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Referat

In der vorliegenden Arbeit werden die toxikologische Wirkung von thermisch unbehandelten und
behandelten nanoskaligen Bariumsulfat sowie die Wirkung von verschiedenen Filterstauben aus
Verbrennungsprozessen auf humane Lungenzellen untersucht. Hierbei liegt der Schwerpunkt auf
einer moglicherweise veranderten Toxizitat aufgrund des Durchlaufens einer thermischen Be-
handlung. Dieses Risiko erfordert einen erhdhten Forschungsaufwand, da der Grofteil der Nano-
partikel am Ende ihres Lebenszyklus den Prozess der Entsorgung mittels Verbrennung erreicht
und eine Freisetzung in die Umwelt nicht auszuschlieRen ist. Aus diesem Grund wird das toxiko-
logische Potential von thermisch unbehandelten BaSO4 mit geglilhtem BaSO,4 und Filteraschen
mit/ohne BaSO.-Zusatz aus Technikums- und GroRverbrennungsanlagen verglichen. Der Effekt
auf die metabolische Aktivitat der humanen Lungenzellen wird mittels des Resazurin-Tests und
die mogliche Schadigung der Zellmembran und damit eine Verdnderung ihrer Integritat mit dem
LDH-Test ermittelt. Zudem wird der Effekt auf den zelluldren Glutathion-Gehalt mittels HPLC
und die Induktion von Apoptose mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Ein moglicher Effekt
auf inflammatorische Zytokine, die als Marker einer Entziindungsreaktion gelten, erfolgt tber
einen ELISA-Test. Es werden dabei 13 verschiedene Zytokine betrachtet. Die Charakterisierung
der Partikelsuspensionen erfolgt mittels dynamischer Lichtstreuung. Die Freisetzung von Ba-
rium-lonen und die Aufnahme der NP in die Zellen wird mittels ICP-MS bestimmt. Das unver-
brannte BaSO4 wird von Primarzellen aufgenommen und zeigt bei den Untersuchungen zytotoxi-
sches Potential mit einem Verlust vitaler Zellen von 60 % und mehr. Eine Absenkung des GSH-
Gehalts kann bei langeren Inkubationszeiten (72 h) ebenfalls beobachtet werden. Eine signifi-
kante Beeinflussung der LDH-Aktivitat, der Induktion von Apoptose oder der Induktion inflamm-
atorischer Zytokine wurde nicht nachgewiesen. Eine rein thermische Behandlung des BaSO4 ohne
Verbrennungsvorgang bewirkte keine Verdnderung des toxikologischen Profils. Die Untersu-
chungen mit unterschiedlichen Filteraschen zeigen toxikologische Unterschiede, die aber auf die
grundsétzlichen Unterschiede in der Zusammensetzung und nicht aus den enthaltenen nanoskali-
gen BaSO: resultieren. Dem Effekt von Begleitelementen wie bspw. Schwermetallen scheint eine
entscheidende Rolle beizuwohnen. Dies bestatigen auch die Versuche mit Filteraschen unter-
schiedlichster Herkunft, wie Schweilrauch, Asche aus der Molybdé&noxid-Industrie, Perlitstaub
oder Flugasche aus einer Verbrennungsanlage. Zwischen diesen Materialien zeigen sich deutliche
Wirkunterschiede hinsichtlich ihres toxikologischen Potentials an der Zelllinie A549. Diskutiert
werden zudem Effekte des BaSO4 auf okotoxikologische Modellorganismen wie Leuchtbakte-
rien, Algen und Daphnien. Diese Organismen zeigen ebenso wie humane Zellen toxikologische
Effekte bei einer Behandlung mit nanoskaligem BaSO.. Die dazugehdrigen Ergebnisse sind dem

BMBEF geforderten Projekt ,NanoEmission® zu entnehmen.

Thomas, Sarah: Toxikologische Bewertung von Bariumsulfat-Nanopartikeln und Filterstduben,
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2020
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1 Einleitung

1.1 Nanopartikel und Nanomaterialien

Gemal der Definition der europdischen Kommission von 2011 handelt es sich bei Nanomateria-
lien (NM) um ,.ein natirliches, bei Prozessen anfallendes oder hergestelltes Material, das Parti-
kel in ungebundenem Zustand, als Aggregat oder als Agglomerat enthalt, und bei dem mindestens
50 % der Partikel in der AnzahlgrélRenverteilung ein oder mehrere Auflenmafle im Bereich von
1 nm bis 100 nm haben‘* (Kommission, 2011). Nanomaterialien haben in den letzten Jahren in
immer mehr Technik- und Lebensbereichen, wie Elektronik, Farben, Textilien, Lebensmitteln,
Bedarfsgegenstanden, Landwirtschaft und Medizin, Verwendung gefunden. Im gesamten Le-
benszyklus, beginnend bei der Herstellung, der Verwendung bis zur Entsorgung, dieser Materia-
lien sind Emissionen, Immissionen und somit auch Expositionen des Menschen und der Umwelt
gegenuber Nanomaterialien und damit nanoskaliger Partikel denkbar. ,,Es wird beflirchtet, dass
synthetisch hergestellte Nanomaterialien fiir den Menschen nach inhalativer Aufnahme gesund-
heitsschadlich sein kénnen, zumal sich feine und ultrafeine Partikel aus anthropogenen Verbren-
nungsprozessen bereits als bedeutsames Gesundheitsrisiko herausgestellt haben“ (LANUV,
2009). Zudem ist zu erwarten, dass Nanopartikel (NP) in der Umwelt eine hohe Verweildauer
besitzen und sich ubiquitar verteilen. GroRe, Geometrie, Kristallstruktur und Oberflacheneigen-
schaften (z.B. Ladung, Oberflachenchemie) bestimmen dabei die potentiell toxikologischen Ei-
genschaften der NP (Umweltbundesamt, 2016). Bei der Verwendung von NP in Farben oder Be-
schichtungen kann es laut Experten jedoch nur zu einer Freisetzung von freien NP kommen, wenn
sich das Matrixmaterial durch chemische oder thermische Prozesse abbaut (Gohler et al., 2013).
Mechanische Behandlung, wie Abrieb oder der Alterungsprozess NP-haltigen Materials allein,
zeigte keine Freisetzung von isolierten NP (Hsu und Chein, 2007).

Meist werden toxikologische Untersuchungen von nanoskaligen Partikeln auf Mensch und Um-
welt als Einzelbetrachtung durchgefiihrt, da die Beurteilung sehr komplex ist. Die Eigenschaften
der Nanomaterialien kdnnen nicht aus denen des Bulk-Materials abgeleitet werden. ,,Nanoparti-
kel zeigen eine hdhere und einzigartige Toxizitat im Vergleich zu ihrem korrespondierenden Bulk-
Material“ (Libralato et al., 2017). Umso bedeutender scheint die Erforschung moglicher Risiken
und Chancen, die Nanomaterialien besitzen, zu sein. Ergeben sich aus der Kleinheit der Partikel
neben den verénderten technologischen Eigenschaften auch andere biologische Wirkpotentiale?
Um dies zu klaren und um potentielle toxikologische Gefahren zu ermittelt bzw. auszuschliel3en,

beschéaftigen sich weltweit diverse Forschungsarbeiten mit dem Gebiet der Nanotechnologie.

1.2 Nanopartikel und die Lunge

Die Aufnahme von Nanopartikeln in einen Organismus kann theoretisch oral, dermal und/oder

inhalativ erfolgen. Bei einer Flache von 120 — 140 m? und einem téaglichen Atemvolumen von



10.000 — 15.000 Litern Luft stellt die inhalative Aufnahme (ber die Lunge jedoch den Hauptauf-
nahmepfad fir luftgetragene Partikel beim Menschen dar (DANA_Lunge2018). Auch fiir andere
Sduger, wie Ratten oder Méuse, ist ,,Inhalation immer noch die Hauptaufnahme-Route flr Parti-
kel (Schwotzer et al., 2017). Sie hat damit die grofite Bedeutung fur entsprechende toxikologi-
sche Untersuchungen. In der Realitat sind Organismen zumeist jedoch keinem einzelnen Nano-
partikel gegeniiber allein exponiert, sondern einem Gemisch verschiedenster Partikel, Aggregate
und Agglomerate mit unterschiedlichen GroéBen, Formen und Oberflacheneigenschaften
(Landsiedel et al., 2017). Die allgemeinen Eigenschaften der Partikel bedingen hierbei die Loka-
lisation im respiratorischen System. So unterscheidet der Ausschuss fur Gefahrstoffe (AGS) in
seinen Technischen Regeln flr Gefahrstoffe (TRGS) zwischen dem einatembaren Anteil — mess-
technisch als einatembare Fraktion erfasst — dem E-Staub und dem alveolengangigen Anteil des
einatembaren Anteils — messtechnisch als alveolengéngige Fraktion erfasst — dem A-Staub. Staub
ist gemald der TRGS ,, eine disperse Verteilung fester Stoffe in Luft, entstanden durch mechanische
Prozesse oder durch Aufwirbelung. “ (TRGS, 2006).

Die alveolengangige Fraktion enthalt die Partikel (PM < 2,5 um). Diese erreichen die Gasaus-
tauschregion der Lungenbléschen und sind potentiell in der Lage die Zellschranke zu iberwinden
und den Blutstrom zu erreichen (DANA_Lunge2018). Je kleiner die Partikel werden (< 1 pm),
desto groRer wird deren Bedeutung bezuglich ihrer Alveolengéngigkeit.

Die menschliche Lunge ist mit dem alveolar lining fluid (ALF) ausgekleidet, welches die erste
biologische Barriere fir inhalierte Partikel darstellt. Dass das im ALF enthaltene Protein
Surfactant protein A (SP-A) mit Nanopartikeln interagieren und damit die Eigenschaften der Par-
tikel beeinflussen kann, wurde bereits in einer Studie gezeigt (Schulze et al., 2010). Es wurde die
Interaktion unter anderem von BaSO4-NP mit dem SP-A in préparierten bronchoalveolar lining
fluid aus Schweinen (pBALF) untersucht. Die BaSO4-NP zeigten dabei nur eine geringe Pro-
teinadsorption. Die Tendenz zur Agglomeration in pBALF ist aber starker ausgeprégt als bei-
spielsweise in fotalem Kalberserum (FBS). Diese Eigenschaft des FBS kénnte in in-vitro-Unter-
suchungen dennoch bedeutsam werden, da FBS in den Medien vieler Zellkulturen enthalten ist
und maoglicherweise eine Drittvariable (Confounder) darstellen konnte.
Nicht nur kdrpereigene Proteine beeinflussen die Wirkung von Nanopartikeln. Auch die Interak-
tion von NP mit anderen natirlichen oder synthetischen Molekdilen, die in der Umwelt vorkom-
men, kann deren Eigenschaften beeinflussen (Pulido-Reyes et al., 2017).

Generell werden in der Lunge verteilte Partikel, zu denen auch NP z&hlen, hauptsachlich durch
den Prozess der Phagozytose von alveolaren Makrophagen und anschliefend tiber die mukozilidre
Reinigung oder mittels des lymphatischen Systems eliminiert (Geiser und Kreyling, 2010; Yokel
etal., 2014).



Die nachfolgende Darstellung verdeutlicht den Zusammenhang zwischen dem Transport und der
Verteilung im respiratorischen System, bedingt durch die Struktur der Lunge, den Luftflussver-
halten und den Eigenschaften der Partikel.

Partikeleigenschaften Atemtrakt/ Partikelinteraktionen Eigenschaften Atemtrakt
N . . . . gerich-
Parti Ober chem_. potenti Partikel- Vertei Respiratorischer Respiratori tete Luft-
kel- - Reakti-  elle To- lungs-me- sche «
N flache - L Clearance . Trakt . Ande- fluss
grole vitat Xizitét chanismus Region rung
Impak- Naso-pha-
tierung ryngeal
Sedimen- Tracheo-
tation bronchial
Diffusion Pulmonal

Abbildung 1: Partikelinteraktion mit der humanen Lunge (Bakand et al., 2012)

Nanopartikel (< 100 nm) verteilen sich dabei in der gesamten Lunge und gelangen schlieBlich in
die alveolare Region. In dieser wird die Verteilung der Partikel durch Diffusionsprozesse be-
stimmt (Oberddrster et al., 2005; Geiser und Kreyling, 2010; Carvalho et al., 2011). Bei gréeren

Partikeln (~ 700 nm) muss der Depositionsprozess der Partikel ebenfalls berticksichtigt werden.

1.3 Nanopartikel und Verbrennung

Studien, welche sich mit der vergleichenden toxikologischen Untersuchung von technischen Na-
nomaterial vor und nach einer thermischen Behandlung, wie beispielsweise wahrend der Abfall-
verbrennung, beschaftigen, gibt es bisher nicht. Mit zunehmender Verwendung von Nanomateri-
alien im Alltag und in Alltagsprodukten steigt nicht nur die Expositionswahrscheinlichkeit des
Menschen und der Umwelt, sondern es kommt als Konsequenz auch zu einer Zunahme dieser
Materialien im Hausmull.

,Die Verbrennung von Hausmill und anderen Siedlungsabfallen hat in Deutschland eine lange
Tradition. Hierfir sind derzeit 68 Siedlungsabfallverbrennungsanlagen (MVA) mit einer Jahres-
kapazitat von circa 19,6 Millionen Tonnen vorhanden.” (UBA2017).

Die Leitlinien der Abfallwirtschaft (Vermeiden, wieder Verwenden, Verwerten, Beseitigen) las-
sen sich grundsétzlich auch auf Nanopartikel-haltige Abfélle anwenden. Die mittlerweile breite
Nutzung von NM in der gesamten Bevolkerung, wie etwa durch Kosmetika, Verpackungen oder

Textilien sowie die variablen Einsatzorte/Zusammensetzungen und die unterschiedlich langen



Lebensdauern der Produkte fuihren in der Abfallwirtschaft zu einer noch nicht vollstdndig zu tber-
blickenden und u.U. sehr unterschiedlichen Verteilung der NP. Es ist denkbar, dass bei der Be-
handlung solcher Abfélle Sekundérreaktionen stattfinden, welche die Eigenschaften der NP
grundlegend veréndern (SRU, 2012).

Bisher beschaftigten sich jedoch nur wenige wissenschaftliche Studien mit dem Thema Verbren-
nung solcher Nanopartikel-haltigen Abfélle. Die durchgefiihrten Studien konzentrieren sich
schwerpunktmalRig auf die Bestimmung von PartikelgroBenverteilungen und verschiedenen Me-
thoden zur Abtrennung sowie dem Verbleib der Partikel (Buonanno et al., 2011; Cernuschi et al.,
2012; Walser et al., 2012). Walser et al. beispielsweise untersuchten das Verhalten von CeO,-
Nanopartikeln (80 nm) in der thermischen Abfallbehandlung einer Miullverbrennungsanlage
(MVA). Trotz unterschiedlicher Dosiermethoden (Aufsprithen auf die Abfélle im Beschickungs-
trichter des Ofens oder Einbringung direkt iber die Ammoniakdusen ber dem Ofen in das Roh-
gas) zeigte sich, dass der grofite Teil des eingesetzten Ceroxids in den festen Verbrennungsrick-
stdnden wiedergefunden wurde. Die CeO,-Nanopartikel waren nach der thermischen Behandlung
in ihrer kristallinen Struktur unveréndert und in lockeren Agglomeraten auf der Oberflache der
Verbrennungsriickstande nachweisbar. Entsprechende Filtertechnik konnte die CeO-Nanoparti-
kel effektiv aus den Abgasen entfernen, so dass es zu keiner relevanten Emission dieser Partikel
tiber das Abgas kommt (Walser et al., 2012). Die Studien umfassen aber keine toxikologische
Untersuchung des verbrannten und unverbrannten Materials.

Studien zur Wirkung von Vulkanaschen, Diesel-Partikeln oder Partikeln aus der Verbrennung
von Benzin-Motoren, die auch nanoskalige Partikel enthalten, zeigen das toxikologische Potential
solcher anthropogenen Stoffe (Banerjee und Christian, 2017; Tomasek et al., 2018). Zudem be-
schéftigen sich toxikologische Studien mit der Wirkung von Feinstauben aus Verbrennungsanla-
gen auf Lungenzellen (Diabaté et al., 2004). Die Temperatur wahrend der Verbrennung sowie die
allgemeinen Bedingungen haben einen signifikanten Einfluss auf das toxikologische Profil der
entstehenden Partikel. So bewirkte eine 24-stlindige Behandlung an Mausmakrophagen mit Par-
tikeln aus zwei verschiedenen Ofen (einem mit Holzpellets betriebenen und einem konventionel-
len Holzofen) Zytotoxizitat und die Induktion inflammatorischer Zytokine sowie eine dosisab-
héngige Gentoxizitét. Die Partikel aus dem konventionellen Ofen besalen dabei ein dreifach ho-
heres Potenzial zur Induktion von Apoptose und DNA-Schaden. Diese Partikel wiesen auch einen
mehr als doppelt so hohen Gehalt an polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK)
auf (Tapanainen et al., 2011). Es ist bekannt, dass die nanoskalige Fraktion von Verbrennungs-
partikeln eine deutlich hthere Belastung mit PAK aufweist als die groReren Partikel. Dieser Punkt
begrundet wahrscheinlich die Unterschiede in den toxikologischen Potentialen (Vejerano et al.,
2013).



1.4 Nano-Toxikologie und Endpunkte

Die Durchfuhrung vergleichender Toxizitatsstudien von thermisch unbehandelten und behandel-
ten NP an humanen Zellkulturen erméglicht zum einen eine leichtere Kontrolle und evtl. notwen-
dige Anpassungen der Expositionsparameter im Vergleich zu in-vivo-Studien und zum anderen
eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf eine potentielle Humantoxizitét. Es ist bekannt, dass sich
auch bei Nanopartikeln Speziesunterschiede in den toxikologischen Wirkungen und Empfindlich-
keiten zeigen (Elder et al., 2005). Humane Primarzellen aus Lungengewebe (bronchiale Epithel-
zellen und periphere Alveolarzellen) stellen damit ein gutes Modell dar, um die biologische Wir-
kung, die mit der Nanoskaligkeit der Partikel verbunden ist, von den Wirkungen, die von chemi-
schen Komponenten ausgeldst werden, unterscheiden zu kénnen. Zur Untersuchung des Mecha-
nismus moglicher Wirkungen wird jedoch zuerst die Freisetzung von lonen aus den NP bestimmt,
denn zusatzlich zu allgemeinen Eigenschaften, wie dem Agglomerationsverhalten der NP oder
dem besonderen Oberflachen-zu-Massenverhaltnis der NP, wird dem Loslichkeitsverhalten und
damit der Freisetzung von lonen eine immer gréfere Bedeutung bezliglich der Inhalationstoxiko-
logie zugesprochen. Durch das Lésen von lonen verandern sich Partikelgréfen, das wiederum
fahrt zu veréndertem Verhalten der Partikel (Pauluhn, 2014). Da, wie bereits beschrieben, aber
auch moglicherweise anhaftende organische Kontaminanten (z.B. PAK) die Wirkung der Partikel
beeinflussen kdnnen, werden diese Parameter ebenfalls bestimmt. Haufige toxikologische End-
punkte in in-vitro-Studien sind die Wirkung der Partikel auf die Vitalitat der Zellen, wie etwa
eine veranderte Integritdt der Zellmembran oder metabolische Aktivitaten, die Entstehung von
Entziindungsreaktionen, die Bildung von oxidativem Stress und damit verbundenen zelluléren

Antworten oder das Auslésen des programmierten Zelltods einer Zelle — der Apoptose.

Wie bereits einfuhrend erwéhnt, stellt die inhalative Aufnahme den wichtigsten Expositionspfad
bei der NP-Toxikologie dar. Bei extremer Partikelbelastung in der Luft ist eine Lungenzelle
(Epithelzellen Typ 1 und Typ II, alveoldre Makrophagen) ca. 6700 Partikeln pro Tag ausgesetzt.
Dies bedeutet bei einer lebenslangen extremen Exposition (Lebenserwartung 80 Jahre) 5,9x107
Partikel pro Lungenzelle (Paur et al., 2008). Toxikologische Studien decken meist einen wesent-
lich breiteren Dosisbereich ab und erfassen damit sowohl Effekte im Niedrigdosisbereich als auch
Effekte in Konzentrationsbereichen, die eine Uberladungssituation simulieren.

Im Speziellen sind Lungenepithelzellen, als Barriere zwischen der Atemluft und dem Organis-
mus, ein Teil der unspezifischen Immunabwehr. So kdnnen sie Entziindungsmediatoren wie bei-
spielsweise Prostaglandine und Zytokine freisetzen. Bei einer chronischen Freisetzung kann dies
jedoch zu negativen Effekten, wie z.B. der Schédigung des umliegenden Gewebes fiihren. Die
Bildung von oxidativem Stress wird hierbei als einer der bedeutendsten Mechanismen betrachtet.
Studien zu Feinstaub- und Diesel-Exposition bestétigen diese Theorie (Li et al., 2002; Riedl und
Diaz-Sanchez, 2005).



Bei der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wird in einem ersten Schritt eine anti-oxidative Ant-
wort tiber den Nrf2-Signalweg induziert. Dabei werden Phase-11-Enzyme gebildet und der zellu-
lare Glutathiongehalt erhoht. Glutathion stellt eines der wichtigsten Antioxidantien im Kdorper
dar. Es handelt sich um ein essentielles Tripeptid, welches vom Kdrper selbst synthetisiert werden
kann und in seiner reduzierten Form eine freie Sulfhydryl-Gruppe besitzt, die durch Ubertragung
von Reduktionsaquivalenten die Zelle vor Oxidantien, Elektrophilen bzw. Xenobiotika und somit
oxidativem Stress schiitzt (Rahman und MacNee, 1999; Grill et al., 2001). Glutathion ist das im
Korper hdchstkonzentrierte, niedermolekulare Thiol (intrazellular zwischen 0,5 und 10mM).
Reicht diese erste Antwort nicht aus, so wird tber MAPK- und NF«kB-Signhalwege eine Induktion
von Zytokinen (bspw. TNF-a, IL-1p oder IL-6) und Chemokinen (bspw. IL-8 oder MCP-1) aus-
gelodst. Bronchialepithelzellen sind, neben weiteren Zellen, in der Lage korperfremde Stoffe zu
erkennen und aktiv bei der Ausldsung der spezifischen Immunantwort mitwirken zu kénnen. Dies
erfolgt u.a. durch die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen durch exogene bzw. endogene
Reize (Panas, 2011).

Bei Zytokinen handelt es sich um extrazelluldre Signalproteine, die Zell-Zell-Interaktionen ver-
mitteln. Funktionell werden sie in proinflammatorische Zytokine, T-Zellen-gebildete Zytokine,
chemotaktische Zytokine (Chemokine), anti-inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren
unterteilt (Chung, 2001). IL-8 und MCP-1 zdhlen beispielsweise zu den Chemokinen. Sie haben
ein geringes Molekulargewicht (8 — 14 kDa) (Chung, 2001), wirken primar chemotaktisch und
aktivieren neutrophile Granulozyten (besonders IL-8), Lymphozyten und Makrophagen (MCP-1)
(Strieter, 2002).

Proinflammatorische Zytokine, welche anfanglich an der Entziindungsreaktion beteiligt sind, sind
beispielsweise IL-1a, IL-1B, IL-6 oder TNF-a. Fiir den Verlauf einer Entziindung ist die Balance
zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen und den Zytokininhibitoren ausschlagge-
bend. Zumal Zytokine auch weitere Reaktionen/Ablaufe &ndern und Folgereaktionen auslésen
konnen. TNF-o stimuliert bei Freisetzung ndmlich auch die Phagozytose in Makrophagen und
induziert die Freisetzung von IL-6 und IL-1pB (Panas, 2011).

Kommt es zu einer Uberlastung der zellularen, protektiven Schutzmechanismen durch zu hohen
oxidativen Stress, kann das mitochondriale Membranpotential (MMP) zusammenbrechen und der
Zelltod (Apoptose und Nekrose) ausgeldst werden.

Unter Apoptose versteht man den physiologischen oder programmierten Zelltod. In der Regel
sind dabei nur einzelne Zellen betroffen und diese reagieren auf kérpereigene Signale (z.B. von
benachbarten Zellen) oder auch auf Stress von auflen. In der Anfangsphase des Prozesses
schrumpfen Zellkern, Zytoplasma und Mitochondrien. Die Zellmembran bleibt jedoch unbescha-
digt, so dass keine Entztindungsreaktion eintritt. Das biochemische Kennzeichen der Apoptose ist
der enzymatische Abbau der zelluldren DNA Gber Chromatin-Kondensation und Fragmentierung,

die Ausbildung von Ausstllpungen der Zellmembran (blebbing) und schliellich das Verpacken



der Zelle in Vesikel (apoptotic bodies), welche dann von Makrophagen phagozytiert werden kén-
nen. (DANA_Apop2019). Der Prozess kann durch externe Faktoren oder intrazelluldre Signale
ausgeldst werden (Fink und Cookson, 2006; Kroemer et al., 2009; Orrenius et al., 2011).

15 Bariumsulfat

Die toxikologischen Effekte von Nanopartikeln sind generell eng mit deren physikalischen Ei-
genschaften verbunden. So zeigen I6sliche NP h&ufig eine hohere Toxizitét als nicht 16sliche NP.
Dieser Effekt resultiert gewohnlich aus der schlechteren Absorption der Partikel und der vermin-
derten Freisetzung von lonen nach oraler oder inhalativer Exposition (Park et al., 2009; He et al.,
2010; Shi et al., 2013).

Als ein Nanomaterial mit einer sehr geringen Loslichkeit gilt das Bariumsalz der Schwefelsaure
- Bariumsulfat. Zu den bedeutendsten Eigenschaften zéhlen seine hohe Dichte (4,5 g/cmq), die
chemische Inertheit und das Reflexionsvermdgen elektromagnetischer Strahlung. BaSO, gilt auf-
grund seiner geringen Loslichkeit (2,2 mg/L, bei 18 °C) als PSP (poorly soluble particle)
(Schwotzer et al., 2017). In Wasser, Sauren und Laugen ist Bariumsulfat damit fast unldslich
(einzige Ausnahme stellt heiRe, konzentrierte Schwefelséure dar). Aufgrund dieser Eigenschaften
findet BaSO4 haufig Verwendung als Farbpigment bzw. zur Unterstlitzung der Witterungsbestéan-
digkeit von Lacken. Es wird als Flllstoff in der Papier- und Kunststoffindustrie verwendet, da es
das Glattverhalten von Papier und die Verarbeitbarkeit von Kunststoffen verbessert. Ebenso er-
hoht BaSO, das Gewicht in Kunststoffen, was wiederrum die Schalldampfung verbessert. Bari-
umsulfat wird zudem als Kontrastmittel in medizinischen Implantaten wie beispielsweise Kathe-
tern oder in Knochen-Zement verwendet (Petrova et al., 2008; Chem2010; R6m2010). Bei der
Verwendung in medizinischen Produkten verbessert BaSO4 u.a. die antimikrobiellen Eigenschaf-
ten, die Zytokompatibilitat in Bezug auf Osteoblasten und die Radioopakizitat (Ricker et al.,
2008; Aninwene et al., 2013).

In vielen toxikologischen Studien zu Nanopartikeln wird BaSO, als Negativkontrolle eingesetzt,
da es als chemisch inert sowie nicht-toxisch gilt (Schwotzer et al., 2017). Im Jahr 2011 wurden
23 verschiedene Nanomaterialien an zehn verschiedenen Zelllinien, unter anderem auch die Tu-
morzelllinie A549, bezuglich der Wirkung auf die Vitalitat, metabolische Aktivitat und die Ent-
stehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), untersucht. In dieser zeigten 37,5 nm grofe BaSO.-
NP bis zu einer Konzentration von 10 pg/cm? keinen Effekt auf die Vitalitat und die metabolische
Aktivitat der Zellen. Auch fiihrte BaSO, zu keiner Bildung von ROS in den verwendeten Zellli-
nien. Lediglich in der Fibroblasten Zelllinie NIH-3T3 reduzierte sich die metabolische Aktivitat
nach der Behandlung mit Nano-BaSO. (Kroll et al., 2011).

1.6 Exposition, Lebenszyklus und Okotoxikologie

Im Laufe ihres Lebenszyklus gelangen Nanopartikel tiber verschiedene Pfade in die Okosysteme

Luft, Boden und Wasser. Durch die steigenden Einsatzmdglichkeiten und Verwendung der NP



erhoht sich auch die Wahrscheinlichkeit der méglichen Exposition der Umwelt und des Men-
schen. Die Expositionspfade kdnnen sich dabei zwischen Mensch und Umwelt unterscheiden. Sie
sind durch komplexe Verkniipfungen aber alle miteinander verbunden.

Luftgetragene Partikel sedimentieren beispielsweise auf Bdden oder in Gewassern und kdnnen
sich so in diesen Medien anreichern. Die speziellen Eigenschaften der Nanopartikel beeinflussen
deren Ubergang in Umweltkompartimente. Die Untersuchung der Bioverfiigbarkeit, des Abbau-
verhaltens, der Reaktivitdt und Toxizitdt ist dementsprechend bedeutend (Libralato, 2014;
Libralato et al., 2016). In einer Studie von Goswami et al. aus dem Jahr 2017 wird ersichtlich,
dass sich die weltweite Produktion technischer NP von 2000 bis 2008 von 101 Millionen auf 10,3
Milliarden Euro Umsatz erhéht hat. Es wird davon ausgegangen, dass 9 bis 37 % der ENPs direkt
in die Atmosphére emittiert werden. Die restlichen 63 bis 91 % werden deponiert (Goswami et
al., 2017). Vejerano et al. konnten in Verbrennungsversuchen im Labormalistab zeigen, dass der
tiberwiegende Anteil der untersuchten NP (TiOz, CeO,, Fe;0s; Ag, NiO und Cd-Quantum-Dots)
fast vollstandig in den festen Verbrennungsriickstdnden verblieb. Lediglich die untersuchten Ful-
lerene wurden, zusammen mit den Staubpartikeln, freigesetzt (Vejerano et al., 2014).

Durch die Verbindung verschiedenster trophischer Ebenen tiber die Nahrungsketten und das 6ko-
logische Zusammenspiel aller Organismen, stellt ein Eintrag von NP nicht nur fir den Menschen
und andere S&ugetiere ein mogliches Risiko dar, sondern auch fir alle anderen Trophiestufen.
Forscher haben fur die meistverwendeten Nanomaterialien, wie beispielsweise TiO. oder ZnO
theoretische Konzentrationen berechnet, die in verschiedenen Umweltkompartimenten zu erwar-
ten sind. So kdnnen in Oberflachengewdssern Konzentration von wenigen Nanogramm bis zu
Mikrogramm pro Liter erwartet werden (Maurer-Jones et al., 2013). Im Medium Wasser sind
verschiedenste Organismen wie Bakterien, Algen oder Daphnien von einer moglichen, toxischen
Wirkung der NP betroffen. Das Bakterium Vibrio fischeri ist ein gram-negatives, marines Bakte-
rium, dessen Fahigkeit zur Lumineszenz das Ergebnis einer komplexen, biochemischen Reakti-
onskette ist. An dieser sind reduzierte Flavin-Mononukleotide, langkettige Fettsdurealdehyde und
eine Luciferase beteiligt. NADH dient in der Reaktion als Co-Faktor. Die Biolumineszenz ist
intrinsisch mit dem Metabolismus des Bakteriums verbunden (Hastings et al., 1987), weshalb sie
als Marker fir die Beeinflussung der metabolischen Aktivitat des Bakteriums dient. V. fischeri
kommen in allen Weltmeeren vor und leben anaerob. Das Bakterium geht haufig eine Symbiose
mit Fischen oder Meerestieren, wie beispielsweise Tintenfischen, ein. Sie werden in der Toxiko-
logie und im Schadstoffmonitoring zur Uberpriifung von Wasserqualitaten eingesetzt, da sie sen-
sitive Marker fur die Akut-Toxizitat verschiedener Belastungen und Kontaminanten darstellen
(BG Bau 2020). Allgemein stellen Bakterien als Destruenten einen wichtigen Bestandteil im
aquatischen System dar. Eine ebenso wichtige Rolle spielen Primarproduzenten und Primarkon-

sumenten. Darunter z&hlen Algen bzw. Daphnien. Beide Arten spielen in der Toxikologie eine



grolie Rolle, da sie einfach zu kultivieren sind und das toxikologische Potential von Stoffen mit-
tels standardisierter und von der ,Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD) genormter Tests bestimmt werden kann. Beide Spezies stellen hoch sensitive Testorga-
nismen dar. Chlamydomonas reinhardtii ist eine im SiRRwasser lebende einzellige Grinalge, die
sowohl photo- als auch heterotroph leben kann. Daphnia magna ist eine Krebsgattung, die zu den
Branchiopoda gehért. Sie leben tberwiegend in stehenden SiiRgewassern. Als Filtrierer eignen
sie sich fir 6kotoxikologische Untersuchungen sehr gut. In dieser Arbeit sind die Daten der durch-
gefiihrten 6kotoxikologischen Versuche nicht in den Methoden und Ergebnissen aufgefihrt. Sie
konnen dem Abschlussbericht des BMBF geforderten Projektes ,Nano Emission - Untersuchung
des Emissionsverhaltens von Nanopartikeln bei der Abfallverbrennung® entnommen werden
(BMBF, Forderkennzeichen 03X3578 (Fraunhofer, 2017) & (Foth et al., 2017)). Die Ergebnisse

sind jedoch Teil der Diskussion dieser Arbeit.



2 Zielstellung

Die Produktion und Verwendung nanoskaliger Materialien hat in den letzten Jahren eine immer
groler werdende Bedeutung in allen Bereichen des taglichen, aber auch industriellen Lebens be-
kommen. Umfangreiche Studien beschaftigen sich mit der Untersuchung von toxikologischen
Potentialen von Nanomaterialien und der damit verbundenen Wirkungsbeschreibung. Im Zuge
ihrer Herstellung, Verwendung und Entsorgung durchlaufen Nanomaterialien, wie alle anderen
Produkte auch, einen Lebenszyklus. Die meisten der toxikologischen Studien beschaftigen sich
mit den Materialeigenschaften des in Anwendung befindlichen Materials und den Eigenschaften
der reinen Nanopartikel auf Mensch, Tier und Umwelt. Der Verbleib der Nanomaterialien inner-
halb ihres Lebenszyklus, speziell im Bereich der Entsorgung, ist bisher nur unzureichend unter-
sucht. Vergleichende Studien zu anwendungsrelevanten Stadien der NM, welche sich bereits am
Ende des Lebenszyklus befinden, sind bisher nicht vorhanden. Bekannt ist, dass sich ein Groliteil
der nanopartikelhaltigen Produkte nach ihrer Verwendung im normalen Siedlungsabfall wieder-
findet. In der Bundesrepublik wird dieser Abfall zu groRen Teilen einer thermischen Abfallver-
wertung zugefuhrt. Bei diesem Prozess besteht die Moglichkeit, dass die enthaltenen Nanomate-
rialien von den vorhandenen Reinigungssystemen/Filtern nicht ausreichend abgefangen werden
und somit tber das Abgas wieder in die Umwelt freigesetzt werden.

Ziel dieser Arbeit war die vergleichende toxikologische Untersuchung von nanoskaligem Bari-
umsulfat als reines Nanomaterial mit den Filterproben aus einer Technikumsanlage bzw. einer
realen Mullverbrennungsanlage, in denen nanoskaliges BaSO4 dem Abfallmaterial in definierter
Menge zugesetzt wurde. Fiir den Menschen stellt die inhalative Exposition wohl den bedeutsams-
ten Aufnahmeweg dar, weshalb dieser in der vorliegenden Arbeit mittels der Untersuchung an
humanen Priméarzellen des Bronchus und der Lunge dargestellt wurde. Zusatzlich wurde die Wir-
kung des reinen BaSO4 an drei Organismen unterschiedlicher trophischer Ebenen untersucht. Da
die toxikologische Untersuchung von Nanomaterialien sehr komplex ist, muss sie bislang meis-
tens als Einzelbeurteilung erfolgen, da die Eigenschaften des Einzelmaterials nicht aus denen des
Bulkmaterials abgeleitet werden kdnnen. Es wurde der Einfluss der Partikel auf die Vitalitat (me-
tabolische Aktivitdt und Membranintegritat), die Veranderung des intrazellularen Glutathionge-
haltes, die Induktion von Apoptose, die Aufnahme der Partikel in die Zelle bzw. den Modellor-
ganismus, die Veranderung der Expression inflammatorischer Zytokine sowie die Freisetzung
von lonen aus dem Nanomaterial in das Kulturmedium untersucht.

Der direkte Vergleich der toxikologischen Eigenschaften des unverbrannten und des thermisch
behandelten Nanomaterials stand dabei, aufgrund bisher fehlender Studien, im Mittelpunkt der

Untersuchungen.
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3 Material und Methodik

3.1 Zellkultur

Die humantoxikologischen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden einerseits mit pri-
maren humanen peripheren Lungenzellen (PLZ) bzw. normalen humanen Bronchialepithelzellen
(NHBEZ) und andererseits mit den Tumorzellen der Linie A549 durchgefiihrt.

Bei der Tumorzelllinie A549 handelt es sich um Zellen eines Lungenkarzinoms eines 58 Jahre
alten Kaukasiers, die fir die Durchfiihrung toxikologischer Untersuchungen haufig verwendet
werden. Es handelt sich um ein seit Jahrzehnten gut etabliertes Zellmodell. Morphologisch gese-
hen handelt es sich bei diesen Zellen um pulmonale Epithelzellen des Typs Il (Giard et al., 1973).
Die Methode zur Kultivierung und Anwendung normaler humaner Bronchialepithelzellen
(NHBEZ) wurde bereits 2001/2002 im Institut fir Umwelttoxikologie etabliert (Runge et al.,
2001; Stock, 2002). Immunhistochemische Féarbungen der kultivierten NHBEZ und PLZ zeigten
zu Uber 95 % Epithelzellen (NHBEZ) bzw. 90-95 % epitheliale Charakteristika (PLZ) in den aus-
gewachsenen Kulturen (Lehmann et al., 2001; Torky et al., 2005).

Im Vergleich zu den permanenten Zelllinien, besitzen Primarkulturen eine begrenzte Lebens-
dauer. Die Verdopplungszeit der Zellen liegt bei ca. 22 h, wobei sich die Teilungsraten mit der
Zeit verringern und die Zellen nach etwa 7 Generationen ihr Wachstum einstellen. Je nach Her-
kunft der priméren Zellen kénnen Unterschiede hinsichtlich der Morphologie und des Stoffwech-
sels auftreten. Die Zellen behalten jedoch die meisten Eigenschaften und Charakteristika, durch
die sie in vivo gekennzeichnet sind. Priméarzellen stellen somit eine Zwischenstufe zwischen Tu-

morzelllinien und in-vivo-Versuchen dar (Schmitz, 2011).

3.1.1 Kultivierung von humanen Primarzellen

Zur Gewinnung von humanen Bronchialepithelzellen (NHBEZ) und von Lungenzellen (PLZ)
wurden humane Bronchusresektate und Lungengewebsresektate tumorfreier Regionen von Lun-
genteilresektionen verwendet. Die Patienten wurden, aufgrund Klinischer Indikation, in das
Martha-Maria-Krankhaus Halle Ddlau tberwiesen und dort operiert. Jeder Patient weist indivi-
duelle Parameter wie Alter und Geschlecht, Beruf, Raucherstatus sowie die pathologische Diag-

nose auf. Keiner der Parameter war ein Ausschlusskriterium.

Tabelle 1: Details zu Patientendaten

Alter / .
ID Geschlecht Diagnose Raucherstatus Beruf
. . z.Z.NR Anlagenmonteur,
295 50/& Bronchialkarzinom ML vorher 70 PY Schweiler
Bronchialkarzinom Rohr-, Kanal- und
297 5518 rechter OL (NSCLC) S0 £10PY Schachtsanierer
208 | 83/3 NSCLC rechter ur | Seit10Jahren NR KA.

vorher 50 PY

seit 11 Monaten NR .
299 72138 NSCLC rechter UL vorher 50 PY Tischler
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300 7213 NSCLC linke Lunge 40 PY K.A.
01| 64/d NSCLC rechter ML 30-35PY Industrieschuhmacher
302 56/ 3 Pleuraempyem Stad. Il 42 PY k.A.
seit 1992 NR

303 7519 NSCLC rechter ML vorher 15 — 30 PY k.A.

. seit 1997 NR
304 7413 NSCLC linker OL vorher 30 — 35 PY k.A.
305 58/4& NSCLC linker UL 40 - 41 PY K.A.

Bronchialkarzinom,
306 54/ 3 Lungenparenchymfistel ca. 80 PY Vgglrﬁ\’\;eeréiz/[lgﬂil'
Segment 6 rechter OL P

307 62/ 9 NSCLC rechter OL 50 PY Reinigungskraft

Der Gewebegewinn zum Anlegen der Kulturen erfolgte aus Resektaten, die nach Gesichtspunkten
der Tumorchirurgie entfernt wurden (keine gezielte Gewebsentnahme fur Versuche). Die Zustim-
mung der Ethik-Kommission der MLU Halle-Wittenberg flir die Nutzung der Proben zu For-
schungszwecken liegt vor. Das Votum ist vom 16.08.2017 (Bearbeitungsnummer 2016-20).

Die Gewebestiicke wurden nach der Entnahme mehrmals mit kaltem PBS gewaschen und an-
schlieend in kaltem Leibovitz L-15 Medium transportiert. Das Gewebe wurde unter sterilen Be-
dingungen mechanisch, mittels Schere, Pinzette und Skalpell von ungewiinschten Gewebe ge-
trennt und gesdubert. AnschlieBend wurden die Gewebestiicke von Bronchus und Lunge in ca.
10 mm? groRe Stiicke geschnitten und dreimal mit PBS mit 1 % Penicillin/Streptomycin gewa-
schen. Die Gewebestiicke wurden dann auf 60 mm Kulturschalen gesetzt. AnschlieBend wurde
serumfreies AECG-Medium mit Supplement (0,4 % Rinderhypophysenextrakt; 0,5 ng/ml EGF;
5 ug/ml Insulin; 0,5 pg/ml Hydrocortison; 0,5 pg/ml Epinephrin; 6,7 ng/ml Triiodothyronin;
10 pg/ml Transferrin; 0,1 ng/ml Retinolséure) zugegeben. Das Medium wurde dreimal wéchent-
lich gewechselt.

Nach zwei bis drei Wochen wachsen die Zellen aus den Gewebestiicken heraus und bilden einen
Monolayer mit einer Konfluenz von ca. 80-90 %. Diese Zellen entsprechen der ersten Generation.
Durch Versetzen der Gewebestlicke auf neue Kulturschalen konnten weitere Generationen erhal-
ten werden. Die subkonfluenten Zellkulturen kdnnen mittels Trypsin enzymatisch abgel6st und

passagiert werden.

3.1.2 Passagieren der Primarzellen

Zum Passagieren der NHBEZ und PLZ wurde das Detach-Kit der Firma PromoCell verwendet.
Bei einer Konfluenz der Zellen von 80-90 % wurde der Mediumiberstand abgesaugt und die Zel-

len mit warmen HBSS gewaschen. Durch Zugabe von 100 pl Trypsin/EDTA- Lésung pro cm?
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Kulturflache und Inkubation fur 5 min bei 37 °C wurden die Zellen abgel6st. Die Zugabe von
100 pl Trypsin-Neutralisationslésung (TNS) pro cm? stoppt die Trypsinierung und die Zellsus-
pension wurde in ein 15 ml Zentrifugationsrohrchen tberfihrt. Die Zellen wurden bei
1000 U/min fir 5 min zentrifugiert und pelletiert. Das Zellpellet wurde in frischem AECG-Me-
dium resuspendiert und die Zellzahl mittels Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Fir die Durch-
fihrung der Experimente wurden die Zellen in entsprechenden Zellzahlen ausgesat und bei einer
Konfluenz von 40-50 % fir die 72 h Versuche bzw. bei 60-70 % flr die 24 h Versuche eingesetzt.

3.1.3 Kultivierung und Passagieren der Tumorzelllinie A549

Die Tumorzellen A549 wurden in 25 cm? Kulturflaschen in Dulbecco’s Modified Eagle‘s Me-
dium (DMEM) mit 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37 °C, 5% CO; und 95 %
relativer Luftfeuchte kultiviert. Die Zellaussaat erfolgte in einer Dichte von ca. 3.000 Zellen pro
cm?. Der Mediumwechsel erfolgte dreimal pro Woche. Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80-
90 % (aller 7 Tage) wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst und subkultiviert. Hierfiir wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit warmen PBS gespilt und die Tumorzellen mit 2,5 ml
Trypsin/EDTA-L6sung (0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA in PBS) 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach
Abstoppen der Trypsinierung mit 5 ml warmen PBS, wurden die abgeldsten Zellen in ein 15 ml
Zentrifugationsréhrchen tberfuhrt und 5 min bei 1000 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in DMEM resuspendiert und die Zellzahl
in der Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Die Tumorzellen wurden fur die 24 h-Versuche im
70 %igen bzw. flr die 72 h-Versuche im 50 %igen subkonfluenten Wachstumsstadium einge-

setzt.

3.2 Sterilisation von Material und Lésungen

Einmalartikel fur die Zellpraparation und Zellkultur wurden steril verpackt gekauft. Hitzebestan-
dige Glas- und Plastikmaterialien sowie alle Lésungen, wurden durch 25-minditiges Autoklavie-
ren bei 120°C sterilisiert. Nicht hitzebestandige Losungen wurden steril filtriert. Die eingesetzten
Sterilfilter hatten eine Porenweite von 0,2 um.

Die Nanomaterialien, Filterstaube, Ascheproben und das mikroskalige BaSO4 wurden nach dem

Aliquotieren in Pulverform mit mindestens 25 kGy gamma-sterilisiert.

3.3 Testung auf Endotoxine

Die Testung auf Endotoxine erfolgte mit Hilfe des ,,Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quanti-
fication Kit* von ThermoScientific. Das Kit ist fiir die Bestimmung gram-negativer bakterieller
Endotoxine geeignet. Diese Endotoxine katalysieren die Aktivierung eines Proenzyms, welches
im Limulus Amebocyte Lysat (LAL) enthalten ist. Dieses aktivierte Proenzym wiederrum, ermog-
licht die Abspaltung von p-Nitroanilin (pNA) aus dem farblosen Substrat (Ac-lle-Glu-Ala-Arg-
pNA). Nach dem Abstoppen der Reaktion mit 25 %iger Essigséure kann die freigesetzte Menge
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pNA photometrisch bei einer Wellenldnge von 405 nm bestimmt werden. Da die Aktivierung des
Proenzyms proportional zu der Endotoxinkonzentration in der Probe ist, kann die Konzentration
Uber einen linearen Zusammenhang bestimmt werden. Die Messung der Kalibrierstufen sowie
der Proben (nanoskaliges, mikroskaliges und geglihtes BaSO,) erfolgte jeweils in Doppelbestim-
mung. GemaR des Testprotokolls wurden endotoxinfreie Materialien verwendet. Die Endotoxin-
Standardldsung, das LAL und das Chromogene Substrat wurden mit endotoxinfreiem Wasser re-
konstituiert. Die BaSO4-Suspensionen wurden in endotoxinfreiem H,O angesetzt und entspre-
chend verdiinnt. Die Messung erfolgte in einem Photometer. Jede Probe wurde in eine Quarz-
klvette pipettiert und gegen den Blankwert vermessen. Nach Erstellen der Kalibriergeraden wur-
den die Endotoxinkonzentrationen bestimmt.

Alle vermessenen Proben waren endotoxinfrei. Auf eine grafische Darstellung im Ergebnisteil

wird deshalb verzichtet.

3.4 Nanoskaliges Bariumsulfat

Das nanoskalige BaSO, stammt von zwei verschiedenen Herstellern, Solvay und Huntsman. Das
BaSO, von Solvay besitzt laut Herstellerangabe eine PrimarpartikelgréRe von 60 nm und ist un-
gecoatet. Die Partikel der Firma Huntsman haben gemaR den Angaben eine PrimarpartikelgroRe
von 40 nm und besitzen ebenfalls kein Coating.

Zur Uberpriifung der Herstellerangaben wurde die PartikelgroRe mittels REM/EDX bestimmt.

3.5 Mikroskaliges Bariumsulfat

Fur die vergleichenden Untersuchungen der Filterproben des Technikums mit dem unverbrannten
BaSO,, wurde neben dem nanoskaligen BaSO, auch chemisch identisches Material mit mikros-
kaligen Partikeln verwendet. Das Bariumsulfat stammt von der Firma Huntsman. GemaR Herstel-

lerangaben hat es eine PartikelgréRe von 1,7 um (dgo bezogen auf die Partikelanzahl).

3.6 Filterstdube aus dem Technikum

Aus der Kooperation mit der Technischen Hochschule Aachen stammen die Technikumsproben.
Die Verbrennungsversuche wurden in einer Verbrennungskammer mit Wirbelfeuerung durchge-
flhrt. Es wurden drei unterschiedliche Brennstoffe verwendet. Als Referenz dienten Holzpellets
mit einem Quarzsandanteil von ca. 13 Gew% (das Produkt H33, Quarzwerke GmbH, mittlere
KorngroRe: ca. 260 um). Die Basis fur den BaSO.-haltigen Brennstoff waren ebenfalls Holzpel-
lets mit 11,7 Gew% Quarzsand und 1,7 Gew% des nanoskaligem BaSO4 bzw. des mikroskaligen
BaSO..

Die Bariumgehalte wurden mittels ICP-MS in den Brennstoffen ermittelt. Der Referenzbrennstoff
enthielt 0,0063 Gew% Ba, der Nano-Brennstoff 0,194 Gew% Ba und der Mikro-Brennstoff
0,272 Gew% Ba. Die Verbrennungstemperaturen betrugen jeweils 900-1000 °C. Nach Erreichen
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eines stabilen Betriebs der Anlage wurde diese auf den Betrieb mit dem Musterbrennstoff umge-
stellt. Etwa eine Stunde nach dem Wechsel wurden die ersten Messungen begonnen. Die Proben-
nahme erfolgte mittels eines 7-stufigen Kaskadenimpaktors (OH-610-C) zur Abscheidung unter-
schiedlicher PartikelgroRen zwischen 10 pm und 100 nm im Rohgas.

Fur die toxikologischen Untersuchungen wurden die Filteraschen der Impaktorstufe 7 und des
Endfilters (Partikel <200 nm) verwendet.

3.7 Filterstaube aus dem Grol3versuch der Millverbrennungsanlage (MVA)

Fur die Verbrennungsversuche in der MVA Weisweiler wurde mittels Dispergierer eine wassrige
BaSO4-Suspension mit 35 % BaSO, und 0,7 % Tensid (ECODIS P30) hergestellt. Hierflir wurde
destilliertes Wasser zuerst mit der entsprechenden Menge Tensid versetzt (Abbildung 2; A). An-
schlieBend wurde das pulverférmige BaSO4 mittels eines elektrischen Ruhrers grob eingearbeitet
(Abbildung 2; B), bevor die Suspension mit dem Dispergierer fur 5 min bei ca. 40.000 U/min
homogenisiert wurde (Abbildung 2; C). Von dieser Suspension wurden viertelstlindlich 40 L auf
ca. 4 Tonnen Mll Uber einen Zeitraum von 12 Stunden zu dosiert, so dass sich ein theoretischer

Massenanteil von 0,28 % Barium im System ergab (Abbildung 2; D).

Abbildung 2: Herstellung der 35 %igen BaSQO4-Suspension; praktische Arbeiten: Sarah Thomas, Kol-
legen der RWTH Aachen und MVA, Fotos: F. Glahn

Die Probennahme erfolgte direkt nach der Verbrennungskammer im Rohgas an der Messstelle
R1, auf einer Hohe von 17,75 m vor der in der Anlage verbauten Filtertechnik. Die Proben wurden
mittels des 7-stufigen Kaskadenimpaktors gezogen, der auch bei den Technikumsproben zum

Einsatz kam. Die Temperatur an der Messstelle betrug 220 °C, bei einem Druck von
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-4,5 mbar und einer Gasgeschwindigkeit von 4,2 m/sek. Die Zusammensetzung des Abgases
wurde mit folgenden Parametern bestimmt: CO. (12,6 %), N2 (63,8 %), O: (8,2 %), CO
(0,0001 %) und H»0 (15,36 %). Fir die toxikologischen Untersuchungen wurden die Filteraschen
der Impaktorstufe 7 und des Endfilters (Partikel < 200 nm) verwendet.

3.8 Geglihtes BaSO4

Fur die direkte Gegentiberstellung von unverbrannten BaSO4 mit identischen Nanopartikeln, die
tiber eine bestimmte Zeitspanne thermisch behandelt wurden, wurde das BaSO4 von Huntsman
tiber 5 h bei 900 °C gegluht. Der Massenverlust betrug 0,45 %. Das Forschungsinstitut Fraun-
hofer UMSICHT untersuchte das gegliihte Material mittels Rontgenbeugung. Es konnte keine
Veranderung durch die thermische Behandlung beobachtet werden. Zudem war die Kristallstruk-
tur beider Materialien unverandert (Fraunhofer, 2017).

3.9 Ascheproben aus verschiedenen Verbrennungen

Durch die Firma Herding Filtertechnik wurden zudem Ascheproben aus verschiedenen Verbren-
nungen oder Prozessen zur Verfiigung gestellt. Dabei handelte es sich um vier Proben mit den
Bezeichnungen Flugasche, Schweirauch, Molybdénoxid und Perlitstaub.

Beim Schweilrauch handelt es sich um die beim SchweiRen entstehenden, gesammelten Staube,
deren Absaugen aus Grinden des Arbeits- und Gesundheitsschutzes erforderlich ist. Der Perlit-
staub sowie das Molybdé&noxid entstammen der herstellenden Industrie dieser Materialien. Die
Flugasche ist ein Filterriickstand aus der klassischen Verbrennung. Detaillierte Informationen zu
den Bedingungen der Gewinnung, wie z.B. Art des Filters, Temperatur etc. lagen nicht vor.

Die Charakterisierung dieser Proben erfolgte mittels mikroskopischer Aufnahmen mit einem
Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop LEO1525 und mittels Rontgen-Pulverdiffraktion
durch Herrn Prof. Dr. H. P6limann im Institut fiir Geowissenschaften und Geographie der MLU
Halle-Wittenberg. Die Charakterisierung der Partikelsuspensionen in Zellkulturmedium erfolgte
mittels dynamischer Lichtstreuung am Malvern Zetasizer NanoZS, gemaR der Durchfiihrung nach
3.11.

3.10 Suspensionsherstellung

Da sowohl die Inkubation der Primdr- und Tumorzellen, als auch der Algen, Daphnien und
Leuchtbakterien tber eine Partikelsuspension erfolgte, musste zu Beginn der Arbeiten das Bari-
umsulfat und die Filterstdube in den einzelnen Medien suspendiert werden. Verschiedene Studien
beschéaftigen sich mit den Schwierigkeiten und Besonderheiten der Nanosuspensionsherstellung
sowie den Einfliissen des Mediums auf die Toxizitat (Schulze et al., 2008; Meissner et al., 2009;
Taurozzi et al., 2011; Cohen et al., 2013; Sabuncu et al., 2012; Haniu et al., 2013; Prasad et al.,
2013; Prasad et al., 2014; Wu et al., 2014).
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Aufgrund dessen wurden verschiedene Aufarbeitungsmethoden (24 h Rihren, Behandlung im
Ultraschallbad bzw. mittels einer Ultraschallsonde) miteinander verglichen. Durch mikroskopi-
sche Aufnahmen und die Partikelgrélienmessung mittels dynamischer Lichtstreuung wurde die
Aufarbeitung mit einer Ultraschallsonde als Standardarbeitsanweisung etabliert. Die Stocklésun-
gen wurden in sterilen Glasreagenzrohrchen fur drei Minuten einer Behandlung mittels Ultra-
schallsonde unterzogen. Zur Anwendung kam eine SONOPLUS von Bandelin (HD3100) mit Be-
schallungsbecher (BB 2G), welche eine Energie von ca. 5kJ in die Lésung eintrug. AnschlieRend
wurden die entsprechenden Verdiinnungen hergestellt und ebenfalls mit Ultraschall behandelt.
Wihrend der Behandlung wurden die Losungen mittels Eiswasser gekihlt. Aufgrund von Studien
tiber den Einfluss von Medienzusammensetzungen auf die Wirkung von Titandioxid-Nanoparti-
keln (Prasad et al., 2013) wurden die Suspensionen auch in anderen Medien als dem fiir die Kul-
tivierung von Primarzellen verwendeten AECG-Medium hergestellt und hinsichtlich ihrer Gro-
Benverteilung charakterisiert. Alle Stockldsungen, mit Ausnahme der Technikums- und GrofRver-
suchsproben, hatten eine Konzentration von 10 mg/ml. Die Suspensionen der Verbrennungsver-

suche wurden aufgrund der geringen zur Verfligung stehenden Massen mit 1 mg/ml angesetzt.

3.11 Suspensionscharakterisierung

Die exakte Charakterisierung der Suspensionen erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung an
einem Zetasizer (Nano Series, Nano-Sizer/Nano-ZS von Malvern) im Institut fir Pharmakologi-
sche Technologie und Biopharmazie der MLU. Die Stocklésungen hatten eine Konzentration von
10 mg/ml und wurden fur die Messung entsprechend verdiinnt, so dass die Linsendffnung des
Gerates im Optimum zwischen 5 und 7 lag. Die Messungen erfolgten jeweils in Dreifachbestim-
mung bei einem Messwinkel von 173 ° (Backscatter). Die Bestimmung der Messzeit erfolgte au-
tomatisch. Die Methode wurde mit folgenden Daten erstellt: Brechungsindex des Bariumsulfats
ist 1,64; die Absorption betragt 0,1; die Messtemperatur betrégt 25 °C mit einer Einstellungszeit
von 120 Sekunden; die Viskositat des Losemittels betragt 0,89 mPa*s und der Brechungsindex
1,33. Gemessen wurde in einer Kivette des Typs DTS0012.

Zusatzlich wurden die Suspensionen im akkreditierten Labor der Firma Eurofins speziell auf ihren
Bariumgehalt und auf verschiedene andere Metalle (Arsen, Blei, Cadmium, Kupfer, Chrom, Ei-
sen, Nickel, Zink und Quecksilber) untersucht.

Die Suspensionen der Technikums- und Grol3versuchsproben wurden ebenfalls bei Eurofins auf
ihren Gehalt an Dioxinen und PAKSs untersucht. Es wurden 17 verschiedene Dioxine (2,3,7,8-
TetraCDD; 1,2,3,7,8-Penta-CDD; 1,2,3,4,7,8-HexaCDD; 1,2,3,6,7,8-HexaCDD; 1,2,3,7,8,9-He-
xaCDD; 1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD; OctaCDD; 2,3,7,8-TetraCDF; 1,2,3,7,8-PentaCDF; 2,3,4,7,8-
PentaCDF; 1,2,3,4,7,8-HexaCDF; 1,2,3,6,7,8-HexaCDF; 1,2,3,7,8,9-HexaCDF; 2,3,4,6,7,8-He-
xaCDF; 1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDF; 1,2,3,4,7,8,9-HeptaCDF und OctaCDF) und 16 PAKs (Naph-

thalin, Acenaphthylen, Acenaphthen, Fluoren, Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren,
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Benz(a)anthracen, Chrysen, Benzo(b/j)fluoranthen, Benzo(k)fluoranthen, Benzo(a)pyren, Di-

benz(a,h)anthracen, Indeno(1,2,3-cd)pyren und Benzo(ghi)perylen) gemessen.

3.12 Vitalitatstest

Zu Beginn der toxikologischen Untersuchungen des Bariumsulfats, der Filteraschen und der ein-
gesetzten Tenside erfolgte die Bestimmung der generellen zytotoxischen Wirkung, d.h. die Aus-
wirkung auf die Vitalitat der Zellen. Die Bestimmung der Zytotoxizitit stand am Anfang weiterer
Untersuchungen um den subtoxischen Konzentrationsbereich der Partikel zu bestimmen. Es ka-

men drei unterschiedliche Testsysteme zum Einsatz.

3.12.1 Resazurin-Test

Bei dem Resazurin-Test handelt es sich um einen schnellen und sensitiven Vitalitatstest, der mit
dem ungiftigen Reagenz Resazurin arbeitet. Das oxidierte, blaue, nichtfluoreszierende Resazurin
(7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on-10-oxid) wird durch mitochondriale Enzyme zu dem pinken,
fluoreszierenden Farbstoff Resorufin reduziert. Bei langer andauernder Reaktion bildet sich das
farblose, nicht-fluoreszierende Hydroresorufin.

Die Umsetzung des Resazurins und somit die Starke des Fluoreszenzsignals sind direkt proporti-
onal zur Anzahl vitaler Zellen.

Der Resazurin-Test wurde in einer 24-Well-Platte durchgefiihrt. Nach Behandlung der Zellen mit
dem Nanomaterial Gber 24 bzw. 72 h wurde der Mediumuberstand entfernt und die Zellen dreimal
mit 37 °C warmen PBS gewaschen. Dem Waschen folgten eine 30- bzw. 60-mindtige Inkubation
mit der 10 %igen Resazurinlésung bei 37 °C. Die Fluoreszenz wurde sowohl nach 30 Minuten
als auch nach 60 Minuten im Platten-Reader bei einer Anregungswellenldnge von 530 nm und

einer Emissionswellenldnge von 590 nm gemessen.

3.12.2 MTT-Test

Der MTT-Test ist ebenfalls, wie der Resazurin-Test ein Zytotoxizitatstest zur Bestimmung der
metabolischen Aktivitat von Zellen. Die Bestimmung der Toxizitat mittels MTT beruht auf der
Reduktion des gelben, wasserldslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltet-
razoliumbromid (MTT) in ein blau-violettes, wasserunldsliches Formazan. Die Umsetzung wird
anschlielfend photometrisch Uber eine Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 560 nm
bestimmt. Der genaue zelluldre Mechanismus hinter der Reduktion des MTT zu Formazan ist
nach wie vor nicht vollstandig geklart (Riss et al., 2013). Wahrscheinlich handelt es sich um
NAD(P)H-abhangige Oxidoreduktasen oder &hnliche, reduzierende Molekiile, welche Elektronen
auf das MTT-Molekil tbertragen kénnen (Marshal et al., 1995).

Die Durchfiihrung des MTT-Test erfolgt analog dem Resazurin-Protokoll. Nach dem Waschen

der Zellen mit warmen PBS werden die Zellen mit der MTT-Gebrauchslésung fir 30 min bei
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37 °C inkubiert. Nach der Inkubation werden die Zellen erneut gewaschen und mit einem Ge-
misch aus Ameisenséure und Isopropanol (5:95) lysiert. Die Messung erfolgt in einer Glaskuvette
im Photometer gegen einen Blankwert. In dieser Arbeit diente der MTT-Test der Bestimmung
der Zytotoxizitat des fir die Suspensionsherstellung nétigen Tensids.

3.12.3 Laktatdehydrogenase-Test

Der Laktatdehydrogenase-Test ist ein Vitalitatstest, der die Membranintegritit bestimmt. Der
LDH-Test ist ein sehr haufig angewendeter in vitro Zytotoxizitatstest, dessen Prinzip auf der Be-
stimmung der Enzymaktivitat von Laktatdehydrogenase (LDH) im Zytoplasma basiert, welches
aus zerstorten oder beschadigten Zellen freigesetzt wird und somit im Uberstand (im Zellkultur-
medium) nachweisbar ist. Die Laktatdehydrogenase ist ein stabiles zytoplasmatisches Enzym, das
sehr schnell in das Zellkulturmedium abgegeben wird, wenn die Zellmembran zerstort ist. Die
Freisetzung und Aktivitat des LDH wird mittels eines enzymatischen Tests bestimmt, bei dem
der Verbrauch von NADH bei der Reaktion von Pyruvat zu Laktat katalysiert durch LDH Uber
eine Absorptionsmessung erfolgt. Zugrunde liegt die enzymatische Reduktion von Pyruvat zu
Laktat in der Anwesenheit von NADH und LDH.

Der Verbrauch des NADH wird Uber eine kinetische Absorptionsmessung mittels Platten-Reader
bei einer Wellenlange von 340 nm gemessen. Die Anwesenheit von LDH dufert sich in einer
Abnahme der Extinktion. Die Differenz der Extinktion zwischen der ersten und letzten Messung
wird ins Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle gesetzt.

Zur Durchfiihrung des LDH-Tests werden 25 pl des Zelluberstandes der behandelten Zellen in
ein Well einer 96-Well-Platte Gberfiihrt. Anschlieend werden nacheinander, ohne Zeitverzug
und luftblasenfrei, pro Well 125 pl einer 0,4 mM NADH-L6sung und 125 pl einer 2mM Na-
Pyruvatldsung zugesetzt. Die Platte wird in den Platten-Reader uberfiihrt und die Messung tber

zwOIf Zyklen (ein Zyklus entspricht 90 sek) durchgefihrt.

3.13 BaSO4-Aufnahme in die Zellen

Die quantitative Bestimmung der Aufnahme des BaSO; in die Zelle erfolgte mittels Massenspek-
trometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS). Die Zellen wurden in 6 cm-Schalen aus-
geséat und tber 24 h bzw. 72 h mit den Partikeln inkubiert. Nach mehrmaligen und sorgféltigen
Waschen der Zellen mit warmen PBS wurden die Zellen mittels des Detach-Kits geerntet. Das
Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und die Zellzahl pro Milliliter bestimmt. Anschlie3end
wurden die Zellen pelletiert und dem Institut fur Biologie/ Mikrobiologie zur Messung durch
Herrn Dr. M. Herzberg Ubergeben. Die Proben wurden in Salpeterséure und mit Mikrowelle auf-
geschlossen, entsprechend der erwarteten BaSOs-Konzentrationen verdinnt und anschlieRend
vermessen.

Zusatzlich wurde die subzelluldre Lokalisation der Partikel mittels hochauflosender Sekundério-

nen-Massenspektrometrie (NanoSIMS) in Kooperation mit Herrn Prof. D. Schaumloffel (CNRS,
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Pau, Frankreich) bestimmt. Die Fixierung und Einbettung der Zellen wurde in Frankreich durch-

gefuhrt, weshalb auf eine Beschreibung der einzelnen Schritte in dieser Arbeit verzichtet wird.

3.14 Bestimmung der Freisetzung von Ba?*-lonen

Auch die Freisetzung von Barium-lonen in das Zellkulturmedium wurde mittels ICP-MS quanti-
fiziert. Die Suspensionen wurden mit einer Konzentration von 0,01 mg/ml und 0,1 mg/ml BaSO.
in AECG-Medium angesetzt und fiir 72 h bei 37 °C zellfrei inkubiert. Nach der Inkubation wur-
den 5 ml der NP-Suspension mittels Pipette in ein Zentrifugationsrohrchen von Sartorius mit Fil-
tereinheit (3 kDa) uberfihrt. Die Zentrifugation erfolgte fur 60 min bei 4000 U/min und 20 °C.
Die Messung der freigesetzten Ba?*-lonen erfolgte im Filtrat. Eine Mediumkontrolle wurde ber
alle Schritte mitgefihrt und ebenfalls vermessen.

3.15 Inflammatorische Zytokine

Die Untersuchung einer moglichen Modulation von inflammatorischen Zytokinen durch Bari-
umsulfat-Nanopartikel in Primarkulturen von humanen Lungenzellen war ebenfalls Gegenstand
dieser Arbeit. Die Analysen wurden mittels bead-basiertem Multiplex-ELISA am Durchflusszy-
tometer in der FACS-Core-Facility der Medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-Universitét
durchgefuhrt. Mit dem verwendeten Test, LEGENDplex™ Human Inflammation Panel (13-plex),
kénnen die 13 inflammatorischen Zytokine IL-1p, IFN-a, IFN-y, TNF-a, MCP-1 (CCL2), IL-6,
IL-8 (CXCLS8), IL-10, 1L-12p70, IL-17A, I1L-18, IL-23, und IL-33 parallel nachgewiesen werden.
Die Zytokine wurden aus den Uberstinden des Zellkulturmediums behandelter Zellen bestimmt.
Hierfur wurden die Ansdtze des Resazurin-Tests verwendet. Zu Beginn des Experimentes wurden
alle Lésungen auf Raumtemperatur gebracht und die Proben aufgetaut. Der lyophilisierte Stan-
dard-Cocktail wurde mit 250 ul AssayBuffer versetzt, gut gemixt und fir 10 min stehen gelassen.
Aus diesem wurden die Verdlinnungen fiir die Kalibriergeraden erstellt. Die Pre-Mixed Beads
wurden vor Verwendung fiir 2 min im Ultraschallbad behandelt und anschlieRend 30 sek gevor-
text. Der Waschpuffer wurde 1:20 mit bidest. H,O verdiinnt. Vor Vermessung der Proben wurden
diese sorgfaltig gemixt und 5 min bei 9000 U/min zentrifugiert.

Die dem Test-Kit beigelegte Filterplatte wurde mit 100 pl Waschpuffer pro Well benetzt und fiir
1 min stehengelassen. Nach dem Entfernen des Waschpuffers durch das Anlegen eines Vakuums,
wurden pro Well 25 ul AssayBuffer und gemal} eines Beimpfungsschemas 25 pl der Standards
bzw. Proben und 25 ul der Pre-Mixed Beads zu pipettiert. Die Platte wurde bei Raumtemperatur
fiir 2 h, 500 rpm und im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Flissigkeiten mittels
Vakuum entfernt und die Platte zweimal mit 200 ul Waschpuffer pro Well gewaschen. Nach Zu-
satz von 25 pl Detection-Antibodies wurde die Platte eine weitere Stunde unter den oben genann-
ten Bedingungen inkubiert. Direkt im Anschluss wurden pro Well 25 pl SA-PE dazu gegeben.

Die Platte wurde weitere 30 min bei 500 rpm inkubiert.
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Die Flissigkeit wurde mittels Vakuum abgezogen und die Platte erneut zweimal gewaschen. Fiir
die Messung wurden 150 pl Waschpuffer pro Well zugegeben, die Platte eine Minute geschiittelt
und anschlieBend am LSR Il Fortessa von BD vermessen.

Mit Ausnahme des Interleukin-33 (IL-33) lag die Nachweisgrenze aller Zytokine bei 2,4 pg/ml.
Fur IL-33 lag sie bei 12,2 pg/ml.

3.16 Glutathionbestimmung

Die Bestimmung des Glutathions erfolgte in dieser Arbeit als Gesamt-Glutathion, d.h. erst nach
erfolgter Reduktion des oxidiert vorliegenden GSH (GSSG) mit 1,4- Dithiothreit, wurde die spe-
zifische Derivatisierung mit Monobrombiman, modifiziert nach Newton et al., eingeleitet
(Newton et al., 1981) und das GSH mittels Hochdruckflissigkeits-Chromatografie (HPLC) quan-
tifiziert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 6 cm-Schalen. Nach einer Inkubation der Zellen
mit den Partikeln iber 24 bzw. 72 h, wurden sie vorsichtig mit warmen PBS gewaschen und durch
Trypsinierung geerntet. Das durch Zentrifugation gewonnene Zellpellet wurde bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -80 °C weggefroren. Nach dem Auftauen wurde das Pellet in 0,1 N HCI lysiert
und fur 3 min im Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension bei
13.000 U/min fiir 20 min und bei 4 °C zentrifugiert. Aus dem Zellliberstand erfolgte einerseits
die Proteinbestimmung mittels Bicinchoninséure-Assay (siehe Punkt 3.17.) und andererseits die
Bestimmung des GSH.

Fur die Bestimmung des GSH wurden 120 pl des Uberstands mit 180 pl CHES und 30 pl DTT
versetzt und kurz gevortext. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 4 °C im Kuhlschrank, er-
folgte die Zugabe von 10 ul Monobrombiman (mBrB) zu jeder Probe. Nach dem grundlichen
Mischen der Proben, wurden diese fiir 15 min bei Raumtemperatur (lichtgeschitzt) inkubiert. Die
Reaktion wird mit 250 ul 5 %iger Essigsaure abgestoppt. Vor der Messung wurden die Proben
gevortext und kurz zentrifugiert.

Als stationére Phase dient eine RP-18-Sdule von Chromolith (RP-18 100-4,6mm) mit einer RP-
C18 endcapped Vorsaule, ebenfalls von Chromolith. Die mobile Phase bestand aus zwei unter-
schiedlichen Eluenten (Phase A: 2 % Methanol/ 98 % H20/ 0.25 % Essigséure (100 %) (pH 4.3)
und Phase B: 90 % Methanol/ 10 % H,0/ 0.25 % Essigséure (100 %) (pH 3.9)). Die Flussrate
betrug 3 ml/min. Fir jede Probe wurde ein Volumen von 30 pl in die HPLC injiziert. Die Detek-
tion erfolgte an einem Fluoreszenz-Detektor mit den Wellenldngen Aex 380 nm und
Aem 480 nm.

3.17 Proteinbestimmung

Fur die Vergleichbarkeit der Glutathionwerte wurde der Proteingehalt der Proben bestimmt und
als Bezugsgrofe (g/mg Protein) verwendet. Die Bestimmung erfolgte mittels Bicinchoninsdure-
Tests. Diese Methode, zur quantitativen Proteinbestimmung, stellt eine Kombination der Biuret-

Reaktion mit Bicinchoninsdure (BCA) als Detektionssystem dar. Sie beruht auf der Reduktion
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von Cu?* zu Cu*, wobei die Cu*-lonen mit BCA einen Farbkomplex bilden, der einen empfindli-
chen kolorimetrischen Nachweis von Proteinen bei einer Wellenlange von 562 nm ermdglicht.
Hierfur wurden 10 pl des Zelliiberstandes der in 0,1 N HCI lysierten Zellen, mit 200 pl einer
Kupfer(l1)-Ldsung und Bicinchoninsdure (BCA) fur 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlie}end
die Absorption bei 562 nm photometrisch vermessen. Als Kalibrierung diente eine Verdunnungs-
reihe von Serumalbumin (BSA) im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 1 mg/ml BSA.

3.18 Apoptosebestimmung

Die Bestimmung der Apoptoserate erfolgte mittels Durchflusszytometrie am MUSE. Das Test-
protokoll beruht auf dem Anférben der Zellen mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen, dem fluo-
reszenzmarkiertem Annexin V und 7-AAD (7-Aminoactinomycin), welches die intakte Zell-
membran nicht durchdringen kann. Annexin V ist ein Calcium-abhangiges Phospholipid-binden-
des Protein, welches mit dem auf der Oberflache présentierten Phosphatidylserin apoptotischer
Zellen bindet. Tote Zellen verlieren zudem ihre Zellmembranintegritdt, so dass 7-AAD in die
Zelle eindringen kann und dort mit der DNA interkaliert und diese anfarbt. Auf diese Weise kén-
nen vier verschiedene Zellpopulationen unterschieden werden. Lebende und vitale Zellen zeigen
eine negative Farbung fur beide Stoffe. Apoptotische Zellen sind positiv auf Annexin V. Spét
apoptotische Zellen sind positiv auf beide Stoffe. Zellen, die eine andere Art des Zelltods durch-
laufen haben, sind nur positiv auf 7-AAD.

Die Zellen wurden in 6 cm-Schalen ausgesat und bei entsprechender Konfluenz fiir 24 bzw. 72 h
mit BaSO. inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit war-
men HBSS gewaschen. Die Trypsinierung erfolgte fir exakt 5 min bei 37 °C. Die Reaktion wurde
mit TNS gestoppt und die abgeldsten Zellen in ein Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt. Die Zellen
wurden fur 5 min bei 1000 U/min bei 20 °C zentrifugiert und das entstandene Zellpellet in war-
men PBS resuspendiert. Aus der Zellsuspension wurden nun 50 pl in ein Eppendorf-Réhrchen
tberfuhrt, in welchem jeweils 5 pl FBS vorgelegt waren. AnschlieBend wurden 50 pl der Rea-
genzlosung zugesetzt, die Proben gut gemischt und fiir 20 min im Dunkeln inkubiert. Die Mes-
sung erfolgte mit dem entsprechenden Gerateprogramm und separater Einstellung bzw. Optimie-
rung der Parameter. Als Positivkontrolle dienten unbehandelte Proben, die nach dem Ernten in

AECG-Medium resuspendiert wurden und dann fiir 30 min bei 55 °C inkubiert wurden.

3.19 Statistik

Die Auswahl der geeigneten, statistischen Tests erfolgte nach Beratung durch das Institut fiir Me-
dizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik (IMEBI) der Medizinischen Fakultat.

Die toxikologischen Experimente an Primérzellen wurden mit der Software GraphPad InStat aus-
gewertet. Die Dosisgruppen innerhalb eines Experimentes wurden mittels Kruskal-Wallis Test

statistisch verglichen. Als Post-hoc-Test wurde der Test nach Dunn verwendet.
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Fur die toxikologischen Untersuchungen an der Tumorzelllinie A549 erfolgte die Auswertung
mittels Friedman-ANOVA mit geeignetem post-hoc Test (Wilcoxon signed-rank Test/Bonfer-
roni-Korrektur) mit dem Statistik-Programm SPSS. Die Daten dieser Experimente sind nicht un-

abhéngig voneinander erhoben worden und als gepaart anzusehen.

23



4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des BaSO, und der Filterstaube

Die Charakterisierung des nanoskaligen und mikroskaligen BaSOa, der Technikums- und Grof3-
versuchs-Filterproben sowie der vier Filterstdube der Firma Herding, erfolgte durch mikroskopi-
sche Aufnahmen, REM/EDX-Bestimmung und die Vermessung mittels dynamischer Lichtstreu-
ung (DLS).

411 BaSO,

Das pulverformige Material wurde in Kooperation mit dem Lehrstuhl ,,Lehr- und Forschungsge-
biet Technologie der Energierohstoffe (TEER) der Rheinisch-Westfélische Technische Hoch-
schule (RWTH) Aachen® und dem Lehrstuhl fiir ,,Feststoff- und Grenzflachenverfahrenstechnik
(LFG)* der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg (FAU) charakterisiert. Das NM
von Solvay hat laut Hersteller eine Partikelgrdfie von 60 nm, gemessen wurde eine REM dso von
ebenfalls 60 nm und eine Oberfliche (,,Area“ bestimmt mittels des Brunauer-Emmett-Teller-Ver-
fahrens durch das LFG) von 43,4 m?/g. Das NM von Huntsman hat laut Hersteller eine Partikel-
gréRe von 40 nm, gemessen wurde eine REM dso von 60 nm und eine Oberflache von 31,5 m?/g.
Das Mikro-Material von Huntsman hat laut Hersteller eine Partikelgréfie (dgg) von 1,7 um, ge-
messen wurde eine REM dso von 1,8 um. Die Oberflache wurde nicht bestimmt.

Die Analyse mittels energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX) zeigte, dass das Bariumsul-
fat neben den Haupt-Elementen Barium, Schwefel und Sauerstoff auch kleinste Spuren von Stron-
tium und Natrium enthalt.

Die Bilder der REM-Aufnahmen zeigen fur beide NP gleichmalige Partikel, die in Agglomera-

ten vorlagen.

Abbildung 3: nanoskaliges BaSO4 in der REM-Aufnahme Solvay (links) und Huntsman (rechts)

Zusétzlich wurde das Schmelzverhalten des nanoskaligen und mikroskaligem BaSO4 untersucht.
Es zeigte sich, dass der Sinterbeginn des Nano-BaSO, bei 532 °C liegt. Das Mikro-BaSO4 beginnt
bei 628 °C zu sintern (Baran und Quicker, 2017).
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4.1.2 Charakterisierung der Suspensionen

Im Zuge der Etablierung einer Standardarbeitsanweisung (SOP) zur Herstellung einer stabilen,
nanoskaligen Suspension konnte gezeigt werden, dass sowohl die Aufarbeitungsmethode als auch
die Zusammensetzung des Mediums einen entscheidenden Einfluss auf die Partikelgroie hat. Die
mikroskopische Betrachtung der Suspensionen zeigte, dass die gleichméaRigste Partikelverteilung
durch die Verwendung einer Ultraschall-Lanze oder des Ultraschall-Bads zur Aufarbeitung er-
reicht werden konnte. Sehr inhomogen war die Suspension nach 24 stiindigem Rihren.

Die Charakterisierung der Suspensionen mittels dynamischer Lichtstreuung, welche den hydro-
dynamischen Radius der NP in Suspension ermittelt, bestatigte die gleichmaRige und stabile Par-
tikelgroBenverteilung bei der Aufarbeitung der Suspension mittels Ultraschall-Lanze.

Zusétzlich wurde deutlich, dass sich eine stabilere PartikelgréfRenverteilung in den Medien zeigte,
welche Kélberserum (FBS) enthielten (bspw. DMEM).

Zur Vermeidung der Notwendigkeit dem Medium andere Vermittler, wie bspw. chemische Ten-
side, zusetzen zu mussen, wurde die Kultivierbarkeit der Primérzellen in DMEM untersucht. Es
zeigte sich jedoch, dass sich unter diesen Bedingungen die Zellen nicht mehr wie (blich entwi-
ckelten. Es trat ein stark vermehrtes Wachstum von Fibroblasten auf.

Eine Kultivierung der Priméarzellen in DMEM war somit nicht moglich. Um dennoch eine stabile
und homogene Suspension zu erhalten, deren Partikel eine Groenordnung von ca. 100 nm hatten,
wurde dem AECG-Medium ein Tensid zugesetzt. So konnte eine stabile, nanoskalige Suspension
hergestellt werden. Nach Untersuchung der Zytotoxizitat des Tensids Dispex AA4040 der Firma
BASF mittels MTT-Test wurden dem AECG-Medium 0,005 % Tensid zugesetzt (Vitalitatsver-
lust in NHBEZ ca. 10 %). Die PartikelgroRenbestimmung mittels DLS erfolgte in Dreifachmes-

sung.
Tabelle 2: Bestimmung der PartikelgroRe und des Zeta-Potentials
Eigenschaften Solvay Huntsman
d [nm] AECG/0,005% Dispex 94 +11 107 +£5
d [nm] H.O 84 + 15 937
Zeta- Potential [mV] AECG/0,005%Dispex -23,2 -25,4

Die flr die Durchfiihrung des Grof3versuchs hergestellte 35 %ige BaSO4-Suspension wurde zur
vollstdndigen Charakterisierung ebenfalls mittels DLS vermessen. Es ergab sich eine stabile und

homogene Partikelgréenverteilung von 93 £ 11 nm.

4.1.3 Filterstdube aus dem Technikum

Fur die toxikologischen Untersuchungen wurden die Partikel von Filterstufe 7 des Impaktors und
vom Endfilter miteinander vereinigt, was die Partikelfraktion kleiner 210 nm aus dem Rauchgas
umfasste. In Summe ergab sich eine Menge von 7,3 mg Filterstaub des Referenztages; 13,76 mg

des nanohaltigen Filtermaterials und 13,38 mg der Kampagne mit dem mikroskaligen BaSO..
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Aus den Filterstduben wurde eine entsprechende Stocklésung mit einer Konzentration von
1 mg/ml hergestellt.

Die Suspensionen wurden mittels DLS hinsichtlich der Partikelgréfe charakterisiert. Die ange-
setzte Stocklosung des unverbrannten BaSO4 hatte eine Partikelgrofie von 118 + 13 nm, das Re-
ferenzmaterial hatte eine Grofe von 1320 * 450 nm, das Material der nanodosierten
Kampagne hatte mit einem Anteil von ca. 67 % Partikel mit 1147 £ 116 nm und mit einem Anteil
von ca. 33 % kleinere Partikel mit 170 = 17 nm. Das Mikromaterial enthielt zu 90 % Partikel mit
einer Grofke von 758 + 38 nm und zu 10 % Partikel mit ca. 200 nm. Diese PartikelgréfRenvertei-
lung entspricht den realen GréRenverteilungen nach Verbrennung im Technikum und anschlie-
Bender Suspension in flissigem Medium. Sie stellen damit reale Szenarien einer moglichen Frei-
setzung in 6kologischen Systemen dar (Baran und Quicker, 2017; Fraunhofer, 2017).

Zusétzlich wurden die Suspensionen hinsichtlich ihres Gehalts an Barium (berechnet als Bari-
umsulfat), weiteren Metallen (Arsen, Blei, Cadmium, Chrom, Eisen, Kupfer, Nickel, Quecksilber
und Zink) sowie etwaiger polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAKSs) und Dioxinen
untersucht.

Die Stocklosung des unverbrannten BaSOs enthielt 1,02 mg/ml BaSO4. Ein Gehalt von
0,0033 mg/ml Zink wurde ebenfalls gemessen. Zink konnte in vergleichbaren Grofienordnungen
auch in den anderen drei Suspensionen gemessen werden. Die BaSO4-Gehalte lagen um GroRen-
ordnungen von 20-100fach unter dem Gehalt der Suspension des unverbrannten Nanomaterials.
Das Referenzmaterial enthielt 0,0026 mg/ml BaSO4, das Nanofiltermaterial 0,013 mg/ml und das
Mikrofiltermaterial 0,047 mg/ml BaSO.. Zusétzlich konnte in den verbrannten Materialien noch
geringe Mengen an Chrom detektiert werde (Referenz 0,032 mg/ml, Nano 0,0043 mg/ml und
Mikro 0,0015 mg/ml). Alle gemessenen Dioxine waren unterhalb der methodischen
Bestimmungsgrenze und auch das in einer Probe in Spuren nachgewiesene PCB Acenaphthen

war innerhalb der Messunsicherheit der Bestimmungsgrenze.

414 Filterstaube aus dem Groldversuch

Analog zu den Proben der Technikumsversuche wurden auch fiir diese toxikologischen Untersu-
chungen die auf dem Filter haftenden Partikel der Impaktorstufe 7 und des Endfilters vereinigt
und eine Stockldsung mit einer Partikelkonzentration von 1 mg/ml hergestellt. Fur die Suspensi-
onen standen 7,96 mg des Filtermaterials des Referenztages und 7,98 mg des Messtages mit hin-
zudosiertem nanoskaligem BaSO, zur Verfiugung. Die Suspensionen der Filterriickstande aus
dem Experiment mit Nanomaterialzugabe zeigten eine PartikelgroRenverteilung von 428
+110nm und die Suspension der Partikel des Referenztages mit Grofen von
68 £ 6 nm, 170 £ 10 nm und 550 + 82 nm.

Die Bestimmung des BaSO4-Gehaltes ergab fiir die Suspension des unverbrannten BaSO4 einen
Gehalt von 0,95 mg/ml BaSO. und 0,002 mg/ml Zink. Die Suspension des Filtermaterials des
Referenzversuchs enthielt 0,007 mg/ml Blei, 0,001 mg/ml Cadmium, 0,0038 mg/ml Kupfer und
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0,029 mg/ml Zink. Der Gehalt an BaSO, lag unterhalb der Bestimmungsgrenze. Die Suspension
der Filterproben des Nano-Versuchstages enthielt 0,0026 mg/ml BaSQOs; 0,005 mg/ml Blei;
0,0023 mg/ml Cadmium; 0,0045 mg/ml Kupfer und 0,023 mg/ml Zink.

Alle gemessenen Dioxine waren unterhalb der methodischen Bestimmungsgrenze. In den Sus-
pensionen konnten Spuren von Fluoren und Pyren nachgewiesen werden. Beide Stoffe konnten
auch in einer Blindprobe des AECG-Mediums gemessen werden und liegen in der Messunsicher-

heit der Bestimmungsgrenze.

4.1.5  Ascheproben aus verschiedenen thermischen Prozessen

Die Ascheproben stammen aus vier unterschiedlichen Verbrennungsszenarien bzw. sind die Fil-
terstdube aus speziellen Industriezweigen mit individuellem Charakter, die durch die Firma Her-
ding Filtertechnik zur Verfligung gestellt wurden. Es handelt sich um thermisch behandeltes Mo-
lybdanoxid, um Flugasche, Perlitstaub und SchweiRrauch.

Die Partikelsuspensionen in DMEM hatten PartikelgréRen von 314 + 11 nm fur Molybdéanoxid,
111 + 24 nm und 502 + 24 nm fir Perlitstaub, 125 + 13 nm und 515 + 111 nm fiir SchweiBrauch
sowie 134 £ 12 nm und 759 * 114 nm fur Flugasche.

Die Asche des Molybdanoxids besteht aus verschiedenen Oxiden des Molybdans, aus Alumini-
umoxid und Siliziumoxid sowie aus Kaliumchlorid.

Der Perlitstaub ist ein Gemisch aus Siliziumdioxid (Quarz), Anorthit (CaAl.S;Og) und Dickit
(Aluminiumsilikate). Der SchweiRrauch besteht aus reinem Eisenoxid. Die Flugasche ist ein Mix
aus verschiedenen mineralischen Bestandteilen, wie Calciumsulfat, Quarz, Eisenoxid, anderen

Calciumverbindungen, Titandioxid und wasserhaltigen Sulfaten (Ettringite).

4.2 Wirkung von nanoskaligem, unverbrannten BaSO,

Zu Beginn der toxikologischen Untersuchungen erfolgte die Bestimmung der Vitalitat der
NHBEZ und PLZ nach Inkubation mit den Nanomaterialien von Solvay und Huntsman. Die Be-
handlungszeiten waren 24 h bzw. 72 h. Ein Vitalitatsverlust bis 20 % wurde als subtoxischer Kon-
zentrationsbereich definiert. Die Versuche zur Bestimmung des Glutathiongehaltes, der Induktion
von Apoptose sowie die Modulation inflammatorischer Zytokine wurden in diesem Konzentrati-

onsbereich bzw. leicht darliber (d.h. im leicht toxischen Bereich) durchgefiihrt.

421 Vitalitat von Primarzellen

a) Resazurin
Im Resazurin-Assay zeigte sich ein dosis- und zeitabhangiger Vitalitatsverlust der NHBEZ und
PLZ durch die Behandlung mit nanoskaligem BaSO, der Firma Solvay. Die NHBEZ zeigten ab
einer BaSO4-Konzentration von 0,0263 mg/cm? eine signifikante Abnahme der Vitalitat unter

80 % bei 24-stindiger Behandlung. Bei einer Inkubation von 72 h sank die Vitalitit ebenfalls
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unter 80 %. Der Verlust bei dieser Konzentration ist als nicht signifikant bewertet. Bei der héchs-
ten Konzentration von 0,526 mg/cm? BaSO, lag die Vitalitat nach 24 Stunden noch bei 56 %,
wahrend nach 72-stundiger Behandlung die Vitalitat nur noch 43 % betrug (siehe Abbildung 4).
Die PLZ zeigten sich bei einer Behandlungszeit von 24 Stunden unempfindlicher im Resazurin-
Assay. So konnte bis zur hochsten Konzentration kein signifikanter Vitalitatsverlust gemessen
werden. Nach einer 72-sttindigen Inkubation der PLZ mit BaSO4 sank die Vitalitat ab einer Kon-
zentration von 0,0526 mg/cm? unter 80 % und bis auf 33 % Vitalitdt bei der hochsten BaSO4-
Konzentration (Abbildung 5).
Das BaSO,4 von Huntsman bewirkte ebenfalls eine dosis- und zeitabhangige Abnahme der Vita-
litat. Bei einer 72-stiindigen Behandlung der NHBEZ (Abbildung 6) konnte ein signifikanter Vi-
talitatsverlust ab einer BaSOs-Konzentration von 0,0526 mg/cm? gemessen werden. Bei der
hochsten Konzentration von 0,526 mg/cm? lag die Vitalitat der NHBEZ nach 24 Stunden noch
bei 80 % und sank somit nicht unterhalb des subtoxischen Bereichs. Bei einer langeren Behand-
lungsdauer von 72 Stunden sank die Vitalitat bei dieser Konzentration auf 28 %.
Der Effekt des BaSO4 auf die PLZ (Abbildung 7) war fur die beiden Behandlungszeiten weitge-
hend identisch. Nach 24 h kam es ab einer Konzentration von 0,0526 mg/cm? zu einer signifikan-
ten Abnahme der Vitalitat auf 66 % (69 % Vitalitat bei 72-stiindiger Behandlung). Bei der lange-
ren Behandlung bewirkten bereits 0,0263 mg/cm? einen signifikanten Vitalitatsverlust (78 % Vi-
talitat). Fir die hochste BaSO.-Konzentration waren nach 24 Stunden noch 61 % der PLZ vital
bzw. 51 % nach 72 Stunden.

BaSO, von Solvay
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Abbildung 4: Relative Vitalitdt von NHBEZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
BaSOs-Konzentrationen der Firma Solvay ermittelt durch den Resazurin-Test.

Die Darstellung der Vitalitat erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (100 %
Vitalitat) als Mittelwert + SD (n = 3, N = 3). Die BaSO4-Konzentrationen waren 0,000526; 0,00526; 0,0263;
0,0526; 0,263 und 0,526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)
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Abbildung 5: Relative Vitalitat von PLZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
BaSO4-Konzentrationen der Firma Solvay ermittelt durch den Resazurin-Test.

Die Darstellung der Vitalitat erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (100 %
Vitalitat) als Mittelwert = SD (n = 3, N = 3). Die BaSO4-Konzentrationen waren 0,000526; 0,00526; 0,0263;
0,0526; 0,263 und 0,526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

BaSO, von Huntsman
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Abbildung 6: Relative Vitalitat von NHBEZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
BaSO4-Konzentrationen der Firma Huntsman ermittelt durch den Resazurin-Test.

Die Darstellung der Vitalitat erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (100 %
Vitalitat) als Mittelwert + SD (n = 3, N = 3). Die BaSO4-Konzentrationen waren 0,000526; 0,00526; 0,0263;
0,0526; 0,263 und 0,526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)
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Abbildung 7: Relative Vitalitat von PLZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
BaSO4-Konzentrationen der Firma Huntsman ermittelt durch den Resazurin-Test.

Die Darstellung der Vitalitat erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (100 %
Vitalitat) als Mittelwert = SD (n = 3, N = 3). Die BaSO4-Konzentrationen waren 0,000526; 0,00526; 0,0263;
0,0526; 0,263 und 0,526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

b) LDH

Ein signifikanter Anstieg der LDH-Aktivitat im Medium und somit eine Schadigung der Zell-
membran konnte im LDH-Test nur bei einer BaSO4-Konzentration von 0,526 mg/cm?des Solvay-
Materials an den NHBEZ nach 24-stiindiger Inkubation (Abbildung 8) und an den PLZ nach 72-
stindiger Behandlung gemessen werden. So stieg die LDH-AKktivitdt in den NHBEZ nach 24 h
auf das 3,06-fache und nach 72 h in den PLZ auf das 1,96-fache im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle.

Das BaSO4 der Firma Huntsman bewirkte fiir beide Behandlungszeitraume bis zur héchsten Kon-
zentration keine signifikant erhdhte LDH-Aktivitat, d.h. Freisetzung von LDH in NHBEZ und
PLZ, weshalb auf eine grafische Darstellung verzichtet wird. Die mitgefiihrte Positivkontrolle
(PK; 0,01 % TritonX) flihrte in jedem Testansatz zu einer signifikanten LDH-Aktivitéat.
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Abbildung 8: Relative LDH-Aktivitat im Medium von NHBEZ nach 24- und 72-stlindiger Inkubation
mit verschiedenen BaSOs-Konzentrationen von Solvay ermittelt durch den LDH-Test.

Die Darstellung der LDH-AKktivitéat erfolgt relativ im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (rel.
LDH-AKktivitat ist 1) als Mittelwert £ SD (n = 3, N = 3). Die BaSOs-Konzentrationen waren 0,000526;
0,00526; 0,0263; 0,0526; 0,263 und 0,526 mg/cm?. Als Positivkontrolle diente eine 30-mindtige Inkubation
mit 0,01 % TritonX. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

4.2.2 Glutathiongehalt von Primaérzellen

Der intrazellulare Glutathiongehalt der Primarzellen wurde nach saurer Lyse der Zellen und der
Reaktion mit Monobrombiman mittels Hochdruckflussigkeitschromatographie bestimmt. Die Be-
handlung der Primdrzellen mit nanoskaligem BaSO4von Solvay fiihrte nur bei einer 72-stindigen
Behandlung mit einer Konzentration von 0,19 mg/cm? BaSO, zu einer signifikanten Abnahme
des zellul&ren Glutathiongehaltes der NHBEZ (auf 74 %) und PLZ (auf 66 %; Abbildung 9).
Uber eine Behandlungszeit von 24 h bewirkte das Material von Solvay keine Veranderung des
GSH-Gehaltes, ebenso wie das BaSO4 von Huntsman, welches bei 24- und 72-stiindiger Inkuba-
tion keinen Effekt auf den GSH-Gehalt in den NHBEZ und PLZ zeigte.
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Abbildung 9: Relativer Glutathiongehalt von PLZ nach 24- und 72-stlindiger Inkubation mit ver-
schiedenen BaSOs-Konzentrationen von Solvay ermittelt durch HPLC.

Die Darstellung des GSH-Gehaltes erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
(100 % rel. GSH-Gehalt) als Mittelwert £ SD (n = 3, N = 3). Die BaSO4-Konzentrationen waren 0,0019;
0,019 und 0,19 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

4.2.3 Apoptose von Primérzellen

Die Behandlung der NHBEZ und PLZ uiber 24 h bzw. 72 h mit nanoskaligem BaSO4 der Firmen
Solvay und Huntsman fiihrte fur beide Nanomaterialien zu keiner Induktion von Apoptose. Eine
30-minitige Behandlung der Zellen bei 55 °C l6ste Apoptose bei ca. 50 % und mehr der Zellen
aus und belegt damit, dass die Primérzellen sensitiv auf apoptotische Stressoren reagieren und
diese Behandlung als Positivkontrolle geeignet ist. Der Gehalt an apoptotischen Zellen wird als
Apoptose-Level dargestellt, d.h. die fir die Kontrollgruppe gemessene Anzahl apoptotischer Zel-
len entspricht einem Level von 1. Fur die verwendeten Partikelkonzentrationen wurde das Ver-
héltnis von apoptotischen Zellen der inkubierten Zellen zu der unbehandelten Kontrolle gebildet,

so dass bei einer Induktion von Apoptose das Apoptose-Level ansteigt.
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Abbildung 10: Relatives Apoptose-Level von NHBEZ nach 24- und 72-stindiger Inkubation mit ver-
schiedenen BaSOs-Konzentrationen von Solvay ermittelt durch Durchflusszytometrie am MUSE.
Die Darstellung des Apoptoselevels erfolgt relativ im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (rel.
Apoptoselevel ist 1) als Mittelwert + SD (n = 3, N = 3). Die BaSOs-Konzentrationen waren 0,00019;
0,0019; 0,019 und 0,19 mg/cm?. Als Positivkontrolle (PK) diente eine 30-minitige Behandlung der Zellen
bei 55 °C. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

424 BaSO4-Aufnahme

a) Quantifizierung
Die mittels ICP-MS quantifizierte Aufnahme der Partikel in die Zellen zeigt eine dosisabhdngige
Zunahme der aufgenommenen Partikelmenge. Eine eindeutige Zeitabh&ngigkeit konnte hingegen
nicht festgestellt werden. Die Aufhahme ist bei beiden Zellmodellen (NHBEZ und PLZ) ver-
gleichbar.
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Abbildung 11: Aufnahme der BaSO4-NP in NHBEZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation mit ver-
schiedenen BaSO4-Konzentrationen von Solvay gemessen mit ICP-MS.

Die Darstellung des BaSOa4-Gehaltes erfolgt absolut als Mittelwert £ SD (n = 1, N = 3). Die BaSO4-Kon-
zentrationen waren 0,0019 und 0,019 mg/cm?.
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Abbildung 12: Aufnahme der BaSO4-NP in PLZ nach 24- und 72-stindiger Inkubation mit verschie-
denen BaSO4-Konzentrationen von Solvay gemessen mit ICP-MS.

Die Darstellung des BaSO4-Gehaltes erfolgt absolut als Mittelwert £ SD (n = 1, N = 3). Die BaSO4-Kon-
zentrationen waren 0,0019 und 0,019 mg/cm?.
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Abbildung 13: Aufnahme der BaSO4-NP in NHBEZ nach 24- und 72-stindiger Inkubation mit ver-
schiedenen BaSO4-Konzentrationen von Huntsman gemessen mit ICP-MS.

Die Darstellung des BaSO4-Gehalts erfolgt als absoluter Wert als Mittelwert + SD (n = 1, N = 3). Die
BaSOs-Konzentrationen waren 0,0019 und 0,019 mg/cm?.
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Abbildung 14: Aufnahme der BaSO4-NP in PLZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation mit verschie-
denen BaSO4-Konzentrationen von Huntsman gemessen mit ICP-MS.

Die Darstellung des BaSO4-Gehalts erfolgt als absoluter Wert als Mittelwert £ SD (n = 1, N = 3). Die
BaSOs-Konzentrationen waren 0,0019 und 0,019 mg/cm?.

Die in den NHBEZ quantifizierte Menge Barium (berechnet als BaSQ.) lag bei einer 24-stiindigen
Exposition von 0,019 mg/cm? bei ~ 162 pg BaSO«/1Mio Zellen und bei 72 Stunden bei
~ 254 pg/1Mio Zellen.

Die Gehalte in den PLZ waren etwas hoher. Bei derselben BaSOs-Konzentration von
0,019 mg/cm? lag der Gehalt nach 24-stiindiger Behandlung bei 364 pg/1Mio Zellen bzw. bei
~ 436 pg/1Mio Zellen nach 72 Stunden.
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In einer direkten Gegentberstellung beider Materialien (Abbildung 15) an den NHBEZ eines Pa-
tienten (B301) konnte gezeigt werden, dass sich die Materialien von Solvay und Huntsman im
Hinblick auf die aufgenommene Partikelmenge in die Zellen nicht unterscheiden.
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Abbildung 15: Aufnahme der BaSOs-NP in die NHBEZ des Patienten B301 nach 24- und 72-stiindi-
ger Inkubation mit verschiedenen BaSO4-Konzentrationen von Solvay & Huntsman gemessen mit
ICP-MS.

Die Darstellung des BaSO4-Gehaltes erfolgt absolut als Mittelwert £ SD (n = 1, N = 3). Die BaSO4-Kon-
zentrationen waren 0,0019 und 0,019 mg/cm?.

b) Lokalisation der Partikel
Die aufgenommenen NP sind vorwiegend in den Lysosomen der NHBEZ zu finden. Eine Auf-
nahme der Partikel in den Zellkern wurde nicht beobachtet. Die Auswertung der Aufnahmen er-
folgte durch die Fachkollegen in Frankreich.

~

+ €nano particles
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Abbildung 16: Lokalisation der BaSO4-NP in NHBEZ bei einer Partikelkonzentration von 0,1 mg/ml.
(links: 31P, rechts: Overlay N(red) + S(bright spots); Aufnahmen von AG Prof. D. Schauml&ffel

4.25 Freisetzung von Ba?*-lonen

Die Bestimmung freigesetzter Ba?*-lonen erfolgte nach einer 72-stiindigen, zellfreien Inkubation
der Partikel in AECG-Medium. Nach der Behandlungszeit wurde die Suspension vollstandig in
ein Zentrifugationsrohrchen mit Filtereinheit Gberfihrt und abzentrifugiert. Durch die Filterein-
heit wurden alle BaSO4-NP grofier 3kDa abgetrennt und nur die Bariumionen in das Filtrat tiber-
fahrt. Anschliefend wurde das Filtrat mittels ICP-MS analysiert. Es konnte eine dosisabhéngige

Freisetzung von Bariumionen in das Medium wahrend der Inkubationsdauer gezeigt werden. Bei

35



einer Ausgangskonzentration von 0,01 mg/ml BaSO. wurden 2,18 x 10 g/L flr das Huntsman-
Material und 4,43 x 10 g/L fiir das Solvay-Material gemessen. Die Werte fiir die 0,1 mg/ml ein-
gesetzte Konzentration lagen bei 4,63 x 10 (Huntsman) bzw. 9,86 x 10 g/L BaSO..
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Abbildung 17: Relative Ba*-lonenfreisetzung nach 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
BaSO4-Konzentrationen ermittelt durch ICP-MS.

Die Darstellung der freigesetzten lonen erfolgt absolut [g/L] als Mittelwert £ SD (n =1, N = 2). Die BaSOs-
Konzentrationen waren 0,01 und 0,1 g/L.

4.3 Vergleich des unverbrannten nano-BaSO4 mit gegliihtem nano-BaSO.

Die vergleichenden Untersuchungen des unverbrannten und gegliihten BaSO, erfolgten in direk-

ter Gegenuberstellung ausschliellich an NHBEZ.

43.1 Vitalitat von Primarzellen

a) Resazurin
Die zytotoxischen Untersuchungen zeigten keinen signifikanten Vitalitatsverlust der NHBEZ
nach der Inkubation mit den beiden Nanomaterialien.
Bei der héchsten verwendeten Konzentration von 0,0526 mg/cm? lag die Vitalitat der NHBEZ
beispielsweise noch bei rund 100 % nach 24 Stunden und bei 98 % nach 72 Stunden Inkubation.
Beide Materialien zeigten einen vergleichbaren Effekt auf die Vitalitét. Es wurden die 72 Stunden

Versuche graphisch dargestellt.
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Abbildung 18: Relative Vitalitdt von NHBEZ nach 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
BaSO4-Konzentrationen (unverbrannt vs. gegliiht) ermittelt durch den Resazurin-Test.

Die Darstellung der Vitalitat erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (100 %
Vitalitat) als Mittelwert £ SD (n = 2, N = 3). Die BaSO4-Konzentrationen waren 0,000526; 0,00526 und
0,0526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

b) LDH
Die Inkubation der NHBEZ mit den beiden Nanomaterialien tiber 24 und 72 Stunden bewirkte in
den NHBEZ von zwei unabhéangigen Patienten (B306 und B307) keine Freisetzung von Laktat-
dehydrogenase bis zur hochsten verwendeten Partikelkonzentration von 0,0526 mg/cm?. Es
konnte keine Aktivitit in den Uberstanden gemessen werden. Die im Versuchsansatz mitgefiihrte
Positivkontrolle bewirkte eine signifikante Erhéhung der LDH-Aktivitdit in den NHBEZ
(p < 0,01). Auf eine grafische Darstellung der Ergebnisse wird aufgrund des ausbleibenden Ef-

fekts verzichtet.

4.3.2 Glutathiongehalt von Primarzellen

Das unverbrannte sowie das gegliihte Nano-BaSO, bewirkten fir die beiden getesteten Partikel-
konzentrationen keine Veranderung des intrazellularen Glutathiongehaltes in NHBEZ bei einer
24- bzw. 72-stlindigen Behandlung. Die Gehalte der 72-stiindigen Inkubation sind Abbildung 19

Zu entnehmen.
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Abbildung 19: Relativer Glutathiongehalt von NHBEZ nach 72-stiindiger Inkubation mit verschie-
denen BaSOs-Konzentrationen (unverbrannt vs. gegliht) ermittelt durch HPLC.

Die Darstellung des GSH-Gehaltes erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
(100 % rel. GSH-Gehalt) als Mittelwert £ SD (n = 2, N = 2). Die BaSO4-Konzentrationen waren 0,000526
und 0,00526 mg/cm?. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

4.3.3 Inflammatorische Zytokine

Die Auswirkungen des geglihten sowie des unverbrannten Nano-BaSO, auf 13 inflammatorische
Zytokine wurden in den NHBEZ von zwei unabhdngigen Patienten untersucht. Von den 13 ge-
testeten Zytokinen konnten nur 8 in allen Proben oberhalb der Nachweisgrenze gemessen werden.
Fur die inflammatorischen Zytokine IFN-a, 1L-33, IL-10, IL-12p70 und IL-17A konnten keine
aussagekraftigen Gehalte oberhalb der methodischen Nachweisgrenze gemessen werden. Die
Werte lagen meistens unterhalb dieser. Eine Aussage zu eventuellen Effekten auf diese funf Zy-
tokine kann somit nicht getroffen werden.

Fur das IFN-y (Abbildung 20) sowie fiir IL-8 (Abbildung 21) konnte eine Zunahme des Gehaltes
mit steigender Nanopartikel-Konzentration gemessen werden. Diese Zunahme ist jedoch nicht
von der Inkubationsdauer abhangig und flr die NHBEZ der beiden Patienten nicht identisch.

So stieg der IFN-y-Gehalt bei Behandlung des Patienten B306 mit 0,05 mg/cm? unverbranntem
BaSO, uber 24 h auf das 19-fache (39,8 pg/ml), wohingegen der IFN-y-Gehalt bei identischen
Inkubationsbedingungen in den NHBEZ des Patienten B307 nur auf das 1,4-fache (17,2 pg/ml)
stieg. Das gegliihte BaSO, erhohte bei einer Konzentration von 0,005 mg/cm? BaSO, und einer
24-stiindigen Behandlung den IFN-y-Gehalt auf das 20-fache (40,6 pg/ml). 0,05 mg/cm? BaSO,
erhohten bei Patient B307 den IFN-y-Gehalt nur auf das 2,6-fache (32,4 pg/ml).

Eine Behandlung tber 72 h flhrte bei B306 lediglich zu einer 2,9-fachen Erh6hung (unverbrann-
tes BaSQ.) bzw. 5,3-fache Erhohung (gegliihtes BaSO.). Bei Patient B307 hatte die 72-stlindige
Behandlung sogar eine Abnahme des IFN-y-Gehalts bei steigender Konzentration des unver-

brannten BaSO, zur Folge (nur noch 61 % des Gehaltes der Kontrolle) bzw. zeigte das geglihte
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BaSO; keinen Einfluss auf das Zytokin. Die Abnahme konnte mit keinem p-Wert kleiner 5 %
gesichert werden.
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Abbildung 20: Konzentration des Zytokins IFN-y in NHBEZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation
mit verschiedenen Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und des geglihten BaSO4
ermittelt durch FACS-Analyse.

Die Darstellung der Konzentration erfolgt in pg/ml als Mittelwert £ SD (n = 1; N = 2). Die Partikelkon-
zentrationen waren 0,000526; 0,00526 und 0,0526 mg/cm?. Die methodische Nachweisgrenze ist als Refe-
renzlinie angegeben. (*p < 0,05 Signifikanz zur Kontrolle)

Das unverbrannte BaSO, erhohte den IL-8-Gehalt der NHBEZ um das 1,1-fache (B306) bzw. um
das 1,5-fache (B307) bei einer 24-stiindigen Behandlung. Eine verlangerte Behandlung tiber einen
Zeitraum von 72 h erhohte den IL-8-Gehalt um das 1,5-fache (B306) bzw. das 1,6-fache (B307).
Das gegliihte BaSO. erhdhte den Gehalt von IL-8 ebenfalls in den NHBEZ beider Patienten. Nach
24 h um das 1,6-fache (B306) bzw. 1,9-fache (B307) und nach 72 h um das 1,8-fache (B306)
bzw. das 1,3-fache (B307).
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Abbildung 21: Konzentration des Zytokins IL-8 in NHBEZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation
mit verschiedenen Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und des gegliihten BaSO4
ermittelt durch FACS-Analyse.

Die Darstellung der Konzentration erfolgt in pg/ml als Mittelwert £ SD (n = 1; N = 2). Die Partikelkon-
zentrationen waren 0,000526; 0,00526 und 0,0526 mg/cm?. Die methodische Nachweisgrenze ist als Refe-
renzlinie angegeben. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

Die inflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6, MCP-1 und TNF-a waren in den NHBEZ des Pati-
enten B306 generell hoher exprimiert als in den NHBEZ des Patienten B307. Fir alle vier Zyto-
kine konnte in den NHBEZ beider Patienten keine dosis- oder zeitabhdngige Veranderung durch
die Behandlung mit den Nanopartikeln nachgewiesen werden. Ebenso zeigten die Nanopartikel
keinen Effekt auf den Gehalt von IL-18 oder IL-23. Auf eine grafische Darstellung dieser Zyto-
kin-Gehalte wird deshalb verzichtet. Es konnte kein Unterschied zwischen dem unverbrannten

und dem gegluhten BaSO, festgestellt werden.

4.4 Wirkung der Stdube aus dem Technikum

Die toxikologischen Untersuchungen mit den Proben des Technikums erfolgten an den NHBEZ
eines Patienten (B306). Es wurden die Effekte des Materials des Referenzversuches (Referenz =
reine Holzpellets), des Nano- und Mikroversuchs (Nano = Pellets mit nanoskaligem BaSOs;

Mikro = Pellets mit mikroskaligem BaSQ.) und des unverbrannten BaSO4 untersucht.
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Anzumerken ist, dass die Suspension des Referenzmaterials eine sehr starke Aziditat aufwies (mit
pH-Papier wurde ein pH von 2 ermittelt). Diese wurde zur realistischen Darstellung der Filter-
proben vor der Zellinkubation nicht neutralisiert.

44.1 Vitalitat von Priméarzellen

a) Resazurin

Im 24-Stunden-Resazurin-Assay konnte flir das mikroskalige BaSO4 keine Beeinflussung der Vi-
talitdt der NHBEZ festgestellt werden. Das nanoskalige BaSO4 (unverbrannt), das Referenzma-
terial sowie das Nanomaterial bewirkten eine Abnahme vitaler Zellen mit steigender Partikelkon-
zentration. Signifikant waren dabei die 0,0526 mg/cm? des Referenz- (1 % vitale Zellen) und des
Nanomaterials (68 % vitale Zellen). Bei einer 72-stuindigen Behandlung (Abbildung 22) bewirk-
ten alle vier Materialien einen Verlust vitaler NHBEZ. Eine Partikelkonzentration von
0,00526 mg/cm? fiihrte zu einem Vitalitatsverlust von tber 20 % (signifikant fiir Nano und Refe-
renz). Die hohere Konzentration von 0,0526 mg/cm? senkte die Vitalitat der Zellen signifikant
auf 57 % (unverbranntes BaSQ.), 3 % (Referenz), 23 % (Nano) und 27 % (Mikro).
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Abbildung 22: Relative Vitalitat von NHBEZ nach 72-stindiger Inkubation mit verschiedenen Par-
tikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und der Filterstaube des Referenz- (reine Holzpel-
lets), Nano- und Mikrobrennstoffes ermittelt durch den Resazurin-Test.

Die Darstellung der Vitalitat erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (100 %
Vitalitat) als Mittelwert + SD (n = 1, N = 3). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,000526; 0,00526 und
0,0526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

b) LDH
Im LDH-Assay konnte fir die Materialien Unverbrannt, Nano und Mikro fiir beide Behandlungs-
zeitrdume keine Freisetzung von LDH gemessen werden. Das Referenzmaterial unterschied sich
bei 24-stindiger Behandlung (Abbildung 23) von den ibrigen drei Materialien (signifikante Zu-
nahme der LDH-Aktivitat bei 0,0526 mg/cm? auf das 4,2-fache). Dieser Unterschied konnte bei
langerer Behandlung nicht bestatigt werden.
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Abbildung 23: Relative LDH-Aktivitat von NHBEZ nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSOs und der Filterstiube des Referenz- (reine
Holzpellets), Nano- und Mikrobrennstoffes ermittelt durch den LDH-Test.

Die Darstellung der LDH-Aktivitat erfolgt relativ im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (rel.
LDH-Gehalt ist 1) als Mittelwert + SD (n = 1, N = 3). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,000526;
0,00526 und 0,0526 mg/cm?. Positivkontrolle war 0,01 % TritonX. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
Signifikanz zur Kontrolle)

4.4.2 Glutathiongehalt von Primaérzellen

Die NHBEZ zeigten durch die Behandlung mit den verschiedenen Materialien keine dosis- oder
zeitabhangige Verénderung des zelluldren Glutathiongehaltes bis zur hdchsten getesteten Kon-
zentration von 0,00526 mg/cm?. Nur fiir das Referenzmaterial konnte fiir diese Konzentration, bei
einer Behandlungszeit von 24 Stunden, eine signifikante Erhéhung des GSH-Gehaltes auf 152 %
gemessen werden (Abbildung 24). Nach 72 Stunden Inkubation konnte diese Erhthung nicht ge-

zeigt werden.
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Abbildung 24: Relativer Glutathiongehalt von NHBEZ nach 24-stiindiger Inkubation mit verschie-
denen Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und der Filterstdube des Referenz- (reine
Holzpellets), Nano- und Mikrobrennstoffes ermittelt durch HPLC.

Die Darstellung des GSH-Gehaltes erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
(100 % rel. GSH-Gehalt) als Mittelwert + SD (n =1, N = 2). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,000526;
0,00526 und 0,0526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

4.4.3 Apoptose von Primérzellen

Die Inkubation der NHBEZ mit den Partikeln des Technikumsversuchs flihrte weder bei einer 24-
stindigen noch bei einer 72-stiindigen Behandlung zu einer statistisch signifikanten Induktion
von Apoptose.
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Abbildung 25: Relative Apoptose-Level von NHBEZ nach 72-stiindiger Inkubation mit verschiede-
nen Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und der Filterstdube des Referenz- (reine
Holzpellets), Nano- und Mikrobrennstoffes ermittelt durch Durchflusszytometrie am MUSE.

Die Darstellung des Apoptoselevels erfolgt relativ im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (rel.
Apoptoselevel ist 1) als Mittelwert £ SD (n = 1, N = 2). Die BaSO.-Konzentrationen waren 0,000526 und
0,00526 mg/cm?. Als Positivkontrolle diente eine 30-miniite Behandlung der Zellen bei 55 °C. (* p < 0,05
Signifikanz zur Kontrolle)
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444 Inflammatorische Zytokine von Primarzellen

Wie auch bei den vergleichenden Versuchen von unverbranntem und gegliihtem nanoskaligem
BaSO, konnten die Zytokine IL-10, 1L-12p70, IL-17A und IL-33 in den Versuchen mit den Fil-
terstduben des Technikums nicht oberhalb der methodischen Nachweisgrenze ermittelt werden.
Die Zytokine IFN-a, IFN-y, IL-18 und TNF-a waren nachweisbar, wurden jedoch durch die In-
kubation mit den verschiedenen Partikeln nicht beeinflusst.

IL-6 zeigte bei der vergleichenden Untersuchung der getesteten Materialien nach 72-stlindiger
Inkubation und einer Konzentration von 0,00526 mg/cm? einen signifikanten Unterschied im Ge-
halt der NHBEZ zwischen der Behandlung mit unverbranntem BaSO., welches IL-6 auf
325 pg/ml erhohte (das 2,1-fache), im Vergleich zu dem Referenzmaterial (die reinen Holzpel-
lets), welches den I1L-6-Gehalt auf 72 pg/ml reprimierte und dem mikroskaligen BaSOa, welches
den IL-6-Gehalt auf 61 pg/ml reprimierte.

Das Zytokin IL-1B war bei einer 72-stiindigen Inkubation mit 0,000526 mg/cm? des Nanomateri-
als signifikant um das 3,2-fache erhéht (31,5 pg/ml) im Vergleich zur Kontrolle. Ein signifikanter
Materialunterschied zeigte sich bei dieser Konzentration zwischen dem Nanomaterial und dem
mikroskaligen BaSQa, welches nur 11,3 pg/ml 1L-6 enthielt.

MCP-1 wurde durch das Referenzmaterial (0,0526 mg/cm?) nach 24-stiindiger Behandlung sig-
nifikant um 40 % des Kontrollgehaltes abgesenkt. Nur bei einer Konzentration von
0,000526 mg/cm? unterschieden sich die MCP-1-Gehalte in den NHBEZ signifikant nach der Be-
handlung mit dem unverbrannten BaSO. (leichte Erhéhung um das 1,2-fache), dem nanoskaligen
BaSO, (Absenkung von 3 %) und dem mikroskaligen BaSO4 (Absenkung um 26 %).

IL-8 (Abbildung 26) wurde durch eine 72-stindige Behandlung mit dem Referenzmaterial signi-
fikant um 87,8 % im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt (Gehalt von 221 pg/ml). Dieser Effekt
unterschied sich zusétzlich materialspezifisch zu dem Nanomaterial (Gehalt 1,2-fach erhdht) und
dem mikroskaligen BaSO4 (2035 pg/ml = 1,1-fache der Kontrolle).
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Abbildung 26: Konzentration des Zytokins IL-8 in NHBEZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation
mit verschiedenen Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und der Filterstdube des Re-
ferenz-, Nano- und Mikrobrennstoffes ermittelt durch FACS-Analyse.

Die Darstellung der Konzentration erfolgt in pg/ml als Mittelwert + SD (n = 1, N = 2). Die Partikel-Kon-
zentrationen waren 0,000526; 0,00526 und 0,0526 mg/cm?. Die methodische Nachweisgrenze ist als Refe-
renzlinie angegeben. (* p < 0,05 Signifikanz zur Kontrolle)

4.5 Wirkung der Staube aus dem Grol3versuch

Die Untersuchung der Filterproben des GrolRversuchs in der MVVA Weisweiler erfolgte an den
NHBEZ von zwei unabh&ngigen Patienten B304 und B305. Der Umfang der toxikologischen
Untersuchungen entsprach mit der Bestimmung der Vitalitat, der LDH-Aktivitat, des GSH-Geh-
altes, der Induktion von Apoptose und inflammatorischer Zytokine, denen des Technikumsver-

suchs.

45.1 Vitalitdt von Priméarzellen

a) Resazurin
Die Filterstdube des GroRversuchs zeigten im Resazurin-Assay keine signifikanten, materialspe-
zifischen Unterschiede. Das Referenzmaterial, welches am Tag vor der Zugabe des BaSO. aus
der Abluft der MVA gesammelt wurde, bewirkte im 24 h-Versuch keine Verringerung der Vita-
litat bis zu einer Partikelkonzentration von 0,0526 mg/cm?. Das unverbrannte BaSO4 sowie das
Nanomaterial bewirkten einen Vitalitatsverlust von 25 % bei dieser Konzentration, welcher aber
nicht signifikant war. Bei der langeren Behandlung lber 72 h (Abbildung 27) sank der Anteil
vitaler Zellen bereits ab einer Partikelkonzentration von 0,00526 mg/cm? unter 80 % flr alle drei
Materialien. Bei der hoheren Konzentration waren bei dem unverbrannten BaSO4 noch 69 % der
Zellen vital. Das Referenz- und Nanomaterial fuhrte zu einer Abnahme der Zellvitalitat auf ca.

43 %, die statistisch signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war.
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Abbildung 27: Relative Vitalitat von NHBEZ nach 72-stindiger Inkubation mit verschiedenen Par-
tikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und der Filterstidube des Referenz- und Nanover-
suchs ermittelt durch den Resazurin-Test.

Die Darstellung der Vitalitdt erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (100 %
Vitalitat) als Mittelwert £ SD (n = 2, N = 3). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,000526; 0,00526 und
0,0526 mg/cm?; (* p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

b) LDH
Die drei Materialien des Grof3versuchs bewirkten bei einer 24-stiindigen bzw. 72-stlindigen In-
kubation der NHBEZ keine Freisetzung von LDH fur die getesteten Konzentrationen. Die Funk-

tionalitat des Tests wurde durch eine mitgefuihrte Positivkontrolle bestétigt.
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Abbildung 28: Relative LDH-Aktivitdt von NHBEZ nach 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und der Filterstaube des Referenz- und Nano-
versuchs ermittelt durch den LDH-Test.

Die Darstellung der LDH-Aktivitét erfolgt relativ im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (rel.
LDH-AKktivitat ist 1) als Mittelwert + SD (n = 2, N = 3). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,000526;
0,00526 und 0,0526 mg/cm?. Positivkontrolle war 0,01 % TritonX. (**p < 0,01Signifikanz zur Kontrolle)
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452 Glutathiongehalt von Primaérzellen

Die Bestimmung des Glutathiongehaltes der NHBEZ mittels HPLC zeigte fiir die drei Materialien
Unverbrannt, Nano und Referenz keine Veranderung der GSH-Gehalte fir die beiden Behand-
lungszeitraume (Abbildung 29 fiir 72 h).
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Abbildung 29: Relativer Glutathiongehalt von NHBEZ nach 72-stiindiger Inkubation mit verschie-
denen Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und der Filterstdube des Referenz- und
Nanoversuchs ermittelt durch HPLC.

Die Darstellung des GSH-Gehaltes erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
(100 % rel. GSH-Gehalt) als Mittelwert £ SD (n =2, N = 2). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,000526;
0,00526 und 0,0526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)
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453 Apoptose von Primarzellen

Die Filterproben des GroRversuches fiihrten zu keiner Induktion von Apoptose nach 24- bzw. 72-
stiindiger Behandlung (Abbildung 30) der NHBEZ.
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Abbildung 30: Relative Apoptose-Level von NHBEZ nach 72-stiindiger Inkubation mit verschiede-
nen BaSOs-Konzentrationen ermittelt durch Durchflusszytometrie am MUSE.

Die Darstellung des Apoptoselevels erfolgt relativ im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (rel.
Apoptoselevel ist 1) als Mittelwert + SD (n = 2, N = 2). Die BaSO4-Konzentrationen waren 0,000526 und
0,00526 mg/cm?. Als Positivkontrolle diente eine 30-miniite Behandlung der Zellen bei 55 °C. (* p < 0,05
Signifikanz zur Kontrolle)

45.4 Inflammatorische Zytokine von Primarzellen

In den NHBEZ der Patienten B304 und B305 waren 8 der 13 untersuchten inflammatorischen
Zytokine oberhalb der methodischen Nachweisgrenze messbar.

Keine Aussage zu eventuellen Effekten kann fiir die Zytokine IFN-a, TL-33, I1L-10, IL-12p70 und
IL-17A gemacht werden, da die gemessenen Werte unterhalb der NG lagen.

Fur die inflammatorischen Zytokine IFN-y, 11-23 und TNF-a konnte kein dosis- oder zeitabhan-
giger Effekt in den NHBEZ beobachtet werden. Fur IL-1p, IL-6, 1L-18 und MCP-1 konnten Ef-
fekte durch die Partikel gemessen werden. Diese waren jedoch, beziiglich der Behandlungszeiten
untereinander bzw. zwischen den Patienten, nicht reproduzierbar, so dass keine Aussage Uber die
Wirkung der Partikel auf diese Zytokine getroffen werden kann.

Fur das inflammatorische Zytokin IL-8 (Abbildung 31) konnte eine dosisabhéngige Zunahme des
Gehalts bei beiden Patienten (ber beide Behandlungszeitrdume beobachtet werden. Wobei sich
auch hier patientenabhéngige Unterschiede beobachten lieRen. Bei einer 24-stiindigen Behand-
lung erhéhte das unverbrannte BaSO., den IL-8-Gehalt um das 1,3-fache (B304) bzw. um das 2-
fache (B305). Das Material des Referenztages erhohte I1L-8 um das 1,4-fache (B304) und 2,5-
fache (B305). Das Material des Nanotages erhéhte IL-8 um das 1,6-fache (B304) bzw. das 2,9-
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fache (B305). Diese Erhéhung durch das Nanomaterial bei einer Partikelkonzentration von
0,0526 mg/cm? in den NHBEZ war signifikant.

Nach 72 Stunden Behandlung erhohte sich der 1L-8-Gehalt der NHBEZ des Patienten 305 bei
einer Konzentration von 0,0526 mg/cm? um das 1,4-fache (unverbranntes BaSO.), um das 4,7-
fache (Referenz) und um das 4,8-fache (Nanotag). Der Patient 304 zeigte ebenfalls eine Erhéhung
des IL-8-Gehaltes, allerdings war die relative Erhthung geringer als bei B305.
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Abbildung 31: Konzentration des Zytokins IL-8 in NHBEZ nach 24- und 72-stiindiger Inkubation
mit verschiedenen Partikel-Konzentrationen des unverbrannten BaSO4 und der Filterstaube des
GroRversuchs des Referenz- und Nanobrennstoffes ermittelt durch FACS-Analyse.

Die Darstellung der Konzentration erfolgt in pg/ml als Mittelwert £ SD (n=1; N=2). Die Partikelkonzent-
rationen waren 0,000526; 0,00526 und 0,0526 mg/cm?. Die methodische Nachweisgrenze ist als Referenz-
linie angegeben. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

4.6 Wirkung von vier verschiedenen Stauben auf A549-Tumorzellen

Die Untersuchungen mit den vier Filterstauben erfolgten an Zellen der Tumorzelllinie A549. Die
Versuche wurden so gestaltet, dass die Materialien direkt mit einander verglichen werden konn-
ten.
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46.1 Vitalitat von Tumorzellen

Die vier getesteten Stdube bewirkten eine dosis- und zeitabhangige Abnahme der Zellvitalitat.
Bei der hochsten getesteten Konzentration von 0,526 mg/cm? senkte das Molybdéanoxid die Vita-
litat auf 81,1 % (bei 24 h) und 79,8 % (72 h). Die Flugasche senkte die Vitalitat auf 72,6 % (24 h)
und 60,9 % (72 h). Der Perlitstaub senkte die Vitalitat auf 67,2 % (24 h) und 34,8 % (72 h). Der
Schweilrauch bewirkte einen Vitalitatsverlust auf 72,1 % (24 h) und 52,65 % (72 h). Aufgrund

der Ubersichtlichkeit wurden die Signifikanzen separat in den Diagrammen dargestellt.
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Abbildung 32: Relative Vitalitat von A549 nach 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen Partikel-
Konzentrationen der vier Filterstdube ermittelt durch den Resazurin-Test.

Die Darstellung der Vitalitdt erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle (100 %
Vitalitat) als Mittelwert £ SD (n = 1, N = 3). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,00526; 0,0526 und
0,526 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)

4.6.2 Glutathiongehalt von Tumorzellen

Eine Behandlung der A549 Zellen mit den Stduben bewirkte fur den Perlitstaub bei einer Kon-
zentration von 0,019 mg/cm? und einer 24-stiindigen Behandlung einen signifikanten Anstieg des
zelluléaren Glutathiongehaltes auf 124 %. Die Flugasche und der SchweifSrauch hingegen senkten
bei einer Konzentration von 0,19 mg/cm? den GSH-Gehalt signifikant auf 57,7 % bzw. 46,2 %.
Der Effekt des SchweiflSrauches war auch bei einer 72-stiindigen Inkubation zu beobachten. Der
GSH-Gehalt wurde auf 36,3 % abgesenkt. Die Verlangerung der Inkubationszeit flihrte in den
Ab549 Zellen bei Behandlung mit der Flugasche jedoch zu einem entgegengesetzten Effekt - einem
Anstieg des GSH-Gehaltes auf 216,9 %.
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Abbildung 33: Relativer Glutathiongehalt von A549 nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
Partikel-Konzentrationen der vier Filterstaube ermittelt durch HPLC.

Die Darstellung des GSH-Gehaltes erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
(100 % rel. GSH-Gehalt) als Mittelwert + SD (n = 2, N = 2). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,0019;
0,019 und 0,19 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)
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Abbildung 34: Relativer Glutathiongehalt von A549 nach 72-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
Partikel-Konzentrationen der vier Filterstaube ermittelt durch HPLC.

Die Darstellung des GSH-Gehaltes erfolgt prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
(100 % rel. GSH-Gehalt) als Mittelwert £ SD (n = 1, N = 2). Die Partikel-Konzentrationen waren 0,0019;
0,019 und 0,19 mg/cm?; (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Signifikanz zur Kontrolle)
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5 Diskussion

Der Verbleib der Nanopartikel im Prozess der Abfallverbrennung wurde im BMBF geftrderten
Projekt ,NanoEmission - Untersuchung des Emmissionsverhaltens von Nanopartikeln (NP) in der
Abfallverbrennung® mit nanoskaligem Bariumsulfat untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
der Groliteil der eingebrachten Nanopartikel in den festen Verbrennungsriickstdnden zu finden
ist. Lediglich ein geringer Prozentsatz wird mit den Abgasen weitergetragen, aber nahezu voll-
stdndig (Abscheideleistung > 99,97 %) durch die eingesetzten Filtermaterialien abgetrennt (Baran
und Quicker, 2017). Eine Studie aus dem Jahre 2008 zu Lebenszyklusmodellierungen kam fiir
Silber-NP, Titandioxid-NP und Kohlenstoff-Nanoréhren zu dem Ergebnis, dass 0,1 — 1 % der
NM nicht Uber den Filter einer MV A zuriick gehalten werden und mit den Abgasen in die Umwelt
getragen werden (Muller und Nowack, 2008).

Die Uberfiinrung der Nanopartikel in die festen Verbrennungsriickstande sowie in die Flug- und
Filteraschen kann aus toxikologischer Sicht zu einer Verlagerung der Probleme in die nachfol-
genden Schritte der Entsorgung, Deponierung oder Weiterverwendung fiihren. Ob eine thermi-
sche Behandlung dabei die toxikologischen Eigenschaften der NP verandert, stand im Fokus der
eigenen Arbeit. Zudem wurde die Toxizitat weiterer Aschen und Verbrennungsriickstande auf
humane Lungenzellen untersucht.

Als Flugasche werden generell alle Feinstdube bezeichnet, die in Riickhalteeinrichtungen von
Verbrennungsanlagen nach der Brennkammer und vor der Zugabe von Sorptionsmaterial gesam-
melt werden (Chandler et al., 1997). Zu beriicksichtigen ist, dass ihre Zusammensetzung und ihre
PartikelgroRenverteilung dabei vom Brenngut, der Art der Verbrennung, den Betriebsbedingun-
gen und dem Filtermaterial abhangig ist (Buha et al., 2014). Und diese wiederum beeinflussen
die toxikologischen Eigenschaften. Eine Studie von Diabaté et al. untersuchte u.a. die toxikolo-
gischen Effekte von Feinstaub aus Hausmidllverbrennungsanlagen (bezeichnet als Flugasche
MAFO02) an der Lungen-Tumorzelllinie A549 und an BEAS-2B-Lungen-Epithelzellen. Die Ex-
position der Zellen mit Flugasche fuir 24 Stunden (0,001 — 0,4 mg/ml) verringerte die Vitalitat der
Zellen mit steigender Konzentration (LDso 0,455 mg/cm? fiir A549), verbunden mit einer Ande-
rung der Integritat der Zellmembran, so dass LDH verstérkt ins Medium freigesetzt wurde. Die
verwendeten Zellen setzten zudem das Chemokin IL-8 frei. Die ebenfalls behandelten Makropha-
gen der Zelllinie NR8383 setzten nach der Behandlung mit der Flugasche das Zytokin TNF-o
frei; eine Freisetzung von IL-8 wurde in den Makrophagen nicht bestimmt (Diabaté et al., 2004).
In der eigenen Arbeit wurde die Wirkung von vier Filterstduben an der Lungenzelllinie A549
untersucht. Dabei bewirkte die Flugasche, ebenso wie die drei anderen Filterstaube, eine dosis-
und zeitabh&ngige Abnahme vitaler A549-Zellen. Ein Vitalitatsverlust von 50 % und damit eine
LDso analog der Studie von Diabaté et al. konnte jedoch nur fiir den Perlitstaub nach 72-stlindiger
Behandlung bestimmt werden (0,288 mg/cm?). Fiir das Molybdanoxid, die Flugasche und den

Schweildrauch bewirkte die 72-stiindige Inkubation bis zur htchsten getesteten Konzentration von
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0,52 mg/cm? keinen Vitalitatsverlust von mindestens 50 %. Der von Diabaté et al. ermittelte
LDso-Wert fiir die Flugasche MAFO02 konnte fur die in dieser Arbeit verwendete Flugasche, nicht
bestétigt werden. Als Hintergrund dieser Beobachtung werden die unterschiedlichen Zusammen-
setzungen der Flugaschen betrachtet. Die MAF02-Asche bestand tiberwiegend aus Chloriden und
Sulfaten von Erdalkalimetallen. Die Flugasche von Herding bestand auch aus verschiedenen Cal-
ciumverbindungen, aber ebenso aus Silizium-, Titan- und Eisen-Verbindungen. Diese Unter-
schiede sowie Anteile toxischer Schwermetalle, kénnten die Stérke des zytotoxischen Potentials
auf die A549-Zellen und damit den nicht reproduzierten LDso-Wert bedingen.

Die vier untersuchten Filterstaube zeigten im direkten Vergleich weitere signifikante Unter-
schiede untereinander. So wurde der zellulare GSH-Gehalt, welcher in direkter Verbindung mit
der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies steht, durch die Exposition mit den Filterstduben in
unterschiedlichen Richtungen beeinflusst. Hierbei ist die These, dass die Bildung reaktiver Sau-
erstoffspezies, verbunden mit einer Regulierung zellularer Antioxidantien, wie beispielsweise
GSH, einen der bedeutendsten Mechanismen der NP-Toxikologie darstellt, zu berticksichtigen
(Donaldson und Tran, 2002; Oberdorster et al., 2005; Li et al., 2008; Manke et al., 2013; Driessen
etal., 2015).

Fur den Schweilirauch und die Flugasche waren die Effekte auf den GSH-Gehalt signifikant. So
bewirkte eine 24-stiindige als auch eine 72-stiindige Behandlung der A549-Zellen mit Schweil3-
rauch eine signifikante Abnahme des intrazellularen GSH-Gehaltes. Die Charakterisierung des
Schweifrauchs ergab, dass es sich bei dieser Probe um reines Eisenoxid handelt, welches in Sus-
pension in DMEM, Partikel von ca. 125 nm und 515 nm aufwies. Die Toxizit4t von Eisenoxid-
Nanopartikeln als auch von groReren Eisenoxid-Partikeln beruht, geméaf verschiedener Studien,
vor allem auf der Induktion von oxidativem Stress und den damit verbundenen zelluldren Fol-
gereaktionen, wie etwa einem Glutathion-Mangel oder der Freisetzung inflammatorischer Zyto-
kine (SRU, 2012). Eine Freisetzung inflammatorischer Zytokine wurde in dieser Arbeit fur die
Wirkung der Filteraschen nicht gesondert untersucht. Da die Senkung des GSH-Gehaltes jedoch
sowohl in der eigenen Arbeit als auch in anderen, unabhdngigen Studien nach der Exposition mit
Eisenoxid-Partikeln beobachtet wurde, wird ein hohes oxidatives Stresslevel in den A549 daher
als die Hauptursache fiir die Abnahme des GSH nach der Behandlung mit den Schweirauch-
Partikeln angenommen. Die Inkubation der A549 mit Flugasche fiihrte nach 24 Stunden ebenfalls
zu einer signifikanten Abnahme des GSH-Gehaltes. Nach einer verlangerten Behandlung tber 72
Stunden hingegen kam es zu einer signifikanten Erhohung des GSH-Gehalts. Dieses Ergebnis
bestéatigt Frau Fritsch-Decker in ihrer Studie an murinen Makrophagen. Dort fiihrte die Flugasche
zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und damit zur Entstehung von oxidativem Stress in den

Zellen. Dies fihrte einerseits zu einer Erhdhung des zelluldaren GSH-Gehaltes (Fritsch-Decker,
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2008), welcher als anti-oxidativer Schutzmechanismus der Zelle eine zentrale Rolle in der Ab-
wehr von ROS spielt, und andererseits zur Freisetzung von IL-8 und TNF-a (Vergleich auch
(Diabaté et al., 2004)), was auf eine Entziindungsreaktion in den Zellen hindeutet.
Unterschiedliche toxikologische Wirkungen der Filteraschen resultieren zusammenfassend aus
den verschiedenen qualitativen und quantitativen Zusammensetzungen der Proben. So besteht das
Molybdéanoxid qualitativ aus verschiedenen Oxiden des Molybdéns, enthalt aber ebenso Alumi-
niumoxid, Siliziumoxid und Kaliumchlorid und zeigte in Suspension Partikel von ca. 314 nm.
Die untersuchte Flugasche hingegen ist qualitativ eine Mischung aus Calciumsulfat, Quarz, Ei-
senoxid, weiteren Calciumverbindungen, Titandioxid und wasserhaltigen Sulfaten. Die Partikel
zeigten in Suspension GréRen von 125 nm und von 759 nm — sie waren damit kleiner als auch
groRer als die Partikel des Molybdanoxid-Staubs. Auch der Perlitstaub zeigte in Suspension Par-
tikelgréBen von 111 nm und 502 nm und setzte sich qualitativ aus Quarz und Aluminiumverbin-
dungen zusammen. Der Schweilrauch hatte ahnliche Partikelgréen wie der Perlitstaub (125 nm
und 515 nm) -besteht aber aus reinem Eisenoxid. Begriindet auf den unterschiedlichen Potenzia-
len der Metalle und ihrer Oxide bezlglich ihrer Induktion von ROS, kénnten die Unterschiede in
der toxikologischen Wirkung primér aus diesen resultieren. Inwiefern die Partikelgréen die Un-
terschiede in den toxikologischen Potentialen bedingen, miisste in direkt vergleichenden Studien
mit Aschen gleicher Zusammensetzung aber anderer PartikelgrofRen weiter untersucht werden.
Da keine entsprechenden Ascheproben zur Verfligung standen, konnte dieser Aspekt in der eige-
nen Arbeit nicht nher betrachtet werden.

Wissenschaftliche Studien, die sich direkt mit der vergleichenden Untersuchung toxikologischer
Eigenschaften von thermisch unbehandelten und behandelten Nanopartikeln auf Mensch und Um-
welt besché&ftigen, gibt es momentan nicht. Mit diesem Vergleich beschaftigte sich die vorlie-
gende Arbeit anhand des Materials Bariumsulfat.

Nano-Bariumsulfat findet heutzutage, aufgrund seiner mechanischen, optischen und chemischen
Eigenschaften, Anwendung als Filler in Oberflachenbeschichtungen, in Farben und Lacken, in
der Kosmetikindustrie oder in der Medizin (Petrova et al., 2008). Es eignete sich im Falle der
vorliegenden Arbeit und dem damit verbundenen Projekt ,NanoEmission besonders gut als Mo-
dellsubstanz aufgrund seiner Quantifizierbarkeit in den Teilstromen der Abfallverbrennung einer
realen Millverbrennungsanlage als auch einer Technikumsanlage. Die Hintergrundbelastung ist
im Vergleich zu Titan oder Zink, deren Oxide ebenfalls wie BaSO. zu den poorly soluble particles
(schwer ldsliche Partikeln - PSP) gehtren (Konduru et al., 2014), relativ gering, und es kam somit
zu keiner Konkurrenz, d.h. Uberlagerung mit bereits regular im Mll enthaltenen NM und Ele-
menten.

Bariumsulfat selbst ist gemall GHS nicht als Gefahrstoff eingestuft. Als anorganische Verbindung

mit einer geringen Wasserloslichkeit (3,1 mg/L bei 25 °C und pH 9) erflillt BaSO., gemaR der
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Verordnung Nr. 1907/2006 (REACH) Artikel 14 (4), wahrend seines Lebenszyklus nicht die Kri-
terien zur Einstufung als ,geféhrlich‘. Bariumsulfat gilt als stabile Verbindung, deren Biokon-
zentration und Bioakkumulation als vernachldssigbar gering eingestuft wird. In SuBwasser wurde
eine PNEC (predicted no effect concentration - die vorausgesagte Konzentration eines Stoffes,
bis zu der sich keine Auswirkungen auf die Umwelt zeigen) fir aquatische Organismen von
115 pg/L und fir terrestrische Organismen ein PNEC im Boden von 207,7 mg/kg Boden TG fest-
gelegt (ECHA 2020). Fur inhalativ aufgenommenes Bariumsulfat wurde ein DNEL-Wert (syste-
misch) von 10 mg/m?® angegeben (DGUV 2018). Fiir alveolengéangiges BaSO, wurde zudem ein
MAK-Wert von 0,3 mg/m?® festgelegt. Fir einatembares BaSO4 betragt der MAK 4 mg/m?®. BaSO4
wird bezlglich einer Gefahrdung wahrend der Schwangerschaft in die Gruppe C eingestuft, d.h.
»Eine fruchtschidigende Wirkung braucht bei Einhaltung des MAK- und BAT-Wertes nicht be-
flrchtet zu werden.” (DFG, 2020). Landsiedel et al. ermittelten in ihrer Studie fir Ratten einen
NOAEC von > 50 mg/m? fiir BaSO4 (Landsiedel et al., 2014). Zum Vergleich wurde fiir CeOx,
welches in dieselbe Kategorie wie BaSO, - den PSP - fillt, ein NOAEC von < 0,5 mg/m? ermittelt
(Keller et al., 2014).

In einem ersten Schritt der eigenen Untersuchungen wurde die Wirkung des reinen, thermisch
unbehandelten BaSOs-Nanomaterials auf humane primére Lungenzellen untersucht. Dabei wur-
den die Endpunkte Vitalitat, Apoptose, intrazellularer Glutathiongehalt sowie inflammatorische
Zytokine in NHBEZ und PLZ betrachtet. Beziiglich der Vitalitat wurde einerseits der Verlust
metabolischer Aktivitat und andererseits die Veranderung der Integritét der Zellmembran gemes-
sen. Die Bestimmung des intrazellularen GSH-Gehaltes ermdglicht einen Rickschluss auf die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies. GSH stellt das bedeutendste Antioxidans der humanen
Zelle dar. Unter der Einwirkung von ROS kommt es in einer ersten Reaktion zu einer Erniedri-
gung der reduzierten Form des GSH und damit zu erhdhten GSSG-Gehalten (oxidierte Form des
GSH). In Folge dieses veranderten Verhéltnisses kann die Zelle, im Zuge einer Zellantwort, die
Synthese des GSH erhdhen wie Nel et al. in ihrem Review, welcher die Ergebnisse verschiedener
Studien Uber das toxikologische Potential von NP zeigt, darlegen (Nel et al., 2006).

In der eigenen Arbeit wurde die Wirkung des BaSO4 neben den Experimenten an humanen Lun-
genzellen, auch auf die Alge Chlamydomonas reinhardtii, auf den Wasserfloh Daphnia magna
und auf Leuchtbakterien Vibrio fischeri untersucht. Diese Modellorgansimen stellen robuste Sys-
teme zur Untersuchung 6kotoxikologischer Potentiale dar.

In vielen der bereits durchgefiihrten Studien Gber die Wirkung von Nanomaterialien wird BaSO4
als Referenzmaterial eingesetzt. Eine Studie von Loza et al. publizierte, dass sich BaSO, als iner-
tes Material sehr gut fiir Untersuchungen zur Unterscheidung von Partikeleffekten und chemi-

schen Eigenschaften eignet (Loza et al., 2016).
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In den eigenen Untersuchungen an NHBEZ und PLZ wurde die Aufnahme der BaSO4-NP in die
Lungenzellen mittels ICP-MS Analyse und NanoSIMS bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass
die Zellen nanoskaliges BaSO. dosisabhangig aufgenommen haben. Dass BaSO. Partikel auch
von anderen Zelltypen aufgenommen werden, konnten Sokolova et al. in ihrer Studie an priméren,
phagozytierenden Knochenmarkzellen der Maus zeigen. Sowohl dentritische Zellen als auch
Makrophagen nahmen Partikel in den Grélzen 40 nm, 420 nm und 1 pm dosis- und zeitabhangig
auf, wobei die Makrophagen eine hohere Partikelkonzentration aufwiesen als die dentritischen
Zellen. Die Partikel waren in den Phagosomen und Heterophagosomen lokalisiert, was die NP-
Aufnahme via Phagozytose bestatigt (Vergleich Studien (Geiser und Kreyling, 2010; Yokel et al.,
2014)). Die nanoskaligen Partikel konnten zudem im Zytosol nachgewiesen werden, was auch
die NanoSIMS-Aufnahmen der NHBEZ bestatigen. Eine Aufnahme der Partikel in den Zellkern
konnte sowohl in der eigenen Arbeit als auch in anderen Studien nicht beobachtet werden
(Sokolova et al., 2018).

Weitere Studien betrachteten die Aufhahme von NP in die Zelle mittels mikroskopischer Metho-
den ebenfalls. So zeigte die Arbeit von Dorn das Aluminiumoxid-, Titandioxid-, Eisenoxid-, Zin-
koxid- und Ceroxid-NP von Lungenzellen endosomal aufgenommen werden und sich zusétzlich
direkt an der Zelloberflache anlagern (Dorn, 2015). Fir Eisenoxid-Nanopartikel konnte in huma-
nen intestinalen Epithelzellen (Caco-2) ein analoger Mechanismus beschrieben werden. Die Auf-
nahme der Partikel erfolgte jedoch nicht gleichmé&Rig und war abhé&ngig von den Oberflachenei-
genschaften der NP. Eine Protein-Beschichtung (mit FBS) der NP reduzierte beispielsweise die
Aufnahme der NP in die Zellen (Lichtenstein et al., 2014).

Zusétzlich zu dem Effekt des Oberflachen-Coatings konnte in der Arbeit von Dorn der Einfluss
einer Zellform-Veranderung beziiglich der Aufnahme der NP in die Zelle gezeigt werden. Die
Dehnung der Zellen simulierte unter in vitro Bedingungen die Zellformverdnderung wahrend des
physiologischen Atemvorgangs. Die gedehnten Lungen-Epithelzellen (primére Typ-II-
Pneumozyten aus der Rattenlunge (mannliche Sprague Dawley Ratte)) nahmen dabei weniger
Ce0--NP auf als ungedehnte Zellen (Dorn, 2015).

Bei der Ubertragung toxikologischer in-vitro-Daten auf den Gesamtorganismus ist somit beziig-
lich der Toxikokinetik und einer Partikelbeladung der Zelle, der Einfluss des in der Lunge vor-
handenen Surfactant (bestehend aus Phospholipiden und Proteinen) sowie die Bewegung der Zel-
len durch den Atemvorgang von Bedeutung. Aus alteren Studien ist zudem bekannt, dass alveo-
lare Zellen des Typ Il (ATII) bei Dehnung eine erhdhte Sekretion von Surfactant haben (Wirtz
und Dobbs, 1990). Inwieweit sich der Surfactant wiederum verstarkend oder vermindernd auf die
Aufnahme und die Toxikologie der NP auswirkt ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten und
nicht abschlieBend geklart (Mousseau und Berret, 2018; Zhao et al., 2019). Sicher ist, dass NP

und Surfactant miteinander agieren und NP als Verbindungen zwischen Surfactant-Vesikeln fun-
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gieren konnen. Diese ,Sticker‘-Funktion ist besonders ausgepragt, wenn sich die Oberflachenla-
dungen stark unterscheiden. Eingeatmete Nanopartikel kdnnten so die Grenzflachen- und Ge-
samteigenschaften des Lungen-Surfactants beeinflussen und die Lungenphysiologie storen
(Mousseau und Berret, 2018).

Dass die Oberflachenbeschichtung der Partikel einen entscheidenden Einfluss auf das toxikolo-
gische Potential von NP haben kann, zeigt eine Studie von Romera et al. Dort zeigten mit Lipid
beschichtete Carbon-Nanotubes (CNTSs) beispielsweise eine verminderte Lebertoxizitat im Ver-
gleich zu unbeschichteten CNTs (Romero et al., 2011).

Fur die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde dem Kulturmedium ein Tensid zugesetzt
um die NP stabil zu dispergieren. Die Verwendung eines Proteins, wie z.B. fetales Kalberserum
(FBS), war aufgrund eines veranderten Wachstums der NHBEZ und PLZ - es forderte ein ver-
starktes Wachstum von Fibroblasten in den Kulturen, die nicht Gegenstand der Arbeit sein sollten
- nicht praktikabel. Ohne diesen Zusatz lagen die BaSO4-NP in groBeren Aggregaten und Agglo-
meraten mit Dimensionen >1 pum vor, die zudem nicht gleichbleibend homogen waren. Die Be-
handlung der Zellen und der Modell-Organismen fr die 6kotoxikologischen Tests erfolgte somit
mit einer NP-Suspension mit Tensidzusatz. Dies ist bei einem Vergleich der Ergebnisse mit an-
deren Studien, die eine Inkubation beispielweise an der Air-Liquid-Grenze (ALI) als NP-Aerosol
durchfiihren zu beriicksichtigen, da die Ergebnisse belegen, dass die Art der Exposition einen
Einfluss auf die Toxizitat haben kann. Es konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mittels Ae-
rosol an der AL bereits bei geringeren Dosen zu einer Freisetzung von Zytokinen in A549-Zellen
flhrte als bei einer Behandlung in Submers-Kultur (NP-Suspension) (Loret et al., 2016).

Die verwendete Konzentration des Tensids zeigte keinen toxikologischen Effekt auf die Primér-
zellen, Algen oder Leuchtbakterien. Die Daphnien hingegen zeigten bereits durch die Verwen-
dung des Tensids einen Verlust der Schwimmféhigkeit von 70 % im Vergleich zu einer Kontroll-
gruppe ohne Tensidzusatz im Medium. Dieser Effekt wurde bei der NP-Exposition der Daphnien
einberechnet, um den Partikel-Effekt differenzieren zu kénnen (Foth et al., 2017). Inwiefern die
beobachteten Effekte auch bei Untersuchungen mit BaSO4-Suspension ohne Tensid reproduzier-

bar waren, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

Da die toxikologischen Eigenschaften der NP eng mit deren physikalischen und chemischen Ei-
genschaften verbunden sind, wurden die Partikel und die Suspensionen hinsichtlich der Partikel-
groRenverteilung, ihrer Oberflachenladung und ihrer Léslichkeit untersucht. Die beiden geteste-
ten, nanoskaligen Bariumsulfate der Firmen Solvay und Huntsman zeigten in der rasterelektroni-
schen Betrachtung eine PrimarpartikelgréRe von 60 nm. Beide Materialien besitzen kein Oberfla-
chen-Coating und zeigen in Suspension mit AECG-Medium eine PartikelgroRe von 94 bzw.
107 nm, ein Zeta-Potential von -23 bzw. -25 mV sowie eine spezifische Oberflache von 43,4 bzw.
31,25 m?/g.
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Die beiden Materialien sind demnach beziglich ihrer strukturellen Eigenschaften sowie ihrer Par-
tikelgrofie und Stabilitat in Suspensionen miteinander vergleichbar.

In den Zytotoxizitats-Studien dieser Arbeit bewirkten beide Nano-Materialien bei einer 24-stiin-
digen Behandlung im Resazurin-Test keine signifikante Abnahme vitaler Zellen bis zu einer Kon-
zentration von 0,0263 mg/cm?. Erst bei hoherer NP-Konzentration bewirkten beide Materialien
einen dosis- und zeitabhangigen Vitalitatsverlust. Im direkten statistischen Vergleich zeigten sich,
trotz Unterschieden bei den hohen BaSO4-Konzentrationen (z.B. Anstieg der LDH-AKktivitét in
NHBEZ und PLZ bei dem Material von Solvay bei 0,526 mg/cm? sowie eine Abnahme des Gluta-
thion-Gehaltes bei 0,19 mg/cm? BaSQy4), keine signifikanten Unterschiede in der toxikologischen
Wirkung, bezogen auf gleiche Dosisgruppen, beider NP. Beide Nanomaterialien induzierten bis
zu einer Konzentration von 0,19 mg/cm? keine Apoptose in den NHBEZ und PLZ. Auch die Auf-
nahme der Partikel in die Zellen ist im direkten Vergleich an den NHBEZ eines Patienten fiir
beide Materialien vergleichbar (Abbildung 15). Ahnliche Ergebnisse zeigten Schremmer et al. an
alveolaren Makrophagen der Ratte (NR8383). Eine 16-stiindige Behandlung mit 0,032 —
0,160 mg/cm? BaSO4-NP bewirkte keine Zytotoxizitat, keine Freisetzung von Zytokinen und
keine Migration der NR8383-Zellen (Schremmer et al., 2016). Die Studie verweist auf eine wei-
tere Untersuchung bei der fir BaSOs, ein 1Cso-Wert (Konzentration die zu 50 % Vitalitatsverlust
fuihrte) von 0,456 mg/cm? fiir die NR8383 ermittelt wurde (Westphal et al., 2015). Dieser ICso-
Wert konnte in der vorliegenden Arbeit an den NHBEZ und PLZ nicht ermittelt werden, denn
nach 24-stiindiger Inkubation konnte sogar bis zur hochsten, getesteten Konzentration von
0,526 mg/cm? kein Vitalitatsverlust von 50 % verzeichnet werden.

Eine Behandlung humaner Bronchialepithelzellen (NCI-H292) mit 0,0025 — 0,04 mg/cm? BaSO,-
NP-Suspension (PartikelgroBe in PBS-Suspension ~ 3817 = 1227.1 nm, Oberflachenladung
—16.4 mV, PriméarpartikelgréRe 32 nm, Oberflache 39 m?/g) tiber 24 Stunden bewirkte ebenfalls
keinen Vitalitatsverlust (bestimmt mittels WST-1-Test), keine Freisetzung von IL-8 oder eine
Modulation von m-RNA (fiir IL-8) sowie keine Veranderung in der m-RNA Expression von Su-
peroxiddismutase (SOD2) und Hdmoxygenase (HO-1) (Delaval et al., 2017). Wie an den Charak-
terisierungsdaten zu erkennen, lagen die BaSOs-Partikel in dieser Studie von Delaval als Agglo-
merate, mit Dimensionen um die 4 um vor und waren somit um ein Vielfaches groRer als die
Partikel der eigenen Studien. Es zeigten sich vergleichbare toxikologische Effekte wie bei den
Experimenten mit nanoskaligem BaSO,4 (~100 nm) an den NHBEZ und PLZ, was auf eine ver-
gleichbare Oberflachendosis hindeutet.

Ubersichtsstudien postulieren mittlerweile, dass es keine nanospezifischen Wirkmechanismen
gibt oder dass sich die Biokinetik der NP nicht grundlegend von grofieren Partikeln unterscheidet
(Gebel et al., 2014).

Allgemein bekannt ist, dass die GroRe von Agglomeraten von der Partikel-Konzentration abhén-

gig ist (Konduru et al., 2014) und dass die gleichen Partikel mit unterschiedlichen GréR3en in
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wissenschaftlichen Studien auch Unterschiede in deren Wirkungsgrad zeigen kénnen (Landsiedel
et al., 2010; Johnston et al., 2013). Fiir BaSO4 konnte gezeigt werden, dass sowohl die Partikel-
grole als auch die Expositionsart die Eliminationskinetik und damit die Clearance der Partikel
aus der Lunge beeinflusst (Cember et al., 1955; Cember et al., 1956; Konduru et al., 2014). Dies
gilt gleichermalien auch fiir andere Nanopartikel (Osier und Oberdoérster, 1997; Baisch et al.,
2014), so dass aus subjektiver Sicht toxikologische Untersuchungen eines NM immer mit einem
identischen makroskaligen Material verglichen werden sollten.

Mikroskaliges BaSO. zeigte an der Tumorzelllinie A549 bis zu einer Konzentration von
0,25 mg/ml keinen Effekt auf die Vitalitat der Zellen. Es wurden jedoch Hinweise auf erhdhte
Exkretion von IL-8 bei dieser Konzentration gefunden. Zudem war der GSH-Gehalt signifikant
erniedrigt (Monteiller et al., 2007). Dieser Effekt der GSH-Abnahme konnte auch in der eigenen
Arbeit in den PLZ bei einer BaSOs-Konzentration von 0,19 mg/cm? (entspricht 1 mg/ml) beo-
bachtet werden (Abbildung 9). Die Studie von Monteiller et al. konnte einen klaren, signifikanten
Zusammenhang zwischen dem GSH-Gehalt und der Partikeloberflache herausarbeiten. Die Na-
nopartikel zeigten dabei, aufgrund ihres Oberflache-zu-Massenverhdltnis, welches groRer ist als
das mikroskaliger Partikel, grof3ere Effekte als das Mikromaterial (Monteiller et al., 2007). Auch
hinsichtlich anderer toxikologischer Endpunkte sind Unterschiede zwischen nano- und mikroska-
ligen Partikeln bezuglich deren Schwere bekannt. So zeigten verschiedene NP wie TiO,, Talkum
oder Carbon Black eine 2- bis 2,5-fach héhere Potenz fiir kanzerogenes Potential als die mikros-
kaligen Partikel (Gebel, 2012).

Beziglich der Clearance ist es zudem von entscheidender Bedeutung, ob es sich um PSP oder
um losliche Partikel handelt oder ob sich Loslichkeiten unter in vivo Bedingungen u. U. wider
Erwarten anders verhalten als in Simulationsflussigkeiten.

Vergleichend zu den Ergebnisse aus den in vitro Experimenten bewirkten Inhalationsstudien mit
50 mg/m® BaSQ, Uiber 5 Tage an Ratten keine signifikante pulmonale oder systemische Antwort
(Landsiedel et al., 2010). Auch eine verlangerte inhalative Exposition tUber 4 bzw. 13 Wochen
mit dieser Partikelkonzentration bewirkte weder einen Einfluss auf das Kdrpergewicht noch mor-
phologische Verdnderungen in der Lunge oder extrapulmonaler Organe (Konduru et al., 2014).
28 Tage nach intratrachealer Instillation hatte sich das Barium vorwiegend in den Knochen ange-
reichert (29 %). 16 % der applizierten Partikel befanden sich nach dieser Zeit noch in der Lunge.
Ein groRer Anteil (30 %) wurde tber den Kot ausgeschieden wohingegen lediglich 4 % (ber den
Urin den Korper exkretiert haben.

Hervorzuheben ist die, im Vergleich zu anderen NP, speziell zu anderen PSP, sehr kurze Halb-
wertzeit des BaSO, von 9,6 Tagen (Konduru et al., 2014).

Diese Beobachtung machten auch Molina et al. in ihrer zweijahrigen Inhalationsstudie an weib-
lichen Wistar Han Ratten. Sie ermittelten eine stetige Akkumulation von Bariumsulfat in der

Lunge bis zur Expositionsdauer von einem Jahr. In dem folgenden Jahr kam es trotz andauernder
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Exposition zu einem Gleichgewicht zwischen Einlagerung und Clearance des Bariumgehaltes
(Molina et al., 2019). Die in der Studie von Konduru et al. ermittelte Halbwertzeit verlangerte
sich in der zweijahrigen Studie. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Lungen-Clearance mit
steigender Barium-Beladung verlangsamte. Aus Sicht der Autoren konnte die Beeintrachtigung
der Reinigungsmechanismen wie der mukozilidren Reinigung und der NP-Ldsung in den Phago-
lysosomen der Grund hierfir sein. Auch nach einer Expositionsdauer von zwei Jahren bzw. einer
einmaligen intratrachealen Instillation mit steigenden BaSO4-NP Konzentrationen zeigten sich
die hochsten Bariumgehalte in der Lunge, den Lymphknoten (tracheobronchial und mediastinal),
in den Knochen und im Knochenmark. Die vergleichende Studie mit BaSO.-NP und l6slichem
BaCl, konnte jedoch klaren, dass die Verteilung des BaSO4 von der Lunge in die Knochen Uber
Ldsungsvorgange erfolgen muss (dies konnte die Studie von Konduru et al. 2014 nicht kléren)
und die Lésung in den Phagolysosomen alveolarer Makrophagen erfolgt. Lediglich in den trache-
obronchialen Lymphknoten, speziell in den Endosomen phagozytierender Zellen, konnte ein klei-
ner Teil intakter BaSO4-NP nachgewiesen werden. Der Transport wird via lymphatischer Zirku-
lation postuliert. Ebenso erfordert der Mechanismus, wie das Barium aus den Phagolysosomen in
das Blut und in extrapulmonale Organe transportiert wird, gemaR der Autoren, noch weitere Un-
tersuchungen (Molina et al., 2019).

Eine intratracheale Instillation von BaSO, bewirkte, in der Studie von Konduru et al., 24 Stunden
nach der Exposition eine akute, dosisabhangige Entziindungsreaktion in der Bronchoalveolar La-
vage (BAL). Die Neutrophilen-Anzahl war erhéht, die Myeloperoxidase sowie LDH waren eben-
falls erhoht. Auch die inhalative Exposition der Ratten (iber 13 Wochen bedingte eine leichte
Entziindungsreaktion, die mit erhéhter y-Glutamintransferase (GGT) und alkalischer Phosphatase
(ALP) einherging. Auch eine Erh6hung der Neutrophilen konnte beobachtet werden. Diese war
bei der IT-Instillation jedoch wesentlich ausgepréagter. Das Chemokin MCP-1 wurde durch die
inhalative Exposition ebenfalls induziert. Dieser Effekt war zeitabhangig, d.h. der Gehalt an
MCP-1 war nach 13 Wochen héher als nach 4 Wochen. Auch in der hier vorliegenden Arbeit
zeigten die NHBEZ einen veranderten MCP-1 Gehalt nach 24 stiindiger und 72 stiindiger Expo-
sition mit nanoskaligem BaSO..

Alle erhéhten Parameter der in-vivo-Studie, nach 4-wdchiger Behandlung der Tiere, hatten nach
einer 35-tagigen Post-Expositions-Phase wieder Normalniveau erreicht. Dies konnte fiir die 13-
wdchige Exposition nicht beobachtet werden (Konduru et al., 2014). Die von Schwotzer et al.
durchgefuhrte Inhalationsstudie mit nanoskaligem BaSO, Uber einen Zeitraum von 90 Tagen
konnte die schnelle Elimination von BaSO.-NP im Vergleich zu anderen PSP, deren Halbwerts-
zeiten in der Regel bei ca. 70 Tagen liegen, ebenfalls bestitigen (Schwotzer et al., 2017). Auch
in dieser Studie zeigten sich keine signifikanten Anderungen beim Korpergewicht oder der Nah-
rungsaufnahme der Versuchstiere. Ebenso wie bei der Studie von Konduru et al. konnte ein sig-

nifikanter Anstieg von Neutrophilen in der BAL beobachtet werden. Neutrophile stellen einen
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hoch sensiblen Marker fiir inflammatorische Reaktionen dar. Nach Beendigung der Exposition
normalisierte sich die Anzahl an Neutrophilen aber wieder, ebenso wie die signifikante Erh6hung
des Proliferationsmarkers Ki67. Die in der Studie ebenfalls bestimmten Marker fiir Apoptose (ge-
spaltene Caspase-3) und fiir Gentoxizitit (YH2AX und 8-OHdG) wurden durch die Behandlung
mit BaSO4 nicht beeinflusst. Das Ergebnis des negativen Apoptosemarkers deckt sich mit den
eigenen Forschungsergebnissen an den NHBEZ und PLZ, die ebenfalls keine Induktion von
Apoptose nach der Exposition mit dem BaSO4 zeigten.

Die Behandlung der Ratten mit BaSO. fuhrte zu einer verstarkten Anreicherung von partikel-
beladenen Makrophagen im Lungengewebe und den assoziierten Lymphknoten. Unter histo-pa-
thologischen Gesichtspunkten verursachte das BaSO4 deutliche Veranderungen in der Rattennase.
So zeigte sich eine Hyperplasie der Mucus-Zellen. Eosinophile Leukozyten konnten im olfakto-
rischen und respiratorischen Epithel nachgewiesen werden. Diese Effekte waren bereits nach 28
Tagen Exposition messbar und auch Post-Exposition persistent. Eine chronische Inhalationsstu-
die Uber ein Jahr an Ratten mit einer BaSO4- Konzentration von 50 mg/m? fiihrte zu einer Akku-
mulation von Barium in der Lunge - verbunden mit einer deutlichen Entziindung, mit leichter
Fibrose und interstitieller Lipoproteinose. Es waren jedoch keine pra-neoplastischen oder neo-
plastischen Verénderungen erkennbar (Ernst et al., 2017).

Eine Studie von Cordelli et al. erforschte das mégliche gentoxische Potential von nanoskaligen
BaSO4 nach einer 3- und 6-monatigen Hole-Body-Exposition an Ratten. Eine BaSOs-Konzentra-
tion von 50 mg/m? zeigte hierbei keinen Hinweis auf eine Gentoxizitét. Die Untersuchung beziig-
lich DNA-Strang-Briichen an Leukozyten im Comet-Assay als auch mogliche Genmutationen und
Chromosomenaberrationen in Erythrozyten zeigten keine Auffalligkeiten (Cordelli et al., 2017).
Ergénzend zu diesen Ergebnissen, steht eine chronische Exposition gegeniiber hohen Dosen mik-
roskaligem BaSO., gemdaR dlterer Untersuchungen, im Verdacht bei Grubenarbeitern eine
Pneumokoniose mit anschlieBender, moglicher Fibrose auszuldsen (Levi-Valensi et al., 1966;
Doig, 1976; Dosios und Karydas, 2003).

Ist die Abhangigkeit der PartikelgroBe auf die Toxizitat noch nicht abschlieend geklart, so ist es
beziiglich anderer Eigenschaften, wie beispielweise dem Verhalten bei thermischer Behandlung,
wiederum von entscheidender Bedeutung welche GroRe die Partikel haben (Naito et al., 2018).
Fur das Schmelzverhalten von NP bei thermischer Behandlung kann dies zwei unterschiedliche
Auswirkungen haben. So kann es zum Beispiel zu einer VVerringerung der Schmelztemperatur des
NM im Vergleich zum mikroskaligen Material kommen. 4 nm Goldpartikel zeigten eine
Schmelztemperatur, die ca. 400 °C unter der von mikroskaligen Partikeln lag (Buffat und Borel,
1976; Nanda, 2009). Lang et al. konnten den Effekt der erniedrigten Phaseniibergangstemperatur
ebenfalls an nanoskaligen CeO, nachweisen. So kam es bei der thermischen Behandlung von

feinzerstdubten CeO2-NP, bei Temperaturen zwischen 1450 bis 1750 °C, zu einer Verringerung
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der PartikelgroRe und einer Erh6hung der Partikel-Anzahl. Dieses Ergebnis wird auf ,,eine inten-
sive Verdampfung oder Sublimation der Ceroxidpartikel und eine Rekondensation in kiihleren
Zonen der Flamme* zuriickgefiihrt. Mikroskaliges CeO; besitzt unterdessen einen Schmelzpunkt
von (ber 2000 °C (Lang et al., 2015). Auch fir das in dieser Arbeit verwendete BaSO, konnte
dieser Effekt beobachtet werden. So begann das nanoskalige BaSQO, bereits bei einer Temperatur
von 532 °C zu schrumpfen, wohingegen das mikroskalige Material erst auf 650 °C erhitzt werden
musste (Baran und Quicker, 2017).

Unter bestimmten Voraussetzungen kann aber auch eine Erhéhung der Schmelztemperatur auf-
treten. An Blei-NP, welche in einer Aluminiummatrix eingebettet waren, konnte dieser Effekt
beobachtet werden, da das Schmelzverhalten von eingeschlossenen NP von der Grenzflachen-
struktur zwischen den NP und der Matrix in der sie eingebettet sind, beeinflusst wird. In diesem
Fall herrschte eine epitaxische Verbindung zwischen den NP und der Al-Matrix vor, die die er-
hohte Schmelztemperatur bedingt (Sheng et al., 1996; Lu und Jin, 2001).

Fur das Verhalten von NP bei thermischer Behandlung sind zusammenfassend demnach verschie-
dene Punkte zu beachten:

Sind die NP in einer Matrix eingebettet und wenn ja, um welches Matrixmaterial handelt es sich?
Welche Schmelz- und Siedepunkte haben die Nanomaterialien im Vergleich zu dem
mikroskaligem Pendant? Welche Redoxreaktionen des NM miissen beachtet werden?

Fur das in dieser Studie verwendete BaSO4 konnte nach einer thermischen Behandlung tiber meh-
rere Stunden bei 900 °C (gegluhtes BaSQ.) keine Veranderung der Kristallstruktur oder der Par-
tikelgroRe beobachtet werden (Fraunhofer, 2017).

Die direkten toxikologischen Untersuchungen zwischen dem unverbrannten und geglihten
BaSO4an NHBEZ zeigten, dass in Bezug auf die metabolische Aktivitét, die Integritat der Zell-
membran, der Beeinflussung des zellularen Glutathiongehaltes und der Induktion von Apoptose
zwischen den Materialien bei den getesteten Konzentrationen (0,000526; 0,0526 und
0,526 mg/cm?) kein Unterschied festgestellt werden konnte. Keiner der vier genannten Endpunkte
zeigte eine signifikante Beeinflussung nach der Inkubation. Ebenso konnte kein materialspezifi-
scher Unterschied bei den gemessenen inflammatorischen Zytokinen festgestellt werden. Eine
derartige thermische Behandlung des nanoskaligen Bariumsulfats zeigte demnach kein verander-
tes toxikologisches Potential in Bezug auf die untersuchten Endpunkte. Ob sich andere NP analog
dieser Untersuchung verhalten, sollte Gegenstand weiterer Studien werden.

Dass auch die Partikelanzahl fir das Verhalten von NP in der Verbrennung relevant ist, zeigte die
Studie von Vejerano et al. in einer Labor-Brennkammer (Vejerano et al., 2014). So erhohte sich
der Anteil von NP im Rohgas je geringer der urspriingliche Anteil im Brenngut war. Grund hierftr
ist, dass hoher konzentrierte NP eher zu Agglomeration neigen und dann in den festen Verbren-

nungsruckstanden verbleiben. Im Umkehrschluss konnte dies unter Umstdnden bedeuten, dass

62



ein héherer Eintrag von Nanopartikeln in den Siedlungsabfall gleichzeitig eine verringerte Anzahl
an freien NP bedeutet. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sich die Morphologie oder Par-
tikelgroRe der verwendeten NP durch die Verbrennung nicht verénderte. Dies konnte die Studie
zum Verhalten von CeO; in einer Schweizer Mullverbrennungsanlage bestétigen. Auch in dieser
zeigten sich keine physikalischen oder chemischen Verénderungen der NP unter realistischen Be-
dingungen, wie Temperaturen bis zu 1200 °C und wechselnden oxidativen/reduktiven Bedingun-
gen in der Anlage (Walser et al., 2012).

Der GroRteil der verbrannten NP konnte in den festen Verbrennungsriickstanden wiedergefunden
werden. Dies bestatigten sowohl die genannten Studien als auch das Gesamtprojekt ,NanoEmis-
sion‘ (Fraunhofer, 2017). Da ein Austrag der NP Uber den Abgasstrom in die Filter aber ebenfalls
detektiert wurde und dieser Weg die wahrscheinlichste Mdglichkeit eines direkten Kontakts zwi-
schen NP und der Umwelt, respektive Mensch und Tier, darstellt, wurden die nanoskaligen An-
teile der Filterrtickstande aus dem Verbrennungsversuch im Technikumsmalistab als auch aus der
Verbrennung in der GroRanlage (MVA) in dieser Arbeit ebenfalls an NHBEZ auf ihr toxikologi-
sches Potential im direkten Vergleich untersucht.

Mit den Filterproben aus der RWTH Aachen (Technikum) standen vier Materialien zur Verfi-
gung, die unter spezifischen und reproduzierbaren Bedingungen gewonnen wurden. Die Verbren-
nung des Modellbrennstoffs Holzpellets erfolgte in einer Wirbelfeuerung bei kontrollierter Tem-
peraturfiihrung.

Die Materialien (Referenzmaterial (Verbrennung ohne BaSO.-Zusatz), verbranntes Nanomaterial
(kurz: Nanomaterial) und verbranntes Mikromaterial (kurz: Mikromaterial)) sowie unverbranntes
Nano-BaSO, wurden, bezlglich ihres zytotoxischen Potentials, an den normalen humanen Lun-
genzellen eines Patienten im direkten Vergleich getestet. Es zeigte sich ein signifikanter Unter-
schied des Referenzmaterials, bei dem es sich um die Abgas-Partikel reiner, verbrannter Holzpel-
lets ohne BaSO4-Zugabe handelt, bei einer 24-stiindigen Behandlung im Vergleich zu den drei
anderen Materialien. Das Referenzmaterial senkte die Zellvitalitat auf beinahe 0 %, fihrte zu er-
hohter LDH-Aktivitat und einem Anstieg des GSH-Gehaltes. Bei dieser Behandlungszeit und der
hochsten verwendeten Konzentration (0,0526 mg/cm?) konnte ebenfalls ein Unterschied beziig-
lich der Auswirkung auf die Zellvitalitat zwischen dem Nano- und Mikromaterial beobachtet wer-
den. Das Nanomaterial senkte die Vitalitat dosisabhangig auf 67,6 % bei einer Partikelkonzent-
ration von 0,0526 mg/cm? wohingegen das Mikromaterial keinen Effekt auf die Vitalitat verur-
sachte. Die Unterschiede zwischen dem Nano- und Mikro-Material konnten nach einer verlan-
gerten Behandlungszeit von 72 Stunden nicht beobachtet werden. Auch unterschied sich das Re-
ferenzmaterial nur noch in dessen Wirkung auf die Zellvitalit4t der NHBEZ von den anderen drei
Materialien, indem es die Vitalitat auf 3 % bei einer Konzentration von 0,0526 mg/cm? abge-

senkte. Der Vitalitatsverlust des unverbrannten BaSO, lag bei 57,5 %, der des Nanomaterials bei
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23,5 % und der des Mikromaterials bei 27,4 %. Die Unterschiede bei der LDH-Aktivitat und dem
GSH-Gehalt konnten bei der dreitdgigen Behandlung nicht beobachtet werden.

Alle vier Materialien hatten keinen Effekt auf die Induktion von Apoptose in den Zellen. Die
Effekte der Materialien auf die Gehalte von inflammatorischen Zytokinen unterscheiden sich in-
nerhalb der untersuchten Zytokine schon erheblich, so dass eine Aussage zu einem generellen
Unterschied beziiglich der Induktion inflammatorischer Zytokine zwischen den Materialien in
dieser Studie nicht mdglich ist und durch weiterfiihrende Untersuchungen verifiziert werden
misste. Die erfassten Zytokine, die einen, durch die Inkubation mit den Partikeln, veranderten
Gehalt aufwiesen waren IL-1p, IL-6, IL-8 und MCP-1. Dies deutet zumindest allgemein auf eine
Entziindungsreaktion nach Inkubation mit den Filterproben des Technikums, analog der zu Be-
ginn diskutierten Wirkung von Flugaschen, hin.

Da eine thermische Behandlung der NP (unverbrannt vs. gegliiht) ebenso wie eine Verbrennung
des BaSO,4 im Technikum, zu keinem verdnderten toxikologischen Potential fuihrte, scheint eine
Betrachtung der begleitenden Verbrennungsprodukte wie Schwermetalle, azide Verbindungen
u.a. eine groRere Bedeutung bei den Wirkunterschieden der Technikumsproben beizuwohnen. So
resultiert der Unterschied des Referenzmaterials wahrscheinlich auf stark sauer reagierenden, an
den Partikeln anhaftenden, Begleitstoffen aus der VVerbrennung. Der pH-Wert der aus diesen Fil-
terproben hergestellten Suspension war sehr niedrig (pH 2), was wohl letztendlich die Zytotoxi-
zitat bedingte.

Die unter realen Bedingungen in der MVA Weisweiler gewonnenen Filterproben des GroRver-
suchs wurden, analog der Technikumsproben, vergleichend an NHBEZ getestet.

Fur die finf untersuchten, toxikologischen Endpunkte (Vitalitat tber metabolische Aktivitat und
Schédigung der Zellmembran; intrazellularer Glutathiongehalt, die Induktion von Apoptose und
inflammatorischen Zytokinen) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Materialien. Dennoch ist anzumerken, dass ein Riickschluss auf die toxikologische Wirkung der
BaSO4-Partikel in den GroRversuchsproben nach der Verbrennung im direkten Vergleich mit den
Wirkungen des unverbrannten BaSO4 nur eingeschrankt maglich ist. Die Barium-Gehalte der
Versuchsproben waren im Vergleich zu der BaSO4-Probe (unverbranntes Material) um ein Viel-
faches geringer. Die Filterstdube enthielten zudem verschiedene andere Elemente, wie Blei, Zink,
Cadmium oder Kupfer, die aus dem Brenngut und der Anlage selbst stammen kénnen und in den
reinen BaSOs-Partikeln nicht enthalten waren. Gerade in einer MVA sind die Bedingungen nicht
konstant und gleichmé&Rig. Kleinere Partikel lagern sich verstérkt in den komplexen Anlagenteilen
ab. Sie werden erst im weiteren Betriebsverlauf ausgetragen und diese Austragung erfolgt nicht
homogen, so dass es zu unterschiedlich zusammengesetzten Aschen kommen kann, deren toxi-

kologisches Potential sich schon allein deshalb unterscheiden kann.
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Um einen ganzheitlichen Uberblick tber die toxikologische Wirkung von nanoskaligem BaSO,
zu erhalten, wurden die eigenen Untersuchungen an den priméren Lungenzellen durch Versuche
an Algen, Daphnien und Leuchtbakterien erganzt. Alle Ergebnisse und dazugehdrige Methoden
sind dem Bericht des BMBF geforderten Projekt ,Nano Emission‘ zu entnehmen (Foth et al.,
2017). Diese Modellorganismen stellen wichtige Marker im Sinne der tkotoxikologischen Be-
trachtung von Nanopartikeln dar. Sie decken dabei verschiedene trophische Ebenen ab und haben
besondere Bedeutung im Umwelt-Kreislauf, wie etwa bei der Nahrstoffsynthese und -wiederge-
winnung oder der Kompostierung. Sie haben somit eine hohe Bedeutung bei der Bewertung einer
mdglichen Verlagerung der Nanothematik in Bereiche wie Deponierung oder, im Sinne der Nach-
haltigkeit, einer Weiterverwendung, die sich, wie bereits zu Beginn der Diskussion erdrtert, durch
die Uberfiihrung der Nanopartikel in die festen Verbrennungsriickstande bzw. in die Flug- und
Filteraschen aus toxikologischer Sicht ergeben kann.

Das Bakterium Vibrio fischeri stellt einen weit verbreiteten Modellorganismus fur ékotoxikolo-
gische Betrachtungen dar. Es eignet sich sehr gut um eine mogliche Toxizitat auf andere in-vitro-
Systeme vorauszusagen (Kahru, 2006). Die Verringerung der Lumineszenz korreliert dabei direkt
mit einer Hemmung der metabolischen Aktivitat und ist damit ein Marker fiir die Toxizitét eines
Stoffes (Bulich, 1982).

Die Leuchtbakterien reagierten trotz kurzfristiger Exposition von nur 30 Minuten, im Vergleich
der drei Testorganismen, am empfindlichsten auf die Inkubation mit den BaSO.-NP. Bereits eine
Konzentration von 0,00526 mg/cm? flihrte zu einer signifikanten Verringerung der Leuchtinten-
sitat. Dass nanoskaliges BaSO4 einen Effekt auf das Wachstum anderer Bakterien hat, konnte an
mit BaSO, versetzten, medizinischen, thermoplastischen Polyurethan-Kunststoff (Pellethan) ge-
zeigt werden. Dabei hatte dieses Pellethan in vitro antimikrobielle Eigenschaften auf Staphylococ-
cus aureus und P. aeruginosa (Schroeter) Migula (Aninwene et al., 2013). Den bereits fiir die
Wirkung auf humane Zellkulturen diskutierten Wirkunterschied von nanoskaligen und mikroska-
ligen Partikeln des gleichen Materials konnte eine Studie von Mortimer et al. auch an Leuchtbak-
terien beobachten. So zeigte sich flir nanoskaliges CuO ein ECsp von 68,1 + 4,3 mg/l wohingegen
das mikroskalige CuO eine ECso von 3894 + 1871 mg/L hatte. Dieser Unterschied der toxikolo-
gischen Wirkung auf die Biolumineszenz der Leuchtbakterien konnte fiir das Material ZnO je-
doch nicht beobachtet werden (Mortimer et al., 2008). Schlussfolgernd ist es nach wie vor not-
wendig Einzelfallbetrachtungen flr einzelne Partikel durchzufiihren. Eine Untersuchung des Wir-
kunterschieds von mikroskaligem BaSO, im Vergleich zu dem nanoskaligen BaSO, auf die
Leuchtbakterien wurde in dieser Arbeit nicht vorgenommen. Es kénnte Gegenstand weiterer Stu-
dien sein.

Ebenso wie bei den priméren, humanen Lungenzellen konnte eine Partikelaufnahme in die Algen

gezeigt werden. Bis zu einer BaSO4s-Konzentration von 2 mg/ml konnte jedoch keine Beeinflus-

65



sung im Wachstum beobachtet werden. Wohingegen der GSH-Gehalt durch die Inkubation an-
stieg (Foth et al., 2017). Im Vergleich dazu zeigte Titandioxid beispielsweise schon bei einer ca.
14-fach niedrigeren Konzentration von 0,14 — 0,15 mg/ml bei Chlamydomonas reinhardtii eine
50 %ige Hemmung des Wachstums (Joonas et al., 2019). So dass auch fur Chlamydomonas rein-
hardtii ein anderer Wirkmechanismus des BaSO4 im Gegensatz zu TiO. vermutet wird, trotz Ein-
stufung beider NM als poorly soluble particles. Die postulierte Vermutung konnte in der aufge-
fUhrten Arbeit nicht abschlieBend belegt werden, so dass auch eine andere spezifische Oberflache
der Materialien oder unterschiedliche Léslichkeiten den Wirkunterschied bedingt haben kénnten.
Fur mikroskaliges Bariumsulfat wird ein ECso von 32 mg/l fur Krustentiere wie den Wasserfloh
Daphnia magna angegeben (Khangarot und Ray, 1989). Die Exposition der Daphnien mit nano-
skaligem BaSO, verringerte die Schwimmfahigkeit (Foth et al., 2017). Dieser Verlust der
Schwimmféhigkeit war jedoch nicht signifikant. Auch der GSH-Gehalt sank mit steigender Par-
tikelkonzentration. Da die methodische Bestimmungsgrenze jedoch unterhalb der GSH-Konzent-
ration in den Daphnien lag, mussten die Ansatze der Dreifachbestimmung fiir die HPLC-Messung
vereinigt werden, so dass die Absenkung des GSH statistisch nicht abgesichert werden konnte.
Titandioxid zeigte im Akut-Test eine leichte Toxizitat in Daphnia magna. Dabei konnten keine
Unterschiede in der Wirkung zwischen nano- oder mikroskaligem TiO, gezeigt werden. Bei der
chronischen Studie tiber 21 Tage wurde eine ECso von 0,661 mg/ml ermittelt (Wiench et al.,
2009).

Dass die Oberflachenbeschichtung der NP nicht nur in Bezug auf die Humantoxikologie eine
bedeutende Rolle spielen kann, konnten Baumann et al. ebenso in ihrer Studie an Daphnia magna
zeigen. Sie untersuchten die Wirkung von Eisenoxid-NP und beobachteten eine veranderte Toxi-
zitat in Abhdangigkeit des Oberflachen-Coatings. Der Effekt war dabei, nach Aussage der For-
scher, weniger auf die verénderte Stabilitat der Partikel als vielmehr auf die mogliche Freisetzung
von Eisen-lonen zurlickzufiihren, die dann wiederum die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und
oxidativen Stress in den Daphnien bewirkten (Baumann et al., 2014).

Auch die allgemeinen Eigenschaften wie qualitative und quantitative Zusammensetzung der Me-
dien haben nach Abschluss wissenschaftlicher Studien einen bedeutenden Einfluss auf das Ver-
halten von Nanopartikeln in der Umwelt. So zeigten sich groRere Agglomerate und Aggregate
der NP auch in den eigenen Untersuchungen bei Abwesenheit von Medienzusatzen wie fétalem
Kélberserum (FBS) oder Tensiden. Oder es zeigten sich veranderte Loslichkeiten in vivo als aus
standardisierten Ld&sungsversuchen ermittelte Daten postulierten (Molina et al., 2019).
Wie auch bei Studien an Zellkulturen oder in-vivo-Versuchen zeigte sich eine Beeinflussung der
NP-Toxikologie in Gegenwart von Biomolekilen und organischen Verbindungen auch an Mo-
dellsystemen zur Ermittlung 6kotoxikologischer Potentiale wie bspw. Daphnia magna (Nasser
und Lynch, 2016; Nasser et al., 2020).
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Eine Beurteilung toxikologischer Potentiale von NP fiir Mensch und Umwelt muss demnach eine
Betrachtung des reinen NP, der lebenszyklus-bedingten Verdnderungen sowie die Eigenschaften

des umgebenden Mediums zusammenfassend betrachten.
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6 Zusammenfassung

Eine Kernfrage der Arbeit war der direkte Vergleich der toxikologischen Wirkprofile von Bari-
umsulfat-Nanopartikeln vor und nach dem Durchlaufen einer thermischen Behandlung. Es konnte
an humanen Lungenzellen gezeigt werden, dass eine rein thermische Behandlung ohne Verbren-
nungsprozess keine Veranderung im Wirkungsprofil des BaSO, bedingte. Die NP bewirkten ei-
nen dosis- und zeitabhangigen Verlust der Vitalitdt humaner Lungenzellen. Sie veranderten je-
doch nicht die Aktivitat von Laktatdehydrogenase und die damit verbundene Membranintegritat.
Zudem wurde keine Apoptose der humanen Zellen induziert. Der dem Vitalitatsverlust zugrun-
deliegende Mechanismus scheint dabei weniger auf der Bildung von oxidativem Stress, verbun-
den mit einer Beeinflussung des intrazelluldren Glutathion-Gehaltes zu beruhen.

Inwiefern freigesetzte Barium-lonen die toxikologische Wirkung in vitro und an den ékotoxiko-
logischen Modellorganismen bedingen, sollte zukinftig in einem direkten Vergleich mit einer
l6slichen Bariumverbindung untersucht werden. Dieser Mechanismus scheint, auch unter Bertick-
sichtigung der Ergebnisse aus in-vivo-Versuchen und der dort ermittelten kurzen Halbwertzeit
von BaSO., von besonderer Bedeutung zu sein.

Analog dem Vergleich zwischen geglihtem BaSO. und reinem BaSO4 konnte zwischen verbrann-
ten nano- und mikroskaligen Partikeln kein signifikanter Unterschied an den humanen Lungen-
zellen beobachtet werden. Lediglich fur die Technikumsprobe des Referenztages konnte ein
Wirkunterschied bezuglich der Zytotoxizitat, der LDH-Aktivierung sowie der Verénderung des
zelluldren GSH-Gehaltes beschrieben werden. Dieser Effekt ist jedoch im Wesentlichen auf die
stark azid reagierenden, an den Partikeln anhaftende Begleitstoffe aus der Verbrennung der
Holzpellets zuriick zu fihren.

Beim Vergleich der Zytotoxizitdten von Partikeln bis zu 200 nm GroRe aus dem Rauchgas der
MV A Weisweiler mit und ohne Zugabe von Bariumsulfat-NP zeigte sich ebenfalls kein Wirkun-
terschied.

Unterschiedliche toxikologische Potentiale zeigten sich hingegen bei den Untersuchungen mit
Filteraschen, die sich sowohl in ihrer qualitativen und quantitativen Zusammensetzung als auch
in ihrer PartikelgroBenverteilung unterschieden.

Im Gesamt-Projekt 'NanoEmission’, zu dem diese Arbeit als Teilprojekt zahlt, konnte gezeigt
werden, dass moderne Filtermaterialien in einer Verbrennungsanlage NP fast vollstandig abtren-

nen. Der Grof3teil der NP verbleibt dabei generell in den festen Verbrennungsriickstanden.

Da eine thermische Behandlung fiir das in dieser Arbeit untersuchte BaSO4 keine verdnderte To-
xizitat bewirkte und die unverbrannten BaSO4-NP in den Untersuchungen an Algen, Daphnien
und Leuchtbakterien toxikologische Wirkungen zeigten, sollten die NP und Ruckstande im Hin-
blick auf eine mdgliche Deponierung oder Weiterverwendung in den Fokus weiterer Untersu-

chungen rlicken.
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Thesen

BaSO,;-NP beeinflussen die Vitalitat, den Glutathiongehalt, die Bildung inflammatorischer Zyto-
kine und andere toxikologische Endpunkte in humanen Lungenzellen.

Eine thermische Behandlung von BaSO.-NP verdndert diese toxikologischen Eigenschaften
nicht.

BaSO4-NP sind nicht wasserunléslich und werden von Lungenzellen aufgenommen.
Mit Hilfe moderner Filtermaterialien in Millverbrennungsanlagen werden NP fast vollstandig aus
dem Abgasstrom abgetrennt, so dass durch diesen Prozess keine vermehrte Freisetzung von NP

in die Umwelt zu erwarten ist.

Die spezifischen toxikologischen Eigenschaften von Filteraschen resultieren aus deren quantita-

tiver Zusammensetzung und weniger aus der PartikelgroRe.
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