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In vitro Zellsysteme: Ubersicht

Standardisierung der Zellkulturmodelle
Adsorption von Proteinen an Nanopartikel
Karlsruher Zell-Expositionssystem

AFM-Analyse von Nanopartikel-Zell Interaktionen
Transport von Partikeln durch epitheliale
Zellmonolayer

Vergleichende Analyse von Test und
Zellkultursystemen zum in vitro Toxizitatstest

IBE Vector Modell primarer Alveolarmakrophagen
Zusammenfassung und Ausblick

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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In vitro Zellsysteme: Zielsetzung '

Ziel: Beurteilung zelluldrer Reaktionen in Gegenwart von
Nanopartikeln abhangig von Partikelkonzentration, -gréf3e,
chemischer Zusammensetzung und Partikeloberflache

® Welche Zelltypen missen
untersucht werden, um
Partikeleffekte zu charakterisieren?

® Welche Testsysteme werden fiir die
Beurteilung der biologischen
Auswirkungen benétigt?

® \Welche Testsysteme sind fir die
Untersuchung von Nanopartikeln
geeignet?

Entwicklung standardisierter Testsysteme (SOP) mit einer
definierten Gruppe von Zelltypen und Assays

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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Nanopartikel werden durch Dispersion
in biologischen Medien verandert

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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Nanopartikel Protein Adsorption
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Comparison: Adsorption of pBALF-proteins
determined via BCA-Assay; NP-protein relation 10:1
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Adsorption von Proteinen aus broncheoalveoldrer Lavage-Flussigkeit an
Nanopartikel: Partikel zeigen unterschiedliche Adsorptionsmuster.

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin

1 Nanopartikel Interferenz mit Testsystemen: g

Optische Interferenz (Carbon Black)
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10 1
DCF concentration [nM]

0,35 0,21 0,11 0,09
Light absoprtion without nanoparticles [RLU]

O 10pg/lcm?
E 1ug/cm?
W 0,1ug/cm?
B Medium

O 10pg/cm?
@ 1pg/cm?
W 0,1pg/cm?
B Medium

DCF fluorecence [%]

Relative light absorption [%]

10 1

DCF concentration [nM]

0,46 0,21 0,13 0,09
Light absorption without nanoparticles [RLU]

0 10pg/cm?
@ 1pg/cm?
W 0,1pg/cm?
B Medium

010 ug/cm?
E1 pg/cm?
WO0,1 pg/cm?
B Medium
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« Dispersionen:
— Dispersions Protokoll
— Agglomerat GréRRenverteilung und Agglomerationsstatus
— Zetapotential

— Benetzbarkeit und Agglomeration/Desagglomeration nach Adsorption von
Ldésungsbestandteilen

— Adsorption von Losungsbestandteilen, die Passivierung, Ldslichkeit und
Bindung beeinflussen kénnen.

« Mikrobiologische Eigenschaften
— Sterilitat
— Endotoxin Konzentration
— Einflul® auf Endotoxin Tests

* Interferenz mit Testsystemen
— Reaktion mit oder Adsorption von Testreagenzien
— Absorbtion oder Streuung des emittierten Lichts
— Quenchen der emittierten Fluoreszenz

Schulze et al., ,,Not ready to use — overcoming pitfalls when dispersing
nanoparticles in physiological media“ Nanotoxicology, 2008
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Left: scheme of the Karlsruhe Exposure System with the (1) size selective inlet, (2) the
water vapour dosage for humidification (3), the conditioning reactor for a constant aerosol
with 37°C and 85% r.h., (4) the VITROCELL® exposure chambers containing the
Transwell® membrane inserts and the sensor of the (5) quartz crystal microbalance.
Right: photograph of the fully automated and temperature controlled prototype during an
outside measurement of environmental aerosols.

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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aerosol
inlet

Transwell®
inserts

Membrane
with pores
(& 400 nm)

medium I

Opened and closed VITROCELL® exposure Scheme of the exposure of a cell culture towards
chambers with water temperature control aerosol at the air liquid interface consisting of the
and medium for supplying the cell cultures aerosol inlet, the cell culture insert and the
with nutrients. medium container.

Expositions Experimente mit TiO, an humanen Lungenepithelzellen
(A549) zeigten keine signifikante Verdnderung der Zellviabilitat nach
2 und 4 h Exposition.

rgebnisse: FZK-ITG and ITC
NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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Topographic
AFM-images of a
whole RLE-6TN-
cell (left) and
magnified parts of
it SO e the cell surface
w0 T (right). Untreated

30.00 ' "~ 6000 pm
1800 pi cells (upper
panel) and

incubated with

CeO2-NP (lower
panel). Cells are
fixed and imaged
in buffer solution.

60.00 um/

60.00 um

7 |
30.00 N ¢
15.00 JV’*!i[) 00 pm
0.00
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Coated AFM tip mapped with an electron microscope (left) and an AFM
image of the reconstructed apex (right).

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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nane o AFM Analyse von Nanopartikel-Zell
Interaktionen

Force [pN]

Distance from cell surface [pm]

Typical force distance curve for a coated AFM-tip on a living cell with a dwell-time of 30
s. The red curve shows the approach, the green one the tips movement during the
contact (dwell-time) and the blue one describes the retraction.

Rupture events can occur several microns away from the surface. This indicates
the formation of membrane tethers (thin nano-tubes that consist of lipids) with
rupture forces around 50 pN that appear for all analyzed particles.

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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Nanopartikeln tiber Zellmonolayer
apical
compartment
polarized \
cell monolayerI

permeable
fliter insert

basolaterale
compartment

Das Transwell System: Epitheliale Zellen (blaue Quadrate) trennen
den apikalen (Donor) vom basolateralen (Empfanger) Kompartiment.
Sowohl interzelluldrer und intrazelluldrer Transport von Partikeln als
auch Aufnahme und Adhésion kénnen untersucht werden.

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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Permeation von Modellpartikeln durch Filter mit unterschiedlichen
Porengréf3en. Nach 5 Stunden Inkubation waren nahezu 100 % der Partikel
durch Filter mit gro3en Poren diffundiert, wohingegen eine Porengréf3e von
0.4 um eine signifikante Barriere darstellte (c=Carboxylated; p=Plain; die
Zahl entspricht der Partikelgréfie).

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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Transport von Metalloxid i

Nanopartikeln tiber Zellmonolayer

Permeation
Nano- through naked filter Ll o Ce"”'a'f uptake
. through cells & filter
particle after [%] washout [%)]
24 h [%]

ZrO, 35+45 0 27+26
TiO, P25 34.8+4.1 0 0
Bohmit | 46.7 +19.1 0 0

Zusammenfassung der Transport-Assays mit Metalloxid Nanopartikeln.
FUr keinen der getesteten Partikel konnte ein Transport durch die
Zellbarriere nachgewiesen werden.

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin

GEFORDERT VOM
{ ™~
. — Bundesministerium
sare ﬂ% | fiir Bildung

und Forschung

Zellulare Signalwege der
Nanopartikel Wirkung

Sekunden Stunden Wochen

Kurzfristige Stress
Reaktionen

Expression von Stress- und
Entziindungs-markern,
Zellviabilitat, Zelltod

Maligne
Transformation

Cell death / LDH
Apoptosis

iNOS
Caspase 3 l

Hsp72 \

Cytokines
Cell RedOx / MTT L.
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Standard Zelllinie: A549 (humane Lungenepithelzellen)
Results: FZK-ITG Viabilitit (LDH Assay)

Particle concentrations:
0.5, 5, 25 and 50 pg/cm?
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In vitro Toxikologie
Standard Zelllinie: A549 (humane Lungenepithelzellen)

Entziindung (IL-8 ELISA)

IL-8 Secretion
(x-fold of untreated control)
w

Particle concentrations :

Results: FZK-ITG 0.5, 5 and 50 pg/cm?
72h

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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In vitro Toxikologie
Standard Zelllinie: A549 (humane Lungenepithelzellen)

Oxidativer Stress (Glutathion Bestimmung)

120+

110+

100+

90+

80+

70+

Glutathion Content
(% of untreated control)

60+

50-

Particle concentrations :
Results: FZK-ITG 1, 5 and 25 pg/cm?
72h
NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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Nanopartikel und . Zelllinien lll. Parameter
Konzentrationen

Tio,
Tio, . .
TiO, * Bildung reaktiver

Carbon Black Sauerstoffspezies

CeO, A -
CeO, B CACO-2 Colon epithelium

CeO, C T84 Colon epithelium
2
CeO,D HaCaT Keratinocytes * Nekrose / LDH Freisetzung

CeO, A-549 Lung epithelium .
AIOOH | N * Freisetzung von
AIOOH II Calu-3 Lung epithelium

» Metabolische Aktivitat

Ti-Zr mixed oxide RLE-6NT Lung epithelium Interleukinen / Cytokinen

Ti-Zr mixed oxide MDCK Kidney epithelium

Ti-Zr mixed oxide . .
MDCK2 Kidney epithelium .

AI-Ti-Zr mixed oxide eney epinet (Caspase-3 Aktivitat)

Al-Ti-Zr mixed oxide NRK-52E Kidney epithelium

Al-Ti-Zr mixed oxide NIH-3T3 Fibroblasts
Zro, RAW264.7 Macrophages
Zro,
Zro,
ZnO - NP _
BaSO, » Expression von Hsp72
SrCO,
SrCO,

» Apoptose

« Epitheliale Barriere

* Lokalisation von
MonoMac6  Monocytes/Macrophages

Cytochrom c1

* Exp. von in vivo Markern

GEFBRDERT VOM
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Screenings: Ti-Zr Mixed Oxide 3

Reaktive Sauerstoffspezies

Oxidativer Stress LDH Freisetzung / Nekrose

I

10pg/cm?  1pg/cm?  0,1ug/cm?  Medium 10pg/cm?  1pg/em?  0,1pg/cm?  Medium
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Ergebnisse:
In vitro
Screen i ng Carbon Black

CeO, A
CeO,B
CeO,C
CeO,D
Ce

o

Ti-Zr Mixed Oxide 1
Ti-Zr Mixed Oxide 2

Ti-Zr Mixed Oxide 3

Al-Ti-Zr Mixed Oxide 1
Al-Ti-Zr Mixed Oxide 2
Al-Ti-Zr Mixed Oxide 3
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=——- Primére (Glucuronidase, LDH)

Alveolar-

makrophagen
Funktionelle Dosierung Reaktive

Zellschadigung 2 |
Fahigkeit zur Bildung in vitro - gsgzeigsst()ff_
von ROS nach [ D
16-stiindiger 15 bis 120 (ROS)
Partikelbelastung pg/ZeIIe

Biologische

Kompgonenten Produktion und

des Freisetzung von

Vektormodells Mediatoren (TNFa)

) Quarz- und Korund-Partikel dienen als |:::::.:m

biol. Bezugspunkte (“Benchmark Testing)

—)
—

Positiv- Glucuronidase
kontrolle (200 mol)
Quarz DQ12

(60 pg/Zelle)

Funktionelle
Zellschadigung 25505 ,
(100%) (250 nmol)
Negativ-
kontrolle
Ulebte Korund
(30 units)
(60 pg/cell)
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- deutliche Differenzierung der biol. Aktivitat
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Dosierung: 15 - 30 - 60 - 120 pg pro Makrophage
P Weitere Differenzierung: s
- Enzymfreisetzung und funktionelle #|&
Zellschadigung
JIBE 250 Freisetzung von Glucuronidase (nmol/ml)

200 ~
150 1
100 7

50

I EIEErENE

120 1 Zellschadigung (PMA-induzierte ROS-Bildung, Rest der Kontrolle in %)

) \Y A N\ N N = N N
Q N ‘} 6\ b'b A~

RS ; . .
© QPSR N N Q Q
*9& ,b(vo ~l~°‘ '?0" 00‘?~ 4(\0 v ,\\:‘} ,\\:\} OQO'V oeo v VQ} v‘;\}
z\,é\ o® < S N N1 N\

v.
Dosierung: 15 - 30 - 60 - 120 pg pro Makrophage
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JIBE Summenindex: S, (= Maximalwert: 400)
Parameter Beitrag | Nachweismethode
Funktionelle 2100 | PMA-induzierte ROS-Freisetzung

Zellschadigung

Freisetzung von 2100 | Enzyme assay im Zellkulturiberstand
Glucuronidase

Lactatedehydrogenase (LDH) | =100 | Enzyme assay im Zellkulturiiberstand

Bioactives TNF 2100 | Bioassay mit Zellkulturiiberstand Lyse
von Fibroblasten

BaS0,10) < AIOOH5.1) < CeO,(3.1) < Ti-Zr6.3) < TiO,(1.2)
< Ce0,4.4) < Al-Ti-Zr(7.3)

- Korrelation mit in vivo Effekten

.
€ are

Zusammenfassung: Methodik o

® Charakterisierung der verwendeten Nanopartikel

® Test-Eignung fur jeden Nanopartikeltypen
(Interferenz)

® Zellbiologische Tests unterscheiden sich in ihrer
Sensitivitat fur spezifische Partikel

® VVerwendung von ausgewahlten Standardzelllinien,
bevorzugt sensitive, diskriminante Zelllinien

® Verwendung von priméaren Zellen

® Test kurzfristiger (z.B. oxidativer Stress),
mittelfristiger (z.B. Zelltod) und langfristiger (z.B.
Mutationen, Transformation) Effekte

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin




N
© are

Zusammenfassung: Toxikologie  #|&&."

® Definition von in vitro NEL und LOEL fir die
verwendeten Nanopartikel

® Nur wenige der getesteten Partikel zeigten
Effekte in in vitro Tests mit standardisierten
Zelllinien

® \ergleichsdaten zur Evaluierung der in vitro
Tests anhand der in vivo Daten

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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® \Weiterentwicklung der Testsysteme

® Untersuchung und ldentifizierung der far
toxikologische Effekte relevanten
Partikeleigenschaften (Struktur-
Wirkungsbeziehung)

® Untersuchung der Partikeleffekte an und in
Zellen (Partikelaufnahme, Kinetik, beteiligte
Signalwege).

NanoCare Abschlussveranstaltung 16.06.-17.06.2009, Berlin
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