welcher die Gesamtzahl der auf die Probe
getroffenen Protonen widerspiegelt und fiir die Berechnung der Konzentration essentiell ist,
ungenau. Folglich ist die Analyse gedehnter Lungenepithelzellen ausschlielich nach Trypsinierung

und Transfer auf ein geeignetes Substrat, wie z.B. Polypropylenfolie, moglich.

Als Tragermaterial fiir Kulturzellen wurde dementsprechend Polypropylenfolie von 4 pum Dicke

verwendet. Die Folie war frei von Verunreinigungen mit zelluldren oder NP-relevanten Elementen.
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Praparate von Lungengewebe erfordern eine Einbettung, aus diesem Grund kommt
Polypropylenfolie als Trdger nicht infrage. Deshalb musste fiir die Untersuchung von
Lungengewebe ein anderer Triger gefunden werden. StandardméBig kommt das Einbettmittel
DePeX, welches eine Mischung aus Xylol, Polystyren und Phthalaten ist, zum Einsatz. Allerdings
zeigte DePeX eine deutliche Verunreinigung mit Zink, welche in einem inhomogenen Muster
auftrat. Somit ist dieses Tragermaterial fiir die Analyse von Lungengewebe, welches mit Zinkoxid-
NP behandelt wurde, ungeeignet, da es nicht moglich war, den Zinkgehalt des Trigers vom
zelluldren Zinkgehalt zu trennen. Im Fall von Eisen konnte eine sehr geringe Eisenkontamination
im unteren einstelligen ppm-Bereich beobachtet werden. Da Eisen in DePeX homogen verteilt war,
wurde der Messwert durch Subtraktion des Eisen-Untergrunds korrigiert. Xylol wird u.a. durch
Methylierung von Toluol oder Benzol hergestellt. Da bei diesen Methylierungsreaktionen u.A. Zink
als Katalysator eingesetzt wird"”', kann dies die Ursache fiir die Verunreinigung sein. Um ZnO
behandeltes Lungengewebe analysieren zu konnen, wurde deshalb Limonen als Trigermaterial
eingesetzt. Es zeigt bei einem &dhnlichen Brechungsindex im Vergleich zu DePeX ein geringeres
Toxizitdtspotential. Allerdings ldsst sich, bedingt durch die geringe Elastizitit von Limonen, das
eingebettete Lungengewebe nur sehr schwer vom Objekttrager ablésen. Diese Einschrinkung

konnte durch die Mischung mit dem natiirlichen Weichmacher Campher aufgehoben werden.

4.1.2 Ladungsbestimmung

Die Ladung nimmt eine Schliisselrolle bei der Quantifizierung der zelluldren Elemente ein, da sie
die Gesamtzahl der mit der Probe in Wechselwirkung getretenen Protonen widerspiegelt. Aus
diesem Grund stellt sich die Frage, welche Methode am besten geeignet ist, um die Ladung iiber
den Messzeitraum zu integrieren.

Prinzipiell ist es am Lipsion moglich die Ladung iiber den Faraday-Becher hinter der Probe oder
durch Ableiten des Stroms direkt von der Probe bzw. der Aperturblende zu bestimmen. Daneben ist
der Fit des RBS-Spektrums durch Simulation eine etablierte Methode zur Ladungsbestimmung. Die
Messung der Ladung durch direkte Ableitung von der Probe ist schwierig, da ein biologisches
Priparat in der Regel einen Isolator darstellt. Es kann indirekt durch das Bedampfen mit Aluminium
eine diinne Schicht (< 100 nm) auf die Probe aufgebracht werden. Auf diesem Weg entstehen
Ladungswerte fiir das gesamte Scanfeld, welche mit den Werten der Simulation oder des Faraday-
Bechers korrelieren. Allerdings erschwert die Aluminiumschicht die Identifikation einzelner Zellen
durch das optische Mikroskop hinter der Probe und verldngert so die bendtigte Messzeit pro Zelle.

Eine weitere Methode besteht darin, den abgeleiteten Strom von der Apertur-Blende mit dem Strom
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im Faraday-Becher vergleichen. Bei einer Kalibration ohne Probe wird ein Faktor gebildet, welcher

spéter dazu dient die Ladung aus dem Strom der Apertur-Blende zu berechnen®.

Der Vorteil dieser Methode ist, Fehler, welche durch Streueffekte bei der Faraday-Becher-Messung
hinter der Probe entstehen kdnnen, zu eliminieren. Ein Nachteil ist die Voraussetzung, dass der
Messstrom {iber den gesamten Zeitraum der Datenaufnahme konstant ist. Das ist jedoch im
Messbetrieb nicht immer gegeben, da der Protonenstrom in Abhingigkeit der Protonenquelle bzw.
den Parametern des Teilchenbeschleunigers variiert. Es wurden z.B. Perioden beobachtet bei denen
der Messstrom in einem Zeitraum von 30 Minuten zwischen ungeféhr 2 und 50 % schwankte.

Wird die Ladung hinter der Probe durch den Faraday-Becher integriert, besteht die Gefahr, dass
einige Protonen nicht im Faraday-Becher detektiert werden konnen, da der Protonenstrahl durch die
Probe gestreut wird. Insgesamt ist jedoch die Streuung einer biologischen Probe gering, da die
Probe relativ diinn ist und die Dichte von etwa 1 g/cm’® vergleichsweise gering ausfllt.
Hauptsidchlich tragt Kohlenstoff zur Riickstreuung bei. Obwohl dieses Element, durch die geringe
Elektronenzahl, einen ausgeprigten nicht-Rutherford-Effekt zeigt, sind die Wirkungsquerschnitte
dieses Elements fiir viele experimentelle Parameter, wie z.B. den Riickstreuwinkel, sehr genau
charakterisiert. Aus diesem Grund ist die Ladungsbestimmung durch Simulation des RBS-
Spektrums eine etablierte Methode mit einem relativ geringen Fehlerpotential. Dabei korreliert die
Signalintensitit im RBS-Spektrum linear mit der Anzahl der auf die Probe getroffenen Partikel.

Zur Simulation bzw. Auswertung der RBS-Spektren ist die Software SIMNRA 6.0 verwendet
worden. Diese bietet gegeniiber anderen etablierten Programmen auf diesem Gebiet (RUMP) den
Vorteil, durch die Windows-Oberflidche eine grole Zahl einzelner Spektren schnell handhaben zu
konnen, was bei der Einzelzellanalyse von Vorteil ist. Zusétzlich sind die nicht-Rutherford-
Wirkungsquerschnitte fiir verschiedene Atome und Winkel bereits im Programm enthalten.
Erginzend soll erwédhnt sein, dass die Ladung fiir jede Einzelzelle spezifisch ist, sie macht einen
Bruchteil der Ladung der gesamten Scanfliche aus. Um diesen Wert zu erhalten, wird mittels
GeoPIXE eine ROI festgelegt und fiir diesen Bereich ein RBS-Spektrum extrahiert. Da fiir alle hier
aufgeflihrten Messergebnisse eine konstante Triggerzeit pro Pixel gilt, verhélt sich die Teilladung
anteilig zur Gesamtfliche des Scans. Wird die totale Ladung des Scanfelds zur
Konzentrationsbestimmung der Einzelzelle verwendet, wiirde dies zu einem systematischen Fehler
fithren, da auch Riickstreuereignisse des Tragers in zellfreien Bereichen in die Ladungsbestimmung

eingehen. Auch grof3e Unterschiede in der Probendicke kdnnen so nicht beriicksichtigt werden.
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4.1.3 Grenzen und Moglichkeiten des Elementnachweises

Der Rontgendetektor besteht im Strahlengang aus verschiedenen Materialien, welche prinzipiell in
der Lage sind die charakteristische Rontgenstrahlung biologischer Elemente zu absorbieren. Um
einen dadurch bedingten Fehler bei der Quantifizierung zu beriicksichtigen, ist es notwendig das
Absorptionsvermogen dieser Materialien zu charakterisieren. Insbesondere der Gold-Frontkontakt
zeigt bei 2,3 keV eine Absorptionsline, welche genau der charakteristischen Rontgenstrahlung von
Schwefel entspricht. Daneben absorbiert eine zum Schutz des Rontgendetektors vor
zuriickgestreuten Protenen installierte Polyethylen-Folie Photonenenergien welche kleiner als 4 keV
sind. Unterhalb von 2 keV fillt die Effizienz des in dieser Arbeit eingesetzten Germanium-
Rontgendetektors stark ab. Aus diesem Grund wurde fiir die Quantifizierung der Elemente
Phosphor und Aluminium jeweils ein Korrekturfaktor eingefiihrt. Um die Elemente unterhalb von 2
keV besser quantifizieren zu konnen ist ein zusétzlicher Detektor auf Siliziumbasis geeignet, da
dieses Material weniger Escape-Peaks produziert und ein hoheres Bremsvermodgen aufweist.
Insgesamt ist die Methode der lonenstrahlmikroskopie geeignet, die Konzentration biologischer
Elemente in einem Bereich der charakteristischen Rontgenstrahlung von ca. 2 bis 24 keV zu
bestimmen. Der Fehler liegt dabei in einem Bereich von +/- 10 %. Fiir die Elemente Silizium,
Natrium, Magnesium, Aluminium und Phosphor, welche eine charakteristische Rontgenstrahlung
unterhalb von 2 keV zeigen, entsteht durch die geringe Detektoreffizienz ein hoherer Fehler,
weshalb fiir diese Elemente eine Korrekturfaktor eingefiihrt wurde.

Insgesamt ldsst sich schlussfolgern, dass die biologisch relevanten Elemente Schwefel, Chlor,
Kalium, Kalzium, Eisen und Zink sowie die NP-relevanten Elemente Titan, Aluminium und
Cerium durch die Ionenstrahlmikroskopie mit einem relativ geringen Fehler von +/- 10%
quantifizierbar sind. Im Kalibrierten Bereich liegt dabei die Nachweisgrenze im einstelligen ppm-

Bereich'2.

Es ist moglich, die Konzentration eines Elements bei Uberlappung mit einem anderen Element zu
bestimmen, wenn ein isolierter peak vorliegt. Beispielsweise tiberlappen im Fall von Silber die L-
Linien dieses Elements mit den K-Linen von Kalium und Calcium zwischen 3 — 4 keV. Ist ein
isoliertes Silber-Signal (K¢ 22 keV) zu erkennen, so ist die Quantifizierung von Silber durch die L-
Linie durchfiihrbar. Wenn allerdings alle Teile des Signals (z.B. Ky & Kg) mit dem Signal eines
anderen Elements vollstindig tliberlappen ist der Fehler bei der Konzentrationsbestimmung sehr
hoch. Eine vollstindige Uberlappung der Signale zweier verschiedener Elemente konnte allerdings

nicht beobachtet werden.
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Unterhalb von 2 keV kann unabhéngig vom Element oft ein peak-fronting zu beobachtet werden.
Die Ursache hierfiir kann mit der geringen Detektoreffizienz unterhalb von 2 keV erklédrt werden.
Dies Beobachtung kann durch die Installation eines zweiten Detektors (z.B. Rontgendetektor auf

Siliziumbasis), mit besserer Effizienz in diesem Bereich, korrigiert werden.

4.2 Analyse des zelluldren Riickstreusignals

Die RBS-Analyse wurde eingesetzt, um das Verhiltnis der zelluldiren Matrixelemente (C, H, N, O)
und die zellulire Dicke durch das Signal zuriickgestreuter Inzidenzteilchen zu ermitteln. Der
typische Kohlenwasserstoffgehalt von A549-Zellen (C7.4H13.5N2.00038), primidren Lungenzellen
(C79H134N18006) und Lungengewebe (C7.7H152NosOo.5) korreliert mit dem fiir Hirngewebe
ionenstrahlanalytisch ermittelten Kohlenwasserstoffgehalt (CsH oNosQOo3) einer fritheren Arbeit'®.
Daneben kniipfen die Daten dieser Arbeit an publizierte Werte fiir den Elementgehalt von E. Coli
(Ce2H10N24014) und S. Cerevisiae (CssHioN2oOgpo) an'® ', Der erhohte Stickstoff- oder
Sauerstoffgehalt in Hefe und Bakterien, kann u.a. durch deren, komplexen Aufbau der Zellmembran
durch Polysaccharide und Glykoproteine begriindet werden.

Die Konzentration des zelluliren Wasserstoffgehalts ldsst sich nur indirekt als Ergénzungswert
bestimmen, da das Wasserstoffatom zu leicht ist um ein Riickstreuereignis zu erzeugen. Eine direkte
Quantifizierung des zelluldren Wasserstoffgehalts ist mittels ERDA (Elastic Recoil Detection
Analysis) und Koinzidenzanalyse moglich. Dort treffen das Inzidenzteilchen (H") und das aus der
Probe gestoene Wasserstoffatom, auf Grund der Kinematik der (p,p)-Streuung, im Winkel von 90°

gleichzeitig in zwei verschiedene Detektoren.

Primére Lungenzellen zeigen in der RBS-Analyse eine deutliche geringere Dicke im Vergleich zu
A549-Zellen (14000 x 10" Atome/cm?) und Lungengewebe (90000 x 10" Atome/cm?). Die Dicke
dieser Zellen (4800 x 10'° Atome/cm?) betrigt im Mittel ca. ein Zehntel der Dicke des Trigers. Da
das zelluldire RBS-Signal von Kohlenstoff mit dem des Trédgers {lberlappt, besteht die
Wahrscheinlichkeit eines hoheren Fehlers bei der zelluldren Dickebestimmung von priméren
Lungenzellen. Allerdings ist die Position und Intensitit des Sauerstoff- bzw. Stickstoffsignals

ebenfalls von der zelluldren Dicke abhidngig und diese Signale konnen isoliert analysiert werden.

Im Gegensatz zur Analyse von Kulturzellen wurde bei der Analyse von Lungengewebe ein anderer
Tréager eingesetzt, welcher in der Regel eine groBere Dicke aufweist. Dadurch wurde die maximale

Analysetiefe der RBS-Methode oft erreicht. Auf Grund des unterschiedlichen Kohlenstoffgehalts
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von Préparat (C7.7H152No0.500.5) und Triger DePeX (Ci0.8H12.800.4) oder Limonen (Co.1H60.201.8)
konnte die Dicke des Schnittes ermittelt werden. Bei besonders dicken Tragerschichten kam es auch
bei relativ geringen Stromen (~ 300 pA) zur Aufladung der Probe. In diesem Fall ist keine
quantitative Analyse moglich, da die Ausbeute der Rontgenfluoreszenz durch die in der Probe
deponierten Protonen negativ beeinflusst wird und die Bremsstrahlung unverhdltnismiBig stark

ansteigt.

Eine Analyse des Bremsvermdgens von Polyproplyenfolie (C3Hs, 0.92 g/cm’) ergab, dass die
Protonen eine maximale Penetrationstiefe von 80 — 90 um erreichen. Da der zelluldire Massenanteil
der NP im ppm-Bereich liegt und somit gering ausfillt, ist keine starke Verdanderung der zelluldren
Dichte durch die NP-Aufnahme zu erwarten. Folglich werden die Lungenzellen immer vollstindig
durch das RBS-Signal erfasst, da die Zelldicke deutlich unter 80 pum liegt. In Ausnahmefillen
konnte bei extrem hohen zelluliren NP-Konzentrationen eine starke Streuung der Inzidenzteilchen

beobachtet werden. Diese fiihrte dazu, dass die Zelldicke nicht bestimmt werden konnte.

Bei den Proben der Kulturzellen konnte ein peak-fronting beobachtet werden, welches etwa 10%
des Maximums von Kohlenstoff entspricht und bis zum Anfang des Spektrums bei 0 keV reicht.
Dieses Signal konnte dem Riickstreusignal des Kohlenstoffs aus dem Faraday-Becher zugeordnet
werden, welcher sich auf der Strahlachse hinter der Probe befindet. Da diese Protonen die gesamte
Probe erneut passieren miissen, bevor sie in den RBS-Detektor treffen, findet keine Addition mit
den zelluldren Riickstreuereignissen von Kohlenstoff statt. Somit bleibt die zelluldre Ladung durch

das Riickstreusignal des Faraday-Bechers unbeeinflusst.

Zellelemente sind im Vergleich zu Matrixelementen durch die Riickstreuanalyse nicht eindeutig
identifizierbar, da ihr Signal zu gering ist oder sie im Riickstreuspektrum sehr nahe beieinander
liegen. Da die aufgenommene NP-Menge pro Zelle sehr klein sein kann, spielt der
Wirkungsquerschnitt des jeweiligen NP-Riickstreusignals eine wichtige Rolle. In diesem
Zusammenhang sind ZnO und CeO: besonders geeignet, da sie im Vergleich zu Al>O3, Fe>O3 und
TiOz eine deutlich hohere Ausbeute des Riickstreusignals aufweisen. Folglich konnte bei geringen
Konzentrationen von Al>O3, FexO3 und TiO2, welche oft in Anwesenheit einer Proteinkorona

auftraten, kein zelluldres NP-Riickstreusignal detektiert werden.

Das zellulire NP-Riickstreusignal ist von Ausnahmen abgesehen, generell nicht geeignet, die

zelluldre Konzentration des Partikels zu bestimmen. Allerdings liefert dieses Signal eine qualitative
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Information iiber die zelluldre Position des Partikels. Im Fall der NP-Aufnahme werden die Partikel
durch eine zusitzliche Zellschicht bedeckt, was einen zusétzlichen Energieverlust bedeutet.
Dadurch wird das Riickstreusignal des NP im Vergleich zum Oberfldchensignal zu niedrigen
Energien verschoben und es ist mdglich eine Aussage dariiber zu treffen, ob der NP an der
Zelloberflaiche oder intrazelluldr lokalisiert ist. In dieser Arbeit wurde die Aufnahme von ZnO,
CeO2 und AL2O3 durch das Riickstreusignal untersucht. Dabei zeigte das Riickstreusignal von Al>O3
als einziger NP eine Uberlappung mit einem zelluliren Element (Natrium). Allerdings korreliert der
Natriumgehalt mit dem Gegenion Chlor, so dass sich das Aluminium-Riickstreusignal oft vom
zelluldren Untergrund abhebt.

Die Analyse des Riickstreusignals von priméren AT-II-Zellen war nicht aussagekréftig, da diese im
Vergleich zu A549-Zellen deutlich diinner sind. Die Verschiebung des Riickstreusignals durch die
zelluldre Aufnahme liegt hier im Bereich des Auflosungsvermodgens des RBS-Detektors (ca. 16
keV).

Sind die Partikel an der Zelloberfldche lokalisiert, kann auf Grund der Membrangro3e von ca. 100
nm mit der RBS-Methode nicht entschieden werden, ob die Partikel extrazelluldr assoziiert oder an
der Innenseite der Membran lokalisiert ist. Die Verschiebung wire kleiner wie die Auflosung der
RBS-Methode, denn eine Auflosung des RBS-Detektors von 10 keV entspricht ungefdhr einer Z-
Achsen-Auflésung von 400 nm. Eine Methode welche geeignet ist die NP-Position an der
Zellmembran  darzustellen ist die Transmissionselektronenmikroskopie, da dort die

Auflésungsgrenze unter einem Nanometer liegt.

4.3 NP-Nachweis in Lungengewebe

Pneumozyten im Lungengewebe konnen im Vergleich zur Zellkultur ein anderes
Aufnahmeverhalten fiir NP zeigen, da sie der Atmung unterliegen und im Zellverbund auf NP
reagieren konnen. Es ist beispielsweise bekannt, dass gedehnt kultivierte Typ 2 Pneumozyten
kurzzeitig erhohte Kalziumwerte aufweisen und mehr Surfactant sekretieren'*. Dies erhoht die
alveolare Barriere fiir NP, da Surfactant-Proteine (z.B. SP-A) die NP direkt binden kénnen und so
die Phagozytose durch Makrophagen beschleunigen”. Fiir die Risikobewertung der NP ist
entscheidend, dass die NP-Quantifizierung unter realistischen Bedingungen durchgefiihrt wird.
Dazu ist es erforderlich die NP-Konzentration in Lungengewebe im natiirlichen Zellverbund zu
untersuchen, da diese wie oben beschrieben die NP-Aufnahme durch eine hohere alveolare Barriere
entscheidend beeinflusst.

Da die Priparate zur Gewebeanalyse durch die Einbettung in das Trigermaterial DePeX deutlich
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dicker sind und einen dhnlichen Kohlenstoffgehalt wie das Préparat zeigen, besteht die Gefahr, dass
sich die Probe auflidt bzw. die Dicke des Prdparats nur unzureichend im Riickstreuspektrum
erkennbar ist. Die Préparate flir die Gewebeanalyse wurden mittels Mikrotom in einer Dicke von 10
um angefertigt. Bei Polypropylenfolie entsprechen 40000 * 10" Atome/cm’ einer geometrischen
Dicke von 4 pm. Eine typische gemessene Dicke fiir ein Gewebeprdparat war 90000 * 10"
Atome/cm?, was folglich einer geometrischen Dicke von ca. 9 um entspricht. Da die experimentell
ermittelte Dicke sehr nah an dem Wert der Schnittdicke des Mikrotoms liegt, kann somit ein Fehler

durch eine ungenaue Dickebestimmung ausgeschlossen werden.

Erstmalig konnte die Elementgehalt und NP-Aufnahme in Lungengewebe und einzelnen Alveolen
ortsaufgeldst dargestellt werden. Daneben erlaubt die Ionenstrahlmikroskopie einzelne Zellen
innerhalb einer Alveole zu identifizieren. Allerdings besteht Lungengewebe aus einer Mischung
verschiedener Zelltypen (Typ I oder II Pneumozyten, Makrophagen, Bindegewebe), weshalb fiir
einen Vergleich der NP-Aufnahme mit den Experimenten der Zellkultur eine Markierung des
jeweiligen Zelltyps erforderlich ist. Dafiir konnen beispielsweise Antikorper eingesetzt werden,
welche mit Gold-NP konjugiert sind.

Bei dem Studium der Nanopartikelaufnahme ist insbesondere die Markierung der alveolaren
Makrophagen sinnvoll, da sie zusdtzlich NP phagozytieren konnen. Allerdings ist die Anzahl von
Makrophagen im Lungengewebe mit einem Anteil unter 10 % eher gering'® ', weshalb die Anzahl
von makrophagentypischen CD14-Rezeptoren als limitierender Faktor zum Nachweis dieser Zellen

8 auf der

angesehen werden kann. Bei der Annahme, dass sich ca. 100000 CDI14-Rezeptoren'
Oberfliche (514,8 um?)'® eines Makrophagen befinden und jeder dieser Rezeptoren einen
Antikorper mit einem Gold-NP von 10 nm Durchmesser bindet, ergibt sich eine Gold-
Konzentration auf der Makrophagenoberfliche von 1,9 fg/um®. Eine vergleichbare Standard-
Messung mit Gold-NP auf Polypropylenfolie (95,5 fg/um?) lieferte ein deutliches Signal fiir Gold.
Aus dieser Betrachtung geht hervor, dass trotz einer geringen Rezeptorenanzahl die Markierung von

einzelnen Zelltypen mit Gold-Antikdrpern im Lungengewebe moglich ist.

Beziiglich des NP-Nachweises in Lungengewebe wurden die Exposition mit ZnO- und TiO2-
Aerosol untersucht. Das Ziel war es, den Elementgehalt pro einzelner Alveole zu bestimmen. Im
Lungengewebe waren keine ZnO-NP zu erkennen, da ZnO-Aerosol (0 — 203 mg/m?, 1h) die Zink-
Konzentration von Lungengewebe nicht erhohte. Offensichtlich ist eine lingere Inkubationszeit als
60 Minuten notwendig um eine Aufnahme der ZnO-NP in die Alveolen zu erreichen. Es ist aber

auch denkbar, dass die von ZnO-NP induzierte Stressatmung'® das Vordringen der ZnO-NP zu den
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einzelnen Alveolen verhindert.

Im Fall von TiO2-Aerosol (271 pg/m?, 60 Minuten) konnten einzelne Partikel pro Alveole
quantifiziert werden. Die mittlere TiO,-Konzentration pro Alveole liegt bei ca. 80 ppm. Allerdings
fallt die Extrembelastung pro einzelner Zelle deutlich hoher aus, da die Partikel sehr inhomogen
verteilt sind und sich in eigenen Regionen der jeweiligen Alveole stark aufkonzentrieren. Hier
besteht der Vorteil der Ionenstrahlmikroskopie darin, einzelne Zellen der Alveole analysieren zu
konnen, um so die Extrembelastung pro einzelner Zelle quantitativ anzugeben.

Bei der Untersuchung von gedehnten primdren AT-11-Zellen zeigte sich im Vergleich zu
Lungengewebe ein dhnliches Ergebnis. Dort schwankt die CeO2-Konzentration pro Zelle sehr stark,
was ebenfalls eine grofle Extrembelastung fiir bestimmte Zellen bedeutet. Gleichzeitig zeigen die
Experimente mit gedehnten primiren AT-1I-Zellen, dass durch die Dehnung weniger CeO,-NP
aufgenommen werden. Dies bestétigt das Lungenzellen unter natiirlichen Bedingungen, wie z.B. der
Dehnung, eine hohere alveolare Barriere fiir NP aufweisen.

Die Ergebnisse sind jedoch nicht direkt vergleichbar, da bei den Experimenten mit Lungengewebe
die NP in Aerosolform appliziert werden und bei Kulturzellen eine NP-Losung verwendet wird. Die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse wird auch dadurch eingeschriankt, dass in Lungengewebe die

Konzentration pro Alveole und in Kulturzellen pro spezifischer Einzelzelle bestimmt wurde.

Durch die groBere alveolare Barriere im Fall von Lungengewebe liegt die Stirke der
Ionenstrahlmikroskopie darin, die wirksame intrazelluldre Dosis zur Beurteilung der Aufnahme und
Toxizitdt der NP zu verwenden. Dadurch wird es mdglich, das Risiko von NP in in vitro-Tests
schneller abschitzen zu konnen und gleichzeitig die Anzahl von Tierexperimenten zu reduzieren.
Um die Aussagekraft der NP-Aufnahme in Experimenten mit Kulturzellen zu erhdhen, ist es
notwendig die Bedingungen im Lungengewebe zu simulieren. Dazu ist beispielsweise eine

170
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Kokultur mit Makrophagen geeignet'”, da diese Zytokine sezernieren konnen und durch

Phagozytose die NP-Aufnahme beeinflussen.
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4.4 Elementgehalt von Lungenepithelzellen

4.4.1 Allgemeiner Nachweis des zellulidren Elementgehalts

In dieser Arbeit ist die zelluldre Position und Konzentration von Metalloxid-NP (Al203, TiO2, CeO-,
Zn0O, Fey03) jeweils auf Einzelzellebene dargestellt. Dabei wurden ZnO und CeO, nédher
untersucht. ZnO zeigt den stirksten toxischen Effekt und CeO> wird bei moderater Toxizitdt in
grofler Menge aufgenommen. Zusitzlich tiberlappt das Riickstreusignal dieser NP nicht mit den
Signalen zelluldrer Elemente.

Die zelluldre Verteilung aller untersuchten NP ist, mit Ausnahme geringer ZnO-Konzentrationen,
tiberwiegend inhomogen. Dies kann durch die intrazelluldre Prozessierung erkldrt werden, da NP
1.d.R. endozytotisch aufgeneommen werden. Im Fall von ZnO-NP befinden sich freie Zinkionen in
relativ hoher Konzentration im Zytosol. Deshalb ist bei diesen NP u.U. Eine homogene Verteilung
von Zink zu erkennen.

Die Auflosung der routinemédfigen ionenstrahlanalytischen Konzentrationsbestimmung mittels
PIXE liegt bei ca. 1,0 um fiir die X- und Y-Achse. Eine Tiefenanalyse der NP-Position gelingt
durch das Riickstreusignal des NP. Dort hingt die Auflosung der Z-Achse von der Dichte der Probe
und der Auflosung des RBS-Detektors ab. Eine Untersuchung mittels der Software SIMNRA, unter
Berticksichtigung der in Kap. 3.1.1 aufgefiihrten Werte fiir die zelluldre Komposition, zeigt fiir das
Cerium-Signal eine Verschiebung von 31,1 keV, wenn dieses von einer zelluldren Schicht der Dicke
0.18 mg/cm? (10000 Atome/cm?) bedeckt ist. Unter Berticksichtigung der genannten Komposition
und einer theoretischen Dichte von von 1 g/cm’ fiir zelluldres Material entspricht dies 58 nm/keV.
Bei einer routinemifigen RBS-Detektoraufldsung von FWHM = 13.8 keV'® ergibt sich fiir die
Tiefenauflosung ein mit der horizontalen und vertikalen Auflosung vergleichbarer Wert von 800
nm. Die totale Analysetiefe des RBS-Signals liegt im Modellsystem Polypropylenfolie ungefahr bei
einer Penetrationstiefe von 80 um (Abb. 3.1.2). In der Praxis kann der Wert allerdings darunter
liegen, weil durch die Rauhigkeit der fixierten Zelloberfliche mehr Streueffekte auftreten konnen
und die zuriickgestreuten Protonen von der Probe absorbiert werden konnen. Allerdings stellt das
Limit der RBS-Analysetiefe keine Einschrankung beziiglich der Bestimmung der Z-Position des NP
dar, da Einzelzellen eine relativ geringe Dichte aufweisen und meist eine Dicke im einstelligen
Mikrometerbereich zeigen.

Generell ist es mit der ionenstrahlanalytischen Bestimmung des Elementgehalts nicht mdglich freie
Ionen zu identifizieren. Allerdings ist es im Vergleich zu anderen Methoden, wie z.B. der

Transmissionselektronenmikroskopie, moglich die zellulire Konzentration dieser Ionen zu
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ermitteln. Dies ist insbesondere bei ZnO-NP relevant, da diese durch freie Ionen toxisch wirken
konnen bzw. diese lonen lysosomal entstehen. Aus diesem Grund wurden Zinkionen ergénzend
fluoreszenzspektrometrisch analysiert”. Die dafiir optimierten Farbstoffe sind fiir gingige
physiologische Elemente (Zn, Fe, Ca) verfiigbar und hoch spezifisch. Allerdings kann die Bindung
durch konkurrierende Ionen, wie z.B. Ca, beeinflusst werden und die Analyse ist auf ungebundene
Ionen beschrinkt. Da allerdings der =zellulire Ionen-Puffer, welcher hauptsdchlich von
Methallothionein realisiert'”" wird, mit Ionen aus dem Zellmetabolismus im Austausch steht, ist die
freie intrazelluldre Ionenkonzentration eine aussagekriftige Grofle. Insgesamt ergab sich, dass die
intrazelluldre freie Zinkionenkonzentration deutlich mit der applizierten ZnO-Dosis und der
ionenstrahlanalytisch ermittelten zelluldren Zinkkonzentration korreliert. Dies bestétigt, dass
Zinkionen fiir den toxischen Effekt von ZnO-NP verantwortlich sind.

Die Elementkonzentration von Kontrollzellen (A549-Zellen) ohne NP-Behandlung wurde nach
unterschiedlichen Zeitpunkten (bspw. 24, 48, 72 h) und bei verschiedenen Serumkonzentrationen
(FKS 10 % bzw. 0 %) untersucht. Beziiglich Schwefel ergab sich eine leicht verminderte
Konzentration von ca. 1100 ppm in Abwesenheit von Serum. Bei Phosphor, welches ebenfalls als
zelluldres Strukturelement gilt, zeigt sich keine Anderung. Generell zeigen verschiedene
Kultivierungsperioden keinen Einfluss auf die zelluldre Elementkonzentration. Ebenso zeigen die
Konzentrationen der wichtigen Spurenelemente Fe und Zn, unter Beriicksichtigung der Parameter
Zeit und Serumgehalt, keine Verdanderung. Dies ist zu erwarten, da der zelluldre Metabolismus als
Homoostase beschrieben werden kann und alle Elemente die keiner Schwankung unterliegen im

Kulturmedium vorkommen!”%.

4.4.2 Elementgehalt von Lungenepithelzellen im Kontext zu anderen Zelltypen

Generell ist der Elementgehalt der strukturgebenden Elementen Phosphor und Schwefel
erwirtungsgemdll am groften. Die Phosphor- und Schwefelkonzentration wird nicht durch den
Préparationsprozess beeinflusst, obwohl der PBS-Puffer Phosphat-lonen in groBer Menge enthilt.
Aus diesem Grund eignet sich Phosphor und besonders Schwefel, wie von C. Jeynes et al.

Aufgefiihrt, als internes zellulires Standardelement®

. Gleichzeitig zeigt sich durch den Finsatz
eines ionenfreien Polyethylenglykol-Waschpuffers, dass der zelluldre Elementgehalt von Ca, K, Na
und insbesondere Cl durch die Waschprozedur mit PBS stark verfalscht wird. Wenn das nicht
physiologische Element Rubidium mit einer Konzentration von 22.7 mM im Waschpuffer prasent

ist, steigt dessen zelluldre Konzentration auf Werte an, die charakteristisch fiir die strukturgebenden

* Dissertation Christoph Sandner
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Elemente hoher Konzentration sind (P, S). Andererseits bleiben die Konzentrationen fiir
Spurenelemente wie Eisen oder Zink nach der Waschprozedur konstant. Kohlenwasserstoff-
Molekiile wie PEG oder auch Ficoll kdnnen aber auch an die Zelle binden und so deren Gehalt fiir
Kohlenstoff, Wasserstoff oder Sauerstoff verdndern. Da als Inzidenzteilchen Protonen verwendet
werden, kann insbesondere der Wasserstoffgehalt der Probe die Berechnung aller PIXE-sensitiven
Elementkonzentrationen durch die RBS-Analyse beeinflussen. Daneben kann durch die zelluldre
Assoziation von Kohlenwassersoff-Molekiilen die Ladungsbestimmung beeintrachtigt werden, da
diese hauptsichlich iiber die RBS-Analyse des Elements Kohlenstoff realisiert wird. Das Ausmal}
all dieser Effekte ist allerdings eher gering einzuschétzen, da bspw. mehrmaliges Waschen mit
Methanol nach der Fixierung den zelluldren Chlorgehalt dhnlich reduziert. Allerdings ist durch die
potentiell aufgefiihrten Fehlerquellen vom routineméfBigen Einsatz von PEG als Waschldsung
abzuraten.

Ortega et al. flihrt auf, dass bei Nierenzellen (PC12) ein kurzes Waschen von einigen Sekunden mit
deionisierten Wasser (millipore H2O) vor der Fixierung, zelluldr assoziierte Pufferionen entfernen

kann'°

. Bei A549-Zellen fiihrt diese Prozedur zur raschen Freisetzung des Zytosols und kann nicht
empfohlen werden. Zwar kann durch die Methanol-Fixierung ebenfalls die Zellwand zerstort
werden, allerdings fiihrt das verhiltnisméBig kleine zellulire Volumen in Bezug auf die grofle
Menge von Methanol (-20°C) zum rascheren Gefrieren des Zytosols. Das Eis 16st sich anschlieBend
im Methanol und wird durch dieses ersetzt (Freeze Substitution). Ein osmotischer Schock wird
vermieden, da der Phaseniibergang von fliissig zu fest im Millisekundenbereich ablduft und durch
den Austausch des Zytosols durch ein nicht polares Losungsmittel ist dies der schonenste Art, um
wasserlosliche Stoffe in einer fixierten Struktur zuriickzuhalten'”.

Im folgenden sind die Elementkonzentrationen verschiedenster Zelltypen im Vergleich zu den in
Leipzig ionenstrahlanalytisch ermittelten Daten fiir Lungenepithelzellen dargestellt (Tabelle 4.4.2).
Meist wurden die Daten anderer Gruppen mittels Elektronenstrahlmikroanalyse ermittelt und in
mmol/kg Trockengewicht angegeben. Zum Vergleich ist dieser Wert in Tabelle 4.4.2 mit Hilfe der
Molmasse in  ppm  (ug/g  Trockengewicht)  dargestellt. Im  Vergleich  zur
Elektronenstrahlmikroanalyse ist am Lipsion, bedingt durch die geringe Detektoreffizienz unterhalb
von 2 keV, die quantitative Analyse von Natrium und Magnesium mit einem grof3en Fehler behaftet.
Allerdings erlauben Protonen als Inzidenzteilchen, durch das hohe Signal/Untergrund-Verhétnis,

den quantitativen Nachweis der medizinisch wichtigen Spurenelemente Eisen und Zink.
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Tabelle 4.4.2 Ubersicht zwischen Elementkonzentrationen von Lungenepithelzellen und anderen Zelltypen ohne
Nanopartikel Exposition. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte (in ppm (ng/g) Trockengewicht) von mindestens 3
unabhéngigen Experimenten ermittelt durch Elektronenstrahlmikroanalyse (ESMA) oder partikelinduzierte (H')
Rontgenemission (PIXE bzw. Lipsion). Die Kultivierung von A549-Zellen und AT-II-Zellen erfolgte in Anwesenheit
von 10 % FKS, da die anderen Zelltypen meist aus Geweben stammen und dies die natiirlichen Bedingungen im

Gewebe am besten widerspiegelt. (--) entspricht keiner Angabe bzw. der Wert ist nicht mit der entsprechenden Methode

zuginglich.

Zelltyp (jeweils Kontrolle) Quelle Analyse P S Cl Ca K Fe Zn
U937 (Makrophagen)'™ hum. Zelllinie ESMA 9238 - 5460 84 15288 - -
Acanthamoeba castellanii'”  Bakterium ESMA 15252 7200 6055 320 8970 -- -
Axon (optischer Nerv)'’ Ratte (Gewebe) ESMA 14291 - 11725 120 57135 - -
ATII (Lungenepithelzelle)'””  Ratte (Gewebe) ESMA 17019 8896 5530 264 20475 - -
Hepatom (Leberkrebszelle)'” Ratte (Gewebe) ESMA 13426 5344 8925 - 15210 - -
PC12 (Nebennierenmark)'®®  Zelllinie (Ratte) PIXE - - - -- 36000 86 163
Darmzellen (Muskel)'” Ratte (Gewebe) PIXE - - - 199 - 31 101
HatCat (Keratinozyte)*’ hum. Zelllinie PIXE 15900 4400 -- 330 26800 29 116
Nervengewebe (Gehirn)'® Maus (Gewebe) PIXE 9493 4962 - 160 11181 41 20

A549 (Lungenepithelzelle) hum. Zelllinie  Lipsion 13332 7479 8347 682 1271 59 188
ATII (Lungenepithelzelle) Ratte Lipsion 10935 5516 5479 597 884 66 208
Lungengewebe Maus Lipsion 3054 2801 77 1263 374 141 67

Im Lungengewebe ist eine Mischung von Zelltypen vertreten. 40 Prozent des Gewebes besteht aus
Typ I Pneumozyten und 60 Prozent aus Typ II Pneumozyten, wobei Typ II fiir die Surfactant-
Produktion verantwortlich ist. Surfactant wird in den schwefelhaltigen Kerationosomen
(Lamellarkorperchen) der Typ II Zellen gespeichert und besteht zu einem sehr hohen Anteil aus
Phospholipiden. Dies kann die geringeren Werte fiir Phosphor und Schwefel von Lungengewebe im

Vergleich zu in-vitro-kultivierten Typ II Pneumozyten erkliren.

Im Vergleich zwischen A549-Zellen und priméren Typ 2-Zellen fallen leicht hohere Phosphor- und
Schwefelwerte bei A549-Zellen auf. Als Zellline befinden sich die Krebszellen (A549) in erhohter
Stoffwechselaktivitit durch kontinuierliche Zellteilung, was die erhohten Werte fiir Phosphor
(DNA) und Schwetfel (Proteine des Zytoskeletts) erkldren kann.

Die Werte flir Phosphor und Schwefel sind in A549-Zellen und priméren AT-II-Zellen Zellen der
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Ratte sehr dhnlich, weshalb diese Element als interner Standard in Frage kommen.

Insgesamt ist eine deutliche Korrelation beziiglich der zelluldren Strukturelemente Phosphor und
Schwefel zwischen den verschiedensten Zelltypen und den am Lipsion analysierten
Lungenepithelzellen zu erkennen. Im direkten Vergleich der priméren ATII-Zellen fallen die Werte
fiir Phosphor als auch Schwefel in der Elektronenstrahlmikroanalyse hoéher aus. In der
entsprechenden Publikation ist bedingt durch die Analysemethode ein Ausschnitt des Zytosols
analysiert worden. Im extrazelluldren Raum steigt der Phosphorgehalt deutlich an, wéhrend die
Werte flir Schwefel und beispielsweise Kalium signifikant absinken. Die Zellmembran wurde nicht
gezeigt. Im Fall von Typ-II-Lungenepithelzellen ist diese Region allerdings von Bedeutung, da
diese Surfactant sekretieren der zum Grofteil aus Phospholipiden und Proteinen im Verhéltnis 10:1
besteht. ATII und andere Zellen der Elektronenstrahlmikroanalyse zeigen, sowohl
horizontal/vertikal als auch in der Z-Achse einen Ausschnitt bzw. Bruchteil des gesamten Zytosols.
Die Ionenstrahlmikroskopie beriicksichtigt die gesamte Zelle inklusive der Zellmembran. Dieser ist
wichtig, da wie oben erwéhnt dieser Zelltyp fiir die Produktion und Sekretion von Surfactant
verantwortlich ist. Der hochste Kaliumgehalt bzw. der niedrigste Zinkgehalt ist in einer Nervenzelle
erkennbar. Bedingt durch die Funktion dieses Zelltyps, welche in der Signalleitung durch das
Aktionspotential bzw. in dem Neurotransmitterstoffwechsel liegt, kann der Kaliumgehalt stark
schwanken. Allerdings fallt der Kaliumgehalt aller Zelltypen im Vergleich zu den am Lipsion
untersuchten Lungenepithelzellen generell héher aus. Eine mogliche Begriindung ist, dass die
Komposition von Surfactant und das Volumen von Lungenepithelzellen u.a. durch Kalium- und
Chlorid-Kanile reguliert wird'®'. Andererseits zeigt eine PIXE-Analyse von Gewebe aus 6
unterschiedlichen menschlichen Organen einen Kaliumgehalt, welcher zwischen 12 und 1550 ppm

schwankt und meist deutlich unter 1000 ppm liegt'®

. Da in diesen Veroffentlichungen eine
vergleichbare Préparationsmethodik eingesetzt wird, ist eine zellspezifische Ursache
hochstwahrscheinlich. Wie bereits aufgefiihrt kann die Assoziation extrazelluldrer Ionen aus dem
Puffer ebenfalls den zelluliren Elementgehalt verindern (Vgl. Kap. 3.2.3). Daneben ist die
Elektronenstrahlmikroanalyse im Vergleich zu der Untersuchung mit Protonen durch eine geringere
Analysetiefe gekennzeichnet. Zwar konnen die Elektronen unter typischen Bedingungen die Probe
bis in eine Tiefe von ca. 10 um penetrieren, allerdings werden bereits ab einer Tiefe von ca. 2 pm
emittierte Photonen vollstindig von der Probe absorbiert'®. Inhomogenitidt beziiglich der
Elementverteilung durch bspw. extrazelluldre Assoziation oder lokale Aufkonzentrierung zur

Erfiillung zelluldrer Funktionen konnen so die gemessene zelluldre Konzentration stark verféalschen.

Zusammenfassend kniipfen die gezeigten Ergebnisse, mit Ausnahme von Kalium, an bereits
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verdffentlichte Werte etablierter Gruppen (R. Ortega et al. & F. Watt et al.) an. Die
Ionenstrahlmikroskopie eignet fiir die Elementquantifizierung der zelluldre Elemente Phosphor,
Schwefel, Zink und Eisen. Unter Einschrinkungen, die den Zelltyp oder die Probenpriparation
betreffen, ist auBerdem die Quantifizierung der zelluldren Elemente Kalium, Kalzium und Chlor

moglich.

4.4.3 NP-Postmodifikation durch Phosphor und Kalzium

Es ist eine wichtige Frage bei der Beurteilung der NP induzierten Toxizitdt, ob die physiko-
chemischen Eigenschaften des Partikels selbst fiir die Aufnahme und die Verteilung entscheidend
sind. In der biologischen Umgebung der Partikel existiert ein grofles Spektrum an Substanzen
(Molekiile und Ionen) welche durch das allgemeine Bestreben der NP eine niedrige
Grenzflichenenergie einzunehmen an die NP-Oberfldche adsorbieren kénnen. Daneben wird davon
ausgegangen, dass positiv geladene NP leichter von der Zelle aufgenommen werden kénnen, da sie
besser an die negativ geladene Zelloberfldche binden konnen.

In dieser Arbeit zeigten CeO2- und ZnO-NP eine Kolokalisation mit Phosphor- und Kalziumionen
aus dem Kulturmedium, wenn sie in Abwesenheit von Zellen inkubiert wurden. Als einziger NP
zeigte ZnO diese Kolokalisation auch nach der zelluldren Aufnahme der Partikel.

Folglich sind diese NP hochstwahrscheinlich mit einer Schicht Kalziumphosphat bedeckt.
Zinkionen formen mit Phosphat ein unl6sliches Salz, welches in der Zahnmedizin als Harvard
cementum zur Reparatur eingesetzt wird. Hochstwahrscheinlich formen die Hydroxylgruppen auf
der ZnO-Oberfliche mit Phosphat eine negativ geladene Hiille um den NP. Andererseits bildet
Kalzium bei neutralen pH-Wertem ein nahezu unldsliches Salz mit Phosphat, welches als
Hydroxylapatit bekannt ist und der Hauptbestandteil in Knochen und Zéhnen ist. Im Fall von CeO2-
NP sind dhnliche Interaktionen zu erwarten und es ist bekannt das Phosphat an CeO»-NP bindet und
dadurch die GroBe sowie die katalytischen Eigenschaften der CeO2-NP verindert'.

In allen aufgefiihrten Féllen findet eine drastische Modifizierung der NP-Oberflache statt und es ist
bekannt, dass eine Apatit-Hiille die Interaktion mit der Zellmembran begiinstigt'®’.
Kalziumphosphat ist beispielsweise ein Transfektionsreagenz, um genetisches Material in die Zelle
zu transportieren. Folglich ist durch die Oberflaichenmodifikation mit Kalzium und Phosphat zu
erwarten, dass die Aufnahme und das toxische Potential des NP beeinflusst wird. Im Fall von ZnO
kann durch die hohe Toxizitdt die Zellwand zerstort werden, weshalb die mit Kalzium und Phosphat

beschichteten Partikel zusétzlich an intrazelluldre Doménen binden konnen.
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4.4.4 Graphen als NP-Carrier

Graphen ist ein planares Molekiil mit vielfdltigen Eigenschaften und wird u.a. als organische
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Elektrode'®®, Wasserstoffspeicher'®’, Biosensor und zur Wirkstoffapplikation (drug delivery
eingesetzt. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht klar, ob Graphen-Partikel von Lungenepithelzellen
(A549) in ausreichenden Ausmal aufgenommen werden'”, um als Carrier-System Anwendung zu
finden. Die Experimente dieser Arbeit hatten zum Ziel die Aufnahme von Graphenoxid
konjugierten NP zu quantifizieren. Durch die Markierung mit Silber- und Gold-NP sollte die
Eignung von Graphen als Carrier-System in Lungenepithelzellen (A549) dargestellt werden.

Die zellulire Konzentration von Silber und Gold wurde durch die das Rontgensignal L-Line
ermittelt. Die Quantifizierung von Silber mittels der L-Line kann durch die Uberlappung mit
zelluldren Elementen Kalium und Kalzium mit einem relativ groen Fehler behaftet sein. Allerdings
ist es mit Hilfe des isolierten Signals der K-Line bei 22 keV moglich, die Signalintensitét der L-
Line in der Software GeoPIXE zu berechnen.

In Kooperation mit Prof. C. Gao wurde die zelluldre Silber- und Goldkonzentration mittels
Massenspektrometrie (ICP-MS) bestimmt. Um die Daten der Massenspektrometrie mit den Daten
der Ionenstrahlmikroskopie zu vergleichen wurde die Einheit pg/Zelle gewéhlt (Tab 4.4.4). Bei der
Massenspektrometrie wird der Elementgehalt einer gro3en Zellzahl in Lésung nach Behandlung mit
Konigswasser analysiert, was den Wert pg/Zelle einfach zugénglich macht. Bei den Werten der
Ionenstrahlanalyse (ppm = pg/g Trockengewicht) erfolgte die Umrechnung in pg/Zelle unter
Beriicksichtigung des mittleren zelluldren Volumens (2,14 pl), der zelluldren Dichte'! (1,074 g/cm?)
und des Wassergehalts'®* (63%) fiir Lungenepithelzellen.

Tabelle 4.4.4 Vergleich zweier unabhédngiger Methoden zur intrazelluldren Quantifizierung von Graphenoxid-NP-

Konjugaten
Nachweismethode Au-NP Graphenoxid- Ag-NP Graphenoxid-
Au-NP Ag-NP
ICP-MS (pg/Zelle) 12,9 58,9 11,1 46,8
IBM (pg/Zelle) 2,8 254 1,0 30,8

Insgesamt konnte mit Hilfe zweier unabhédngiger Methoden eine stirkere Aufnahme der NP durch

die Konjugation mit Graphen quantitativ nachgewiesen werden. Generell fallen die Werte welche
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mittels ICP-MS ermittelt wurden hoher aus. Das kann durch die Probenpriparation begriindet
werden. Bei der ICP-MS-Analyse werden sehr kleine Volumina bendtigt, bei denen sich Aggregate
in der Losung storend auswirken. Aus diesem Grund werden die NP-behandelten Zellen vor der
Analyse mit einer starken Sdure zersetzt. Diese Vorgehensweise erlaubt es nicht extrazellulér
assoziierte NP zu identifizieren oder auszuschlieen.

Daneben zeigten die Graphenoxid-NP-Konjugate, im Vergleich zu den unkonjugierten NP, einen
Anstieg der zelluldren Toxizitdt bei 3 verschiedenen Toxizitétstests (MTT, LDH, ROS). Dieser
Befund bestitigt die zelluldire Aufnahme der Graphenoxid-NP-Konjugate. Allerdings deutet sich an,
dass der Einsatz als Carrier-System durch die leichte bis mittlere Toxizitdt der Graphenoxid-NP-
Konjugate begrenzt ist. Die in dieser Arbeit verwendete Graphenoxid-Konzentration betrug 100
pg/ml und bei einer geringeren Dosis von ca. 20 ug/ml ist das Ausbleiben der Toxizitit

unmarkierter Graphenoxid-Molekiile zu erwarten'®.

4.5 Quantifizierung von Nanopartikeln in Lungenzellen

4.5.1 Allgemeine Aussagen zur Aufnahme von Metalloxid-NP

Die wesentlichen Partikeleigenschaften, welche die Aufnahme der Metalloxid-NP beeinflussen, sind
die Oberflicheneigenschaften, sowie das Diffusions- und Sedimentationsverhalten der Partikel.
Sedimentiert ein Partikel, nimmt die zelluldre Verfligbarkeit ab und eine Aufnahme ist weniger
wahrscheinlich. Durch die verschiedenen Oberflicheneigenschaften der Nanopartikel ist im
Allgemeinen ein unterschiedliches Adsorptionsverhalten von Liganden zu erwarten. Wenn Ionen
oder Proteine auf der Partikeloberfliche adsorbieren, konnen sie z.B. die Grofle des Partikels

stabilisieren, indem das Aggregieren verhindert wird.

Beim gleicher applizierter Dosis aller in dieser Arbeit untersuchten Metalloxid-NP Al2O3, TiO2,
FexO3, ZnO und CeOz wurde die hochste zellulire Konzentration im Fall von ZnO und die
niedrigste im Fall von TiO2 beobachtet. Die hochste Konzentration wurde in Abwesenheit und die
geringste Konzentration in Anwesenheit einer Proteinkorona gemessen. Dies spiegelt die
allgemeine Tendenz wider, dass alle untersuchten Metalloxid-NP in Gegenwart der Proteinkorona

eine geringere zelluldre Konzentration zeigen.

Bei der lonenstrahlmikroskopie ist die Konzentrationsbestimmung durch die charakteristische

Rontgenstrahlung auf die zweidimensionale Ebene beschriankt, dadurch ist es nur schwer mdglich
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die intrazelluldre Konzentration der NP anzugeben.

In den Messwert der zelluliren Konzentration gehen sowohl NP ein, welche von der Zelle
aufgenommen wurden, sowie auch diejenigen NP welche extrazelluldr assoziiert sind. Trotzdem ist
es ein Vorteil der Ionenstrahlmikroskopie, durch die Riickstreuanalyse eine Tiefenauflosung des
NP-Signals zu ermdglichen. Dadurch konnte entschieden werden, ob die NP an der ZellauBenseite
oder intrazelluldr lokalisiert sind. Die Ausbeute des Riickstreusignals ist dabei vom
Wirkungsquerschnitt des jeweiligen NP-Elements und von der aufgenommenen Partikelmenge
abhingig. Bei hoheren zelluldren Konzentrationen konnte, die Internalisierung der Nanopartikel
AlO;, CeO, und ZnO durch das Riickstreusignal nachgewiesen werden.

Allerdings ist es durch die Riickstreuanalyse nicht moglich, den Anteil von internalisierten und
extrazelluldr assoziierten Nanopartikeln quantitativ anzugeben. Der Ursache hierfiir liegt in der
Auflosung des RBS-Detektors und im groBlen Fehler des Fittings, welcher durch die oft geringe
Ausbeute des NP-Riickstreusignals unvermeidbar war.

Die Konzentrationsverhéltnisse wurden nur qualitativ bewertet, indem zwischen Zellen, bei denen
nur internalisierte NP vorlagen, und der Gesamtheit aller Zellen unterschieden wurde (Abb. 4.5.1).
In der letzteren Kategorie konnte man erwarten, dass die Konzentration grof3er ausfallt.

Trotzdem konnte bei vollstindiger Internalisierung eine hohere zelluldre Konzentration, im Fall von
ZnO-NP, beobachtet werden. Durch ihre toxische Wirkung blockieren ZnO-NP
hochstwahrscheinlich die weitere Aufnahme von Partikeln.

Im Vergleich dazu, wurde bei CeO,-NP eine relativ geringe Toxizitdt und eine Exozytose der
Partikel beobachtet. Dadurch kann die Konzentration, bei vollstindiger Internalisierung der

Partikel, niedriger im Vergleich zur Gesamtheit aller Zellen ausfallen.
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Abb. 4.5.1 Konzentrationsintervalle zur Abschitzung der intrazelluldren Konzentration von ZnO und CeO2-NP. In
jedem Intervall wurde die mittlere Konzentration aller Zellen (m) und die mittlere Konzentration der Zellen, welche die
Partikel vollstindig internalisierten ( V), als Extrempunkt verwendet. Da die Zellen deutlich mehr ZnO-NP aufnahmen,
wurden zur Veranschaulichung der Ergebnisse die Achsen der zelluldren Konzetration von CeO»- und ZnO-NP im

Mafstab von 1 : 4 angegeben. Die statistische Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede der

Konzentrationsangaben innerhalb der jeweiligen Kategorien.

Abb. 4.5.1 vergleicht die intrazelluldre Konzentration in denjenigen Zellen, bei denen vollstindige
Internalisierung vorlag, mit denen der gesamten zelluldren Konzentration fiir verschiedene
Bedingungen, sowohl fiir CeO,-NP als auch fiir ZnO-NP.

Da in Anwesenheit einer Proteinkorona generell weniger Partikel an der Zelloberflache detektiert
wurden, liegt die Konzentration mit ausschlieBlicher Internalisierung und die Konzentration der
Gesamtheit der Zellen nah beieinander. In Abwesenheit einer Proteinkorona zeigen diese
Konzentrationen eine grolere Schwankung und sind vor allem deutlich groBer als in Anwesenheit
der Proteinkorona. Es wurde jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen der Konzentration
aller Zellen und den Zellen mit vollstdndiger Internalisierung festgestellt.

In Abwesenheit einer Proteinkorona finden sich bei der Mehrzahl der Zellen sowohl extrazelluldr
assoziierte als auch aufgenommene Nanopartikel. Nur wenige Zellen zeigen eine vollstindige

Internalisierung der NP. Trotzdem wurden, im Vergleich zu NP mit Proteinkrona, bei Abwesenheit
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der Proteinkorona deutlich mehr Zellen mit einer héheren zelluldren NP-Konzentration beobachtet.
Im Fall der ZnO-NP-Aufnahme zeigen die grolen Konzentrationsschwankungen zwischen der
Gesamtheit der Zellen und den Zellen wo eine vollstindiger Internalisierung vorlag, dass die Zellen,
die ZnO-NP aufgenommen haben, eine weitere Aufnahme toxizititsbedingt blockieren konnen. Das
erklart wahrscheinlich grof3e Zahl von Zellen mit zellular assoziierten ZnO-NP.

Im Vergleich zu ZnO liegen die Werte fiir CeO, bei Abwesenheit der Proteinkorona in einem
kleineren Bereich und zeigen keinen signifikanten Unterschied. Da CeO,-Nanopartikel ein sehr
geringes Toxizitdtspotential aufweisen, ist davon auszugehen dass, aufgenommene Partikel die
weitere Aufnahme nicht blockieren. Daneben deuten die Experimente, in denen die Exozytose von
CeO, festgestellt wurde, darauf hin, dass sich die zellulire CeO,-Konzentrationin in einem
Austausch mit der extrazelluliren Umgebung befindet.

Bei der Anwesenheit einer Proteinkorona verhindert diese die Aggregation der Nanopartikel.
Allerdings vermindert sie gleichzeitig die zelluldre Interaktion und Aufnahme, was sich in einer
niedrigeren zelluldren Konzentration widerspiegelt. Da die Proteinkorona aus den Proteinen des
Serums zusammengesetzt ist, besteht sie zum {iberwiegen Anteil aus Albumin. In diesem
Zusammenhang bestitigen andere Untersuchungen, dass die zelluldre Interaktion und Aufnahme
von Nanopartikel reduziert wird, wenn die Oberflache der Partikel mit Albumin oder beispielsweise

Polyethylenglykol beschichtet ist'* '*.

Es ist moglich, dass groBe NP im Vergleich zu vielen kleinen in geringer Menge aufgenommen
werden, da groBere Partikel sedimentieren und somit ihre Verfiigbarkeit reduziert wird. Andererseits
ist ein grofer NP, durch seine Masse, langer mit der ZellauBenseite in Kontakt, was die Aufnahme
begiinstigen kann.

Durch die unterschiedliche Dichte der NP kdnnte man ein unterschiedliches Verhalten beziiglich der
Sedimentation und Diffusion vermuten®. Bei der zelluldren Verfiigbarkeit spielt die Sedimentation,
im Vergleich zur Diffusion, eine groflere Rolle, da dort der Partikelradius stirker gewichtet ist und

die Dichte der Losung und des Teilchens Beriicksichtigung findet (Gleichung 4.5.1.1 & 4.5.1.2).

kT
D=1 (4.5.1.1)
2
y o~ 2rlerede (4.5.1.2)
9 n
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r Partikel-Radius

Vsed  Sedimentationsgeschwindigkeit

D Diffusionskonstante

g Gravitationskonstante
k Boltzmann-Konstante
n Viskositit der Losung

pL Dichte der Losung
pr Dichte des Teilchens

GrofBere Partikel sedimentieren schneller aber diffundieren langsamer, da bei der
Sedimentationsgeschwindigkeit, im Vergleich zur Diffusionskonstanten, der Radius des Partikels
mit dem Quadrat eingeht, wogegen die Diffusionskonstante proportional zum Kehrwert des Radius
ist.

Nach der Sedimentation konnte ein Partikel nur eingeschrénkt fiir die zelluldre Aufnahme verfligbar
sein. Folglich ist bei Partikeln mit relativ geringer Dichte eine hohere zelluldre Konzentration zu
erwarten. Was aber durch die Experimente so nicht bestdtigt wird. Die Nanopartikel Al,O; und TiO,
sowie Fe,Os; und ZnO zeigen eine dhnliche Dichte und Grofle in Abwesenheit bzw. Anwesenheit
einer Proteinkorona. Trotzdem wurden, bei gleicher Dosis und Applikationszeit, sehr
unterschiedliche zelluldre Konzentrationen von Al,O; und TiO, bzw. Fe,O; und ZnO beobachtet.
Daneben fallt die zelluldre Konzentration fiir NP dhnlicher Grofle, wie z.B. TiO,, Fe,O; und CeO,,
sehr unterschiedlich aus.

Dies unterstiitzt die Annahme, dass die Spezifitidt bzw. Oberfliche der Nanopartikel entscheidend
fiir deren zelluldre Aufnahme ist. Der Einfluss von Grofe und Masse tritt deutlich hinter den

Einfluss der Spezifik der Oberfliche und der Natur der Partikel zuriick.

4.5.2 CeO,

Die Aufnahme von CeO,-NP wurde in dieser Arbeit ndher untersucht, da sie in Lungenzellen eine
sehr geringe Toxizitdt zeigen und gleichzeitig in hoher Menge aufgenommen werden. Daneben
erlaubt die, im Vergleich zu anderen Metalloxid-NP, hohe Signalausbeute des Riickstreusignals zu
unterscheiden, ob die CeO,-NP an der ZellauBlenseite oder intrazellular lokalisiert sind.

Bei der CeO2-Aufnahme in Abhéngigkeit der Dosis tritt eine Sattigung der Aufnahme bei ca. 11000

ppm ein, wenn die Partikel eine Proteinkorona tragen. Diese zelluldre CeO2-Konzentration befindet
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sich auf einem dhnlichen Niveau wie die Konzentration der zelluldren Strukturelemente Phosphor
und Schwefel, welche die hochste Konzentration zelluldrer Elemente reprisentieren. In
Abwesenheit der Proteinkorona tritt keine Sittigung der zelluldren CeO»-Konzentration ein und das
Niveau der zelluliren CeO2-Konzentration ist, im Vergleich zu den zelluldren Strukturelementen
Phosphor und Schwefel, bis zu zehn mal hoéher. Trotz dieser vergleichsweise hohen CeO,-NP-

Konzentration fillt die zelluldre Toxizitét erstaunlich gering aus.

Beziiglich der Aufnahmekinetik von CeO,-NP halbiert sich nach 72 Stunden Expositionszeit die
zelluldre CeO2-Konzentration, was eine Exozytose der Partikel suggeriert, welche in Einzelfallen
auch direkt mit PIXE abgebildet werden konnte (Abb 4.5.2).

Die beobachtete Sittigung im Zusammenhang mit der Exozytose und der geringen Toxizitdt der
CeO,-NP, lasst darauf schlieen, dass intrazelluldre CeO,-NP im Austausch mit den CeO,-NP des

Kulturmediums stehen.

B Schwefel
Cerium

Abb. 4.5.2 Exozytose von CeO, Nanopartikeln. A549-Zellen wurden fiir 72 Stunden mit CeO,-NP (10 pg/ml) in

Gegenwart einer Proteinkorona (FKS 10%) inkubiert. Dargestellt sind PIXE element maps mit einer Scanfeldgrofe von

50 x 50 um. Der weisse Balken entspricht jeweils 10 pm.

Die Ionenstrahlmikroskopie erlaubte es erstmalig, die Konzentration verschiedener zelluldrer
Elemente gleichzeitig zur Nanopartikel-Aufnahme zu studieren. Indem die CeO,-Aufnahme durch
die Inhibitoren Amilorid und Genistein blockiert wurde, konnte eine Erhohung der zelluldren
Kalziumkonzentration durch die Aufnahme der CeO,-NP nach drei Stunden nachgewiesen werden.
Gleichzeitig bewirkte die Inhibition der CeO,-Aufnahme einen leichten Abfall der zelluldren
Phosphorkonzentration. Bei hoheren Applikationszeiten von 24 bis 72 Stunden, war eine
Verringerung der zelluldren Phosphor- und Kalzium-Konzentration durch die CeO,-Aufnahme zu
beobachten, welche jedoch nur in seltenen Fillen signifikant war.

Bei der hochsten applizierten CeO2-Dosis von 100 pg/ml ist eine Erhéhung der Zinkkonzentration
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zu beobachten. Im Kulturmedium sind CeO,-NP mit Phosphat und Kalzium kolokalisiert, wobei
Phosphat alternativ durch die Bindung von Zinkionen auch zur Erhoéhung der zelluldren
Zinkkonzentration beitragen kann.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch die CeO,-Aufnahme die zelluldire Homdostase von
Zink und besonders Phosphor und Kalzium beeinflusst wird. Da CeO,-NP mit Kalzium und
Phosphat aus dem Kulturmedium vergesellschaftet sind, kann die Aufnahme der Partikel in einem
relativ kurzen Zeitrahmen direkt zur Erhohung der zelluliren Konzentration dieser Elemente
beitragen.

Bei einem ldngeren Zeitrahmen, ab 24 Stunden, ist eine zelluldre Antwort zu erwarten. Durch die
Exocozytose, welche unter anderem durch eine erhohte zelluldre Kalzium-Konzentration ausgelost
wird"”®, kann die zellulire Konzentration der NP-assoziierten Elemente Phosphor und Kalzium
abnehmen.

Insbesondere die zellulire Kalziumkonzentration ist sehr klein und unterliegt einer strikten
Regulation. Eine erhohte zelluldre Kalziumkonzentration kann beispielsweise einen osmotischen
Schock hervorrufen, der die Freisetzung von ATP zur Folge haben kann'’ '*®, Extrazelluldres ATP
fiihrt zum programmierten Zelltod durch Apoptose’ wund kann den zelluldren S-
Adenosylmethionin-Spiegel beeinflussen®®.

Ein anderer Aspekt ist, dass CeO, durch seine redoxaktiven Eigenschaften einen direkten Einfluss
auf das Redoxsystem der Zelle ausiiben kann. In diesem Zusammenhang wird von antioxidativen

' als auch von zytotoxischen Eigenschaften der CeO,-NP berichtet™®.

Eigenschaften
CeO: zeigt eine dhnlich hohe Brechzahl wie TiO,. Deshalb sind CeO,-NP geeignet die zelluldre
Aufnahme durch die Seitwértsstreuung in der Durchflusszytometrie zu untersuchen. Friihere
Untersuchungen konnten bereits zeigen, dass sich die Aufnahme von TiO2-NP mittels
Seitwirtsstreuung nachweisen 14B3t2° 77,

Da die Ionenstrahlmikroskopie eine kosten- und zeitintensive Analysemethode ist, konnte durch die
Kombination mit der Seitwértsstreuung eine schnelle und einfache Analyse der zelluldren CeO»-
Konzentration mittels Durchflusszytometrie erreicht werden. Dazu ist aber eine vorherige
Kalibration mit Hilfe der ionenstrahlanalytisch bestimmten zelluliren Konzentration erforderlich,
da durch die Seitwirtsstreuung alleine keine Angabe beziiglich der zellulire Konzentration der NP
moglich ist.

Folglich kann die Seitwirtsstreuung, nach der Kalibration mit den Daten der
Ionenstrahlmikroskopie, dazu verwendet werden die zellulire Konzentration von CeO2-NP zu

bestimmen.
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4.5.3 ZnO

In der Gruppe der Metalloxid-NP nehmen ZnO-NP eine besondere Rolle ein, da sie nach der
zelluldaren Aufnahme einen starken zytotoxischen Effekt hervorrufen und durch
Kompartimentalisierung freie Zinkionen in groen Ausmal freisetzen kdnnen. Zinkionen erfiillen
wichtige zelluldre Stoffwechselfunktionen, da sie bei vielen Enzymen im aktiven Zentrum
vorkommen oder in Form von Zinkfingerproteinen als Transkriptionsfaktor agieren.

Die zelluldre Zinkionenkonzentration unterliegt einer stark regulierten Homoostase und die freie
zelluldre Zinkionenkonzentration im Zytoplasma liegt ungefédhr im Bereich von einem Nanomol pro

Liter'"".

ZnO ist der NP welcher zur hochsten gemessenen zelluldiren NP-Konzentration fiihrt. Allerdings ist
bei einigen Zellen ein Teil der Konzentration auf die extrazelluldr assoziierten Nanopartikel
zurlickzufilhren. Daneben ist eine deutliche Korrelation zwischen steigender zelluldrer Zink-
Konzentration und Toxizitit zu erkennen.

Im Fall von ZnO muss der Einfluss von Zinkionen beriicksichtigt werden, da durch die
intrazelluldre Prozessierung ZnO-NP in das Lysosom gelangen kdnnen, wo sie durch den niedrigen
pH zu Zinkionen umgesetzt werden. Die lonenstrahlmikroskopie erlaubt es, die gesamte zelluldre
Zinkkonzentration zu bestimmen, unterscheidet dabei jedoch nicht zwischen freien Zinkionen und
gebundenen Zink bzw. ZnO-NP. Aus diesem Grund kann erginzend die freie intrazellulédre
Zinkionenkonzentration mit Hilfe von hochspezifischen Fluoreszensmarkern wie z.B. Fluozin-3
quantifiziert werden. Dabei wurde in der Dissertation von Christoph Sandner festgestellt, dass der
Anstieg der totalen zelluldren Zinkkonzentration mit dem Anstieg der freien intrazelluldren
Zinkionenkonzentration positiv korreliert ***.

Das ZnO-NP zum Anstieg der freien intrazelluldren Zinkionenkonzentration fithren wurde ebenfalls
in anderen Studien bestitigt®” **° und deutet darauf hin, dass der Anstieg der zelluliren Zink-
Konzentration, welcher mittels Ionenstrahlmikroskopie ermittelt wurde, eher durch Zinkionen als
durch ZnO-NP erreicht wird.

Diese Arbeit zeigt, dass im Kulturmedium ohne Serum durch ZnO-NP eine freie
Zinkionenkonzentration von 1,4 (+/- 0,2) pg/ml vorliegt, was mit den Ergebnissen anderer
Untersuchungen korreliert®”’. Daneben belegt diese Arbeit experimentell, dass ein lysosomaler pH-
Wert zwischen 4 - 5 zur Auflésung der ZnO-Partikel fiihrt. Auch muss davon ausgegangen werden,

dass sich zum Zeitpunkt der Messung freier Zinkionen sich ein Gleichgewicht zwischen ZnO und
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verfiigbaren Bindungsstellen fiir Zinkionen (bspw. Thiolgruppe von Serumproteinen bzw. Cystein)
eingestellt hat. Die Verfiigbarkeit dieser Bindungsstellen begiinstigt somit, durch die
Stoffwechselaktivitit der Zellen, die zelluldre Aufhahme von Zinkionen.

Daneben zeigt die Rontgen-Nahkanten-Absorptions-Spektroskopie (XANES), dass die
intrazellulare Auflosung von ZnO-NP relativ schnell erfolgt, da bereits nach 1 Stunde das gesamte
zelluldre Zink in Form von Zinkionen vorliegt™”®,

Somit lésst sich aus den Ergebnissen dieser und anderer Arbeiten schlussfolgern, dass Zinkionen fiir
den toxischen Effekt von ZnO-NP verantwortlich sind. Da zu hohe intrazelluldre
Zinkionenkonzentrationen toxisch wirken, kann Zn** beispielsweise durch Glutathion gebunden
werden und unter ATP Verbrauch exozytiert werden. Ein moglicher Toxizitdtsmechanismus von
Zinkionen ist deshalb die zelluldre Verringerung von ATP (ATP-Depletion), welche zum Zelltod
durch bspw. Nekrose oder Apoptose fiihrt*”. Alternativ binden bei einer relativ hohen
intrazelluldren Zinkionenkonzentration viele Proteine Zink, was deren Aktivitit inhibieren kann?®'°
I Daneben blockiert der Riickgang von ATP die energieabhingige Endozytose, was wie bei der
Riickstreuanalyse (RBS) der ZnO-Aufnahme beobachtet wurde, zur extrazelluldren Assoziation von

ZnO-NP bei hoheren Konzentration fiihrt.

4.5.4 Effektiv wirksame Dosis

Die Aufnahme und Wirkung von Nanomaterialien ist wesentlich durch deren
Obeflacheneigenschaften bestimmt. Zusédtzlich spielt die potentielle zellulire Expositionsflache in
der biologischen NP-Dosimetrie eine entscheidende Rolle, weshalb einige Autoren es bevorzugen
bei dem am meisten untersuchten NP (TiO2) die applizierte NP-Masse auf die Fliche (pg/cm?)
anstatt auf des Volumen (pg/ml) zu beziechen?? *'. Daneben sind die absolute Partikelzahl und die
Masse der NP als Dosisangabe geldufig'>,

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Oberflichenmodifikation in Form einer
Protein-Korona, eine geringere intrazelluldre Konzentration eintritt. Da das Vermdgen Liganden zu
adsorbieren auf die spezifische Oberfliche des jeweiligen Partikels zuriickgefiihrt werden kann, ist
es schwierig die applizierte Dosis verschiedener Partikel miteinander zu vergleichen. NP neigen im
Allgemeinen zur Aggregation und verschiedene Applikationsformen erschweren es die applizierte
Dosis von NP im Zellkultursystem mit Tierexperimenten zu vergleichen, weil z.B. in Losung ein
anderes Aggregationsverhalten als im Aerosol zu erwarten ist.

Inhalation stellt eine der hiufigsten Aufnahmewege fiir NP in der Praxis dar. Allerdings kann die

effektive Dosis der Partikel verschieden sein, da die NP unterschiedliche Barrieren wie z.B.
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Surfactant oder Makrophagen liberwinden miissen, welche sehr unterschiedliche ausfallen konnen.
Deshalb ist es mit Hilfe der herkdommliche NP-Dosis sehr schwierig die zelluldire NP-Belastung in
in-vitro-Experimenten mit den Daten von in-vivo-Studien zu vergleichen

Aus den aufgefiihrten Griinden ist es wichtig den Unterschied zwischen wirklicher zelluldrer Dosis
(genuine dose) und applizierter Dosis bei der Risikobewertung zu beriicksichtigen. Da die wirkliche
zelluldre Dosis die spezifischen Eigenschaften der einzelnen NP bei der zelluliren Aufnahme
respektiert, kann sie als toxikologischer Endpunkt betrachtet werden und stellt die Basis fiir eine
systematische und vergleichbare Toxizitdtbewertung von in-vitro- und in-vivo-Testsystemen dar.
Dies ist von besonderer Relevanz, da durch neue Regularien der Européischen Union die Anzahl
von Tierversuchen zur Toxizitdtbewertung nach 2013 massiv reduziert werden soll*>. Obwohl diese
Richtlinie hauptsdchlich in Zusammenhang mit kosmetischen Produkten gilt, betrifft sie im
Allgemeinen auch weit verbreitete biochemische Toxizitéts-Assays, welche z.B. der zur Ermittlung
der Kanzerogenitit eingesetzt werden**. Tierversuche konnen reduziert werden, indem die
Sensitivitidt oder Durchsatzrate in neuen Testsysteme verbessert wird. Auch eine bessere Kenntnis
der Werkmechanismen auf intrazelluldrer Ebene trigt dazu bei, das Risiko besser abschitzen zu

konnen bzw. Tests im Tiermodell zu reduzieren.

Diese Arbeit zeigt erstmalig einen Bezug zwischen der wirklichen intrazelluldren Dosis und dem
toxischen Effekt eines Nanopartikels (ZnO). Kap. 3.4.3.3 zeigt, dass die Korona bei der
Vermittlung des toxischen Effektes vernachldssigt werden kann, da unabhéngig vom Proteingehalt
des Serums die gleiche zelluldre Dosis eine nahezu identisches Ausmal} an Toxizitdt verursacht.
Dies zeigt, dass die effektiv wirksame intrazelluldre Dosis ein toxikologischer Endpunkt ist. Es sind
deutliche hohere Dosen bei einem Serumgehalt von 10% notwendig, um die gleiche zellulidre Dosis
zu erreichen wie in Abwesenheit der Korona. Dies deutet darauf hin, dass der Proteingehalt des NP
bei der zelluldren Aufnahme der Partikel eine wichtige Rolle spielt. Proteinbindungsstellen, wie z.B.
Cystein im Serum, konnen durch die Bindung von Zinkionen die toxische Wirkung von ZnO
abpuffern. Insgesamt war unterhalb einer zelluldren Dosis von 10000 ppm eine Beziehung zwischen
wirksamer zelluldrer Dosis und Toxizitit nach einem linearen Muster zu beobachten. Somit liegt die
intrazelluldr toxikologisch relevante Dosis von ZnO-NP bzw. Zinkionen in einem Bereich zwischen
dem fiinf und 50-fachen des normalen physiologischen Werts der Zinkkonzentration in

Kontrollzellen.
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Die wirklich wirksame intrazelluldre Dosis schldgt die Briicke zwischen den zwei wichtigen
toxikologischen  Endpunkten applizierte Dosis und Effekt. Dabei ermdglicht die
Ionenstrahlmikroskopie die effektive oder wirkliche NP-Konzentration in einzelnen Zellen und
Lungengewebe zu quantifizieren. Dies ist von Vorteil, da die NP-Aufnahme anstelle der
Applikationsdosis eher durch die physikalisch-chemischen Eigenschaften, die Art der Applikation
und die Oberflicheneigenschaften der NP bestimmt wird.

Die Beziehung zwischen Applikationsdosis und effektiv wirksamer Dosis (E-D) sowie zwischen
effektiv wirksamer Dosis und Effekt (D-R) werden dabei als Endpunkte zum Vergleich der Wirkung
unterschiedlicher NP eingesetzt.

Da der Dosis, welche tatsdchlich im Gewebe oder Organ vorhanden ist ein toxischer Effekt
zugeordnet werden kann, ist die effektiv wirksame Dosis als wichtige Groe zum systematischen
Vergleich von toxikologischen Studien auf in-vifro- und in-vivo-Basis geeignet. Dabei ist es nun
moglich die in-vitro-Analyse als schnelle sowie kostengiinstige Alternative zu Tierversuchen
einzusetzen. Gleichzeitig konnen die in vitro-Daten der NP-Aufnahme in anderen Analyseverfahren

wie z.B. Hochdurchsatzanalyse oder der Genexpressionsanalyse als Referenz verwendet werden.

Die Ionenstrahlmikroskopie ist zur Zeit die einzige Methode, welche fiir die intrazellulédre
Quantifizierung von unmarkierten Nanopartikeln auf Einzelzellebene in Frage kommt. Deshalb ist

sie als zukiinftige Referenzmethode fiir die Dosimetrie von Nanopartikeln sehr gut geeignet.
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5. Zusammenfassung

Die Nanotechnologie spielt eine Schliisselrolle bei der technologischen Entwicklung. Jedoch stellen
Nanopartikel ein potentielles Gesundheitsrisiko dar. Durch ihre grofe Oberfliche zeigen
Nanopartikel eine hohe Reaktivitit und die geringe Grofe tragt zu einer erhohten Beweglichkeit
und Bioverfiigbarkeit bei. Beispielsweise konnen Nanopartikel Entziindungen auslésen oder die
Produktion von freien Radikalen fordern. Insbesondere Lungenepithelzellen stellen die wichtigste
Barriere zur Aufnahme von industriell relevanten Nanopartikeln im Alltag dar, denn durch ihre
geringe Grofle konnen Nanopartikel bis in einzelne Alveolen vordringen und in die Blutbahn
gelangen. Aus diesen Griinden ist es notwendig das Risikopotential, was von Nanopartikeln ausgeht
zu bewerten.

In dieser Dissertation wurden die Metalloxid-Nanopartikel Al2O3, TiO2, Fe2O3, ZnO und CeO: in
einzelnen Lungenzellen erstmals mit Hilfe der lonenstrahlmikroskopie quantifiziert. Dariiber hinaus
erfolgte die Quantifizierung von ausgewihlten Metalloxid-Nanopartikeln in gedehnten priméren
Typ 2 Pneumozyten sowie in den Alveolen des Lungengewebes. Auflerdem wurden Gold und Silber
als Markierungspartikel eingesetzt, um die Aufnahme der organischen Nanopartikel Graphen zu
untersuchen.

Die Ionenstrahlmikroskopie ist eine hochempfindliche Methode, welche durch die charakteristische
Rontgenstrahlung den zelluldren Elementgehalt innerhalb einer Zelle visualisieren kann. Dies ist, je
nach Element, bis zu einer unteren Konzentrationsgrenze von 5 — 20 ppm moglich.

Die Ionenstrahlmikroskopie erlaubt, im Vergleich zur Elektronenstrahlmikroanalyse, biologische
Proben bis zu einer Tiefe von ca. 80 um zu untersuchen. Durch das zelluldre Riickstreusignal
konnte bei Kulturzellen entschieden werden, ob die Nanopartikel internalisiert wurden oder auf der

Zelloberflache assoziiert sind.

Da biologische Proben eine relativ geringe Dichte und Dicke aufweisen, ist die Signalausbeute und
damit die Messzeit ein limitierender Faktor bei der ionenstrahlanalytischen Quantifizierung des
Elementgehalts. Durch das Aufziehen der Probe auf einen Aluminiumrahmen, konnte der Abstand
zwischen Rontgendetektor und Probe reduziert werden, was zu einer hoheren Signalausbeute fiihrte
und damit eine schnellere Analyse der Priparate ermoglichte.

Die Art und Weise der Probenpriparation kann einen Einfluss auf den zelluldren Elementgehalt
haben, indem Ionen aus dem Medium an die ZellauBlenseite binden oder durch die Waschldsung ein

Verlust von intrazellular lokalisierten organischen und anorganischen Molekiilen entsteht.
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Durch den Vergleich zwischen einer ionenfreien Polyethylenglycol-Losung mit dem iiblicherweise
verwendeten Waschpuffer konnte gezeigt werden, dass sich bei der Verwendung des Waschpuffers
der zelluldre Elementgehalt von Kalium, Kalzium und insbesondere Chlor erhdht.

Allerdings bleiben Phosphor und Schwefel als wichtige zelluldre Strukturelemente und die
biologisch relevanten Spurenelemente Eisen und Zink davon unbeeinflusst.

Die ionenstrahlmikroskopische Analyse von Lungengewebe erfordert eine Einbettung der Priparate.
Dabei erwies sich DePeX, was als Material routineméfig zur Einbettung verwendet wird, als
ungeeignet, da eine inhomogene Zink-Kontamination vorhanden war, welche eine intrazelluldre
Zink-Messung verhinderte. Durch die Entwicklung eines neuen zinkfreien Einbettmaterials auf

Limonen-Basis, konnte jetzt auch die Zinkkonzentration in Alveolen gemessen werden.

Im biologischen Millieu konnen Proteine und lonen auf der Oberfliche der Nanopartikel
adsorbieren und dadurch deren Aufnahme in die Zelle beeinflussen. Deshalb wurde die zelluldre
Aufnahme in Abhéngigkeit der Proteinhiille (Korona) bei in vitro Bedingungen untersucht. Tragen
die Partikel eine Korona, ist bei allen untersuchten Metalloxid-Nanopartikeln eine geringere
zelluldre Konzentration zu beobachten und gleichzeitig sind weniger Nanopartikel auf der
Zelloberflache adsorbiert.

Die Aufnahme von CeO2 und ZnO wurde nédher untersucht, da ZnO als einziger untersuchter
Nanopartikel einen deutlichen toxischen Effekt hervorruft und CeO> durch die hohe Ausbeute des
Riickstreusignals und die starke zellulire Aufnahme zum néheren Studium der Aufnahme besonders
geeignet ist.

Es wurde beobachtet, dass CeO2 und ZnO im extrazelluldren Raum mit Phosphat und Kalzium aus
dem Kulturmedium kolokalisiert sind. Da Kalziumphosphat als Transfektionsagenz bekannt ist,
kann diese Modifikation der Partikeloberflache die Aufnahme der Partikel begiinstigen.

Im Vergleich zu CeQ,, ist bei ZnO auf Grund der erhdhten Toxizitdt keine Sattigung der zelluldren
Konzentration zu erkennen. Daneben lédsst die die Halbierung der zelluliren CeO,-Konzentration
nach 72 Stunden Applikationszeit darauf schlieBen, dass die Zellen in der Lage sind die
Nanopartikel durch Exozytose wieder abzugeben.

Mit Hilfe von Inhibitoren wurde der Aufnahmemechanismus von CeO,-NP untersucht. Dabei zeigte
sich, dass CeO: Nanopartikel durch Caveolae- bzw. Clathrin-vermittelte Endozytose und
Makropinozytose aufgenommen werden.

Die Internalisierung von CeO2 und ZnO Nanopartikeln wurde mit Hilfe des zelluldren Protonen-
Riickstreusignals untersucht. Internalisierte Nanopartikel liefern im Vergleich zu extrazellulér

assoziierten Nanopartikeln ein Riickstreusignal bei niedrigeren Energien, da die zuriickgestreuten
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Protonen durch die Passage des Zellmaterials zusétzlich Energie verlieren. Bei diesen
Untersuchungen wurde festgestellt dass, ZnO und CeO2-Nanopartikel ohne Proteinhiille hdufiger an

der Zelloberflache lokalisiert sind und zu einer hoheren zelluldren Konzentration fiihren.

Sowohl im Lungengewebe als auch bei gedehnten primiren Typ 2 Pneumozyten und kultivierten
Lungenepithelzellen zeigte sich eine sehr inhomogene zelluldre Konzentrationsverteilung der
Nanopartikel. Hier liegt die Stirke der Ionenstrahlmikroskopie darin, die Konzentration in
einzelnen Zellen bzw. Alveolen erfassen zu konnen. Dadurch erlaubt es diese Methode, das Risiko
abzuschétzen, was durch die Extrembelastung in einzelnen Zellen entstehen konnte.

Da Lungengewebe aus Typ I und Typ II Pneumozyten besteht und Makrophagen in das Gewebe
einwandern konnen, ist es in zukiinftigen Experimenten notwendig die einzelnen Zelltypen zu
markieren, um die Nanopartikel-Aufnahme im Lungengewebe mit den Ergebnissen der Zellkultur
besser vergleichen zu kdnnen. Durch eine Markierung mit Gold-konjugierten Antikorpern, kann

erreicht werden, die einzelnen Zelltypen mittels lonenstrahlmikroskopie zu identifizieren.

Durch verschiedene Applikationsformen bei in vitro und in vivo Untersuchungen ist die Wirkung
der Nanopartikel nur schwer vergleichbar. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das Konzept
der effektiv wirksamen zelluldren Dosis eingefiihrt. Dieses erlaubt es, der Dosis, welche tatsédchlich
zelluldr oder im Gewebe vorhanden ist, einen toxischen Effekt der Nanopartikel zuzuordnen.
Dadurch kann die effektive Dosis als wichtige GroBe zum systematischen Vergleich von
toxikologischen Studien auf in vitro und in vivo Basis eingesetzt werden.

Die Ionenstrahlmikroskopie ist zur Zeit die einzige Methode, welche fiir die intrazelluldre
Quantifizierung von unmarkierten Nanopartikeln auf Einzelzellebene in Frage kommt. Deshalb ist

sie als zukiinftige Referenzmethode fiir die Dosimetrie von Nanopartikeln sehr gut geeignet.
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6. Summary

Nanotechnology plays a key role in the technological progress. But nanoparticles are a potential risk
for human health. Because of their relatively large surface area, nanoparticles are characterized by a
high reactivity and their small size contributes to a high mobility and bioavailability. Nanoparticles
are able to trigger inflammation or the production of reactive oxygen species. Especially lung
epithelial cells are the most relevant barrier for the uptake of industrial relevant nanoparticles in
everyday life. Because of their small size, nanoparticles can reach single alveoli and are able to
enter the blood stream. For this reasons, it is necessary to assess the potential risk which originates
from nanoparticles.

This dissertation describes the quantification of the metal oxide nanoparticles Al,Os, TiO,, Fe,0s,
ZnO and CeO; in lung cells by the means of Ion Beam Microscopy. Selected metal oxide
nanoparticles were quantified in stretched type II pneumocytes and lung tissue. Furthermore gold
and silver nanoparticles were used as marker, to investigate the uptake of the organic nanoparticle
graphene.

By the use of the characteristic x-ray emission lon Beam Microscopy is a highly sensitive method,
which allows to visualize the element content of single cells in spatial resolved manner. Dependent
on the element, the lower detection limit is reached between 5 - 20 ppm.

In comparison to electron microprobe analysis, lon Beam Microscopy allows a depth analysis of
biological samples up to 80 um. By the detection of the cellular backscattering signal, it was
possible to distinguish between internalized and extracellular associated nanoparticles in cultivated

A549-cells.

Because biological samples show a relatively low density and thickness, the time dependent
acquisition of the x-ray yield is prone to be a limiting factor in the quantification of the element
content in lung cells. By mounting the sample onto a aluminium frame, the distance between the
sample and x-ray-detector was reduced significantly. Due to a higher x-ray yield, this allowed to
reduce the data acquisition time, at the highly frequented and expensive lon Beam Facility, by
approximately factor two.

Through the extracellular binding or uptake of elements from the washing buffer, the cellular
element content can be distorted. The comparison of an ion-free polyethylene glycol-solution with
the standard washing buffer showed, that the washing buffer significantly raised the cellular

element content of potassium, calcium and especially chlorine. At the same time the concentration
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of the structural cellular elements phosphorus and sulfur, as well as the physiological important
trace elements iron and zinc, remained constant.

In Ion Beam Microscopy, the analysis of tissue sections requires the application of an embedding
media. Because of an inhomogeneous distributed zinc contamination the routinely applied
embedding media DePeX, was found not to be suitable. Through the development of a new

limonene based embedding media, it is now possible to measure the zinc content in single alveoli.

In the biological environment, the cellular nanoparticle uptake is influenced by the adsorption of
Proteins and ions at the nanoparticle surface. For this reason the nanoparticle uptake was studied in
presence and absence of the protein shell (corona) under in vitro conditions. In presence of the
protein-corona all investigated nanoparticles showed a lower cellular concentration and a smaller
amount of particles was found on the cell surface.

The cellular uptake of CeO, and ZnO nanoparticles was investigated in detail, since ZnO shows a
clear cytotoxic effect and CeO, is taken up in high amounts and produces a high backscattering
yield. In culture media, the nanoparticles CeO, and ZnO showed a colocalisation with calcium and
phosphorous. Because calcium phosphate is known as transfection reagent, these surface
modification, can favor the uptake of these particles.

In comparison to CeO,, the uptake of ZnO did not resulted in a saturation. Additionally the
reduction of the cellular CeO, concentration, after 72 hours of exposure, suggests the exocytosis of
these particles. By the application of two different inhibitors, the uptake mechanism of CeO--
nanoparticles was investigated. It was found, that CeO,-nanoparticles are taken up by Caveolae and
Clathrin mediated endocytosis as well as Macropinocytosis.

The cellular internalisation of CeO, and ZnO nanoparticles was studied by the analysis of their
cellular backscattering signal. In comparison to external associated nanoparticles, internalized
nanoparticles can be identified by a shift to lower backscattering energies, because they loose
additionally energy when they pass the covering cell material.

In this context it was observed, that CeO, and ZnO nanoparticles are more frequently localized at
the cell surface, when they are not covered by a protein corona. At the same time these particles

showed a higher cellular concentration.

In lung tissue, stretched type II pneumocytes and cultivated lung cells, an inhomogeneous cellular
distribution of the nanoparticles was observed. Here the advantage of lon Beam Microscopy is, to
quantify the nanoparticle concentration in single cells or alveoli. This allows to assess the risk

which originates from extreme concentrations in single cells.



6. Summary Seite 145

Lung tissue is composed of type I and II pneumocytes as well as macrophages. To compare the
results from lung tissue analysis with the cell culture results, it is necessary to label the different cell
types in lung tissue. Through the application of gold-conjugated antibodies, the visualization of

different cell types by lon Beam Microscopy is possible.

It is difficult to compare the cellular nanoparticle uptake from in vitro and in vivo studies, since
often different forms of application are used. This work introduces the genuine dose concept. This
allows to assign a toxicological effect to the dose which is actually present in the cell or tissue.
Consequently the genuine dose can be used as important value for the systematic comparison of in
vitro and in vivo data in toxicological studies.

At the moment Ion Beam Microscopy is the only method which is qualified for quantification of
unlabeled nanoparticles in single cells. Therefore lon Beam Microscopy is a suitable reference

method for the dosimetry of nanoparticles.
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