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nanoGEM Schlaglichter
Nanomaterialien —
Gesundheit, Exposition und
Materialeigenschaften
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nanoGEM - Forschungsziele M
NanoGEM:
Integrative Forschung zur Risikoabschatzung
2 Gibt es eine Exposition gegenuber nanostrukturierten
- Materialien? Wie hoch ist das Gefahrdungspotential?
Besteht ein Risiko?
| Interdisziplinare und interessensubergreifende Forschung

von Behorden, Forschungseinrichtungen und Industrie

Forschungsziele z.B.:

» Harmonisierte und preiswerte Bestimmung von moglichen Expositionen
an Arbeitsplatzen

» Detektion von Nanomaterialien in komplexen Medien

» Welche Wechselwirkungen bestehen zwischen Nanomaterialien und
biologischen Medien?

» Welchen Einfluss hat die Oberflache / Coating auf die Wirkung von
Nanomaterialien?

» Risikoabschatzung, u.a. Arbeiter und Verbraucher
nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013 T. Kuhlbusch




nanoGEM - 2010-2013

. Nanomaterial-Herstellung, -Funktionalisierung und -Charakterisierung
Projekt-

Konsortium Veranderung von Nanomaterialienim Lebenszyklus:
Agglomeration, Adduktbildung, Oberflachen-Konditionierung

Gefahrdungspotential

Exposition
flir den Menschen

Forschung Aufnahme und Verteilungin Zellen und Gewebe

Toxizitat -
Materialeigenschaften und
Wirkung

Exposition -
Messtechnik und
Szenarien

Industrie

Nekrose

Behorden Wirkmechanismen

S
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Risikoabschatzung

Kommunikation
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nanoGEM

» Herausforderung - Sicherheit fur neue und
Nanomaterialien

» nanoGEM forscht(e) auf den Gebieten der
Freisetzung, Exposition und Wirkung auf
den Menschen

» nur eine kleine Auswahl, die Schlaglichter,
konnen hier gezeigt werden!

nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013 T. Kuhlbusch
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Schlaglicht 1: Exposition

» Wie konnen NM von Hintergrundpartikeln unterschieden
werden?

» Wie kann eine expositionsbezogene Untersuchung fur alle
ermoglicht werden?

»  Wie reproduzierbar sind diese Messungen?

» Harmonisierung und Standardisierung!
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Schlaglicht 1: Messstrategie

| “j/ Bayer Technology Services
R

Stufe 1 — Sammeln von Informationen f‘%\% g I G F

L] ] { 1
Allgemeine Strategie o/ Ysua:
. Kann die Freisetzung nanoskaliger Partikel aus - - . . - .
ja 2 Nanomaterialien in den Arbeitsbereich wihrend Furdearsa etz und e
* der Produktion, Handhabung oder Prozessierung .
nein nach bestem Gewissen ausgeschlossen werden? u e .

A J :
Stufe 2a.1 —Screening Stufe 2b — permanentes Sammlung VOn |nf0rmat|0nen Zum

(z.B. mit CPC) Monitoring . .
] Arbeitsplatz und zum Nanomaterial
: St
Evtl. Konzer)tration im
Stufe 2a.2 —temporares \I-/Ifnrtg;flgcr:ri;T Sthe 2'
Monitoring

Vereinfachte Messung der
<> . Hng
i i Partikelkonzentration(en), entweder
: kurzfristig (Screening) oder lang- bzw.
Stufe 3 — Intensivmessung . . . . .
(z.B. mit SMPS, CPC, Filtriersammlern, offline Analytik) Ia n g e rfrl Stl g ( M O n Ito rl n g )

in2
nhein 2 Eindeutiger Nachweis der ENM
2keine ENM aus der Aktivitat; chemische : Substanz im Aerosol?

S Stufe 3:

Risikomanagil;i;i::azﬁuns:;ﬂjz:irur Reduktion UmfanngIChe phyS|ka||SCh/Chem|SChe
cerbeeen Analyse der luftgetragenen Exposition
T T %>e ZurickzuStufe? zur abschlielenden Beurteilung, ob eine

Ja .
Freisetzung stattgefunden hat.

Dokumentieren und Archivieren

Nach 2 Jahren oder im Falle von Verdnderungen Uberprifen
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Schlaglicht 1: Arbeitsplatzmessungen
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« Messungen an Pilotanlage zur mit dreistufigen Ansatz durchgefuhrt

« Messung an unterschiedlichen Orten sowie HerbeifUhrung einer
,kunstlichen” Leckage zur Validierung der Strategie
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Zeit
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Schlaglicht 1: Exposition

> Interessensubergreifend erarbeitet von Behorden, Industrie und
Forschungsinstitute

»  Erstmals Ringversuche zur Evaluierung der Methodik

»  Weltweit akzeptiert = CEN, MARINA, QualityNano, NanoValid,
Australien.....

»  Eingebracht bei der OECD WPMN Treffen in Paris 2012

»  Zurzeit Basis fur eine Erarbeitung eines gemeinsamen Papieres
fur die SG8 in der OECD WPMN

nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013 T. Kuhlbusch
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Schlaglicht 2: Detektion in komplexen Medien M

»  Warum mussen Nanomaterialien in komplexen Medien detektiert
werden?

»  Einleitung der Bedeutung der Lokalisation von NP und NM in
komplexen Medien

nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013 T. Kuhlbusch



Adsorptionsmarkierung mit Albumin:
Reinigung, zellulare Aufnahme in vitro + in vivo
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1. Markierungsstrategie

S
:4 VVVV< - A 4 X+1 . ,"‘ M
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' " “' ' ’ Y Q )(+X X * ; ‘
SiO,-FITC Partikel + Albumin Kovalente
- Bildung der Proteinkorona Markierung mit
TxR-NHS

3. Grune und rote Fluoreszenz in Makrophhagen

nano<:

2. Reinigung der markierten Partikel

SiO,-FITC Nicht gebundenes
70000 1 Partikel F|TC)JXR
] + / N
60000 1 Protein-TxR
20000 Protein-TxR

A

40000 A
30000 -
20000 -

10000 4

Fluorescence [arbitry units]; Protein [ng/ml]

4. Grune und rote Fluoreszenz sind auch in
der Lunge co-lokalisiert (3h)

1 10 19 28 37 46 55 64 73 82
Fraction No.

nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013
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Verteilung von NP in Zellen und Geweben — ToF SIMS =

/j ’BER&D

inratecheale ToF-SIMS Analyse Ag50-NP behandelter Lungen:
Anreicherung von Ag50 in Alveolarmakrophagen bestatigt

g Silber-beladenen Makrophagen, nicht aber
das Lungenepithel weisen im ToF-SIMs ein
Silber-Signal auf.

Kryoschnitte
PFA-Fixierung
dH20
Mikroskopie
ROI festlegen
trocknen

ROI uibertragen

ToF-SIMS _
Lichtmikroskopie ToF-SIMS Bild _
Ag — organisch - Si

3 Tage
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Schiaglicht 3: Proteinabsorption

NM, Proteinadsorption und toxikologische Wirkung

Prof. Nienhaus, KIT

nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013 T. Kuhlbusch
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Interktion mit Proteinen: DMEM + FKS
7 BFR M

14000

2000 (1D Gel) I h
S T (2D Gel)

SiO2 SiO2
Phosphate Amino

Si02 Total: 104 Tota: 53

naked /

SiO2naked  SiO2Phosphate ~ DMEM/Fks 10tal:131

SiO2
PEG
Total: e

r
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Lipidaffinitat gering, durch Protein verstarkbar

Primary ion beam
~10 keV

Atoms.

molecules. S|MS
hv e Secondary lons
Secondary lon Mass Spectrometry

}Sampling depth
~1 nm

Penetration depth
~10 nm

1000

Lipide
100 SP-A
10 (Natives Surfactant)
— CuroSurf

(SP-B, kein SP-A)

—

=
—

Dominiert durch
+ Ladung

Fur 11 von 16 NP: Ladung
entscheidet uber Lipidinteraktion

0.01 Dominiert durch
- Ladung

Lipid coverage of particles {SIMS)

0.001 4

SP-A Protein kann Lipidreaktion

Si02.PEG

AGS0.citrat |
SI02 . Amino

AIOOH NanoCare |
7102 PGA |

AGE0 ED
Zr02 Acryl
Si02 naked
BaS0d4 MM220
Zr0Z2 . Aming

Si02 Phosphat |

verstarken (nicht SP-B)

AGS0. mono
£nQ MM110
Zrioz2 TODS

Tioz NM105 |
AGZ200 . mono

Compare: Ruge, Lehr et al. on cellular
uptake mediated by SP-A, PLoS 2012
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Korrelation der Toxizitatsdaten

Effekte in vivo und Proteinbeladung der Partikel

Proteingehalt in der Bronchio-
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BALF Protein vs.
Gesamtproteinbindung in
DMEM/FCS

1,8 A

Si02-Typ 2 ®

® Si02-Typ 3

1,2 -

Si02-Typ 4

alveolaren Lavageflussigkeit

0,6

R? =0,7925

Je starker die
Proteinbindung der

Sio2-Typ1 | SiO2-NP,

desto starker der
schadigende Effekt in
VIvVO!

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

7000

Gesamtproteinbindung an den
verschiedenen SiO,-Varianten
(1h, aus 1D Gel)
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Schlaglicht 4: nano@g
Oberflachenmodifikationen und Toxikologie M

»  Oberflachenmodifikationen und toxikologische Wirkung

»  Einleitung Bedeutung dieser Ergebnisse, Bedeutung der
Partikeloberflache

nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013 T. Kuhlbusch



Nanopartikel Toxikologie in vitro

In vitro Toxizitats-Tests: WST8-Assay metabolische Aktivitat proliferierender Zellen

- RAW264.7 Makrophagen werden deutlich inhibiert durch SiO,_naked und SiO,_FITC
- Oberflachen-Modifizierung mit PEG blockiert toxische Wirkung bei SiO,_PEG

- SiO,_Amino und SiO,_Phosphat ebenfalls ohne Wirkung auf RAW264.7

Inhibition metabolische Zellaktivitat (RAW264.7 und HaCaT)

Si02_naked Si02_FITC Si02_PEG
100 T HE 100 ] 100
o Cell-lysis . i
80 M .7 80 1| o Cell-lysis 80 1 o Cell-lysis
3 "o S m ZnO 5 m ZnO
2 o Vehicle = n =
3 60 | 2 60 o Vehicle 2 60 1 o Vehicle
= o 0.1 yg/lcm2 = < o 0.1 yg/cm2
= m 1.0uglcm2|| = o 1 uglem2 £ A uglc
2 40 H 8 10 pglom? ° 40 1 ® 10 pg/lcm2 ° 40 m 1.0 pg/cm2
& 50 ua/orm? o 50 yg/lcm2 o 10 yg/cm2
20 1 Hgre 20 | 20 |
; il o 0 1} Nl 5P B
RAW HaCat RAW HaCat RAW HaCat
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SiO2-NP: Vergleich Makrophagenmodell vs. Instillation " jze... M

Typ-1
100+ P Typ 2 B f
§ B
c 80-
8 Typ-3
S 60-
IN-VItro § 40- Typ 4 T
X Kontrolle
- 20-;
(=)
-
0 T T T T 1
o Q ) Q ) Q
DA S R R
pg/mi
15- 3 granulocytes
- [ macrophages
5 -
\ *
. : 510‘ F -
IN-Vvivo 4 T
. . o
(Instillation) g .
[2)
= T
8 T ﬁ
0-H— T
()
=R I S - B
: s |2l & |8

Mg protein /ml BALF

Korrelation des
toxikologischen Ranking
zwischen

In-vitro und In-vivo

fur verschieden
beschichtete SiO,

300~ *
T *
L
200- T
1
100+ s
0 ] B
()
% ~ N ™ <
R ERE
S| & |~/ F [F
N
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Ergebnisse der Inhalationsversuche

total protein

IN-vivo 1000
(Inhalation)

10,0

LYMPH

cell count GGT

LDH

G
NanNO< E
M

In-vivo auch hohere
Toxizitat fur SiO2 naked
Im Vergleich zu SiO2
PEG-beschichtet

ALP

NAG

== 50 mg/m? SiO2 PEG
—@®— 50 mg/m3 SiO2 naked

= A = 50 mg/m3 SiO2 PEG, Rec
= © = 50 mg/m?® SiO2 naked, Rec

nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013
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Polyamid-Abriebpartikel mit 0, 4 und 10% SiO2-naked nano@

G
E

In vitro-Test im Makrophagenmodell: keine Effekte . M

ROS % positive control

90% PA/10% SiO2
96% PA/ 4% SiO2
100% PA/ 0% SiO2
DQ12

LDH % positive control

90% PA/10% SiO2
96% PA/ 4% SiO2
100% PA/ 0% SiO2
DQ12

80

60

40

Glucuronidase % positive control

-o-
-

-

-;;ilﬂ]h], s 20
Wil LHIE o

10 100 1000

90% PA/10% SiO2
96% PA/ 4% SiO2
100% PA/ 0% SiO2
DQ12
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Ergebnisse:

- Viel erreicht

- International anerkannt (e.g. NanoSafetyCluster)

- Neue Methoden zur Detektion von NM entwickelt
und evaluiert

- Interaktion NM mit Proteinen und Lipiden untersucht
und Bedeutung fur die Toxikologie identifiziert

- Oberflache beeinflusst die Toxizitat von Nanomaterialien

- In-vitro und in-vivo ahnliches Ranking

- Ubergeordnetes Prinzip geeignet u.a. fur Gruppierungen
=>» vereinfachtes Testen, Moglichkeit der Modifikation der
Toxizitat

nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013 T. Kuhlbusch
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