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AP 5.1: Molekulare Wirkmechanismen der Nanopartikel induzierten Toxizität

AP 5.2: Identifizierung Nanopartikel induzierter Zellschädigung durch Proteinoxidation

AP 5.3: Identifizierung von toxikologischen Wirkmechanismen und Signalwegen durch
selektive Proteomanalyse

AP 5.4: Vergleichende Untersuchungen zur in vitro Genotoxizität 

Ziel des AP 5 ist die Aufklärung der Mechanismen, die der Nanopartikel 
(NP) induzierten Toxizität zu Grunde liegen. Dies umfasst sowohl die 
Analyse zellulärer Oberflächenrezeptoren und Aufnahmemechanismen als 
auch die Untersuchung von Schlüsselmolekülen zellulärer Signalwege auf 
ihre Beteiligung an toxischen Effekten von Nanomaterialien mit Proteomik-
methoden und genotoxische Untersuchungen.   

Untersuchungen der zellulären Aufnahmewege und 
Kompartimentierung der Nanomaterialien
Spezifische Inaktivierung von einzelnen 
Bestandteilen der potentiellen Aufnahmewege 
mittels Inhibitoren der Endozytose und der 
Zytoskelettfunktion
Kompensation der Freisetzung von ROS durch N-
Acetyl-Cystein und Blockade der Ca2+ -Freisetzung 
durch BAPTA
Blockierung von Schlüsselproteinen integraler  
Signalwege, wie PKA, PI-3K. Src, ERK1/2 durch 
selektive Inhibition

Qualitativer Nachweis von oxidativen Proteinmodifikationen (Proteincarbonylen= 
Marker für oxidativen Stress) mit  1D- und 2D-Gelsystemen. Detektion nach 
Bindung an Dinitrophenyl-hydrazine im Immunoblot mit spezifischen Antikörpern.
Quantitativer Nachweis von Proteincarbonylen durch ELISA-Techniken
Identifizierung von modifizierten Proteinen mittels Affinitätschromatographie und 
massenspektrometrischen Analyseverfahren

Untersuchung von NP induzierten Tyrosinphosphory-
lierungen über Src Homology Domän 2 (SH2) Profiling. 
Jede SH2 bindet ein spezifisches Tyrosin-
phosphoryliertes Peptid und kann so zur Analyse des     
Siganalzustands der Zelle eingesetzt werden.

NRK-52E Zellen wurden mit 75 mg/ml der Nanopartikel  
für 24h inkubiert, ZnO und TiO2 wurden mit 37,5 mg/ml 
eingesetzt. Analyse der Lysate nach Auftrennung im 1D-
SDS-PAGE für alle SH2-Domainen.

Genmutationstest:
bakterieller Ames Test, 
OECD Prüfrichtlinie 471

Mikrokerntest: in vitro an
V79-Zellen 
OECD Prüfrichtlinie 473

Untersuchungen zur NP induzierten Genotoxizität unter 
Verwendung von Kokulturmodellen aus primären 
Alveolarmakrophagen und Typ I bzw. Typ II Epithelzellen

Abb. 1: 
Durchflusszytometrie:
Selektive 
Blockierung der 
Endozytose von 
Nano-Ag50
durch vier 
Inhibitoren, 
die jeweils 
unterchiedliche
Endozytose-Wege
der Zellen 
adressieren.
(RAW264.7:
2h Exposition 
10μg/cm2 Ag50)

Abb. 2:
2D-Gel Analyse:
Nachweis von 
Protein-Carbonylen
in Proteinextrakten 
aus NRK- 52E 

Abb. 3: Beispiel eines SH2 Profiling für GAP-C 
mittels Far Western Blot Nachweis. 

Abb. 4: Beispiel eines SH2 Profiling für YES 
mittels Far Western Blot Nachweis. 

Abb. 6: Co-culture of OECD approved V79 lung 
fibroblasts and alveolar macrophages (NR8383)

Abb. 5: Mikrokerntest in vitro
an V79-Zellen (Chinese Hamster) zur Erfassung 
von chromo-somalen Aberrationen oder 
Fehlverteilungen. 

Rechts: Beispiel mikroskopische Betrachtung bei 
Kulturende. Dosierung: 55 µg/ml Ag200.mono .

SiO2-FITC an Macrophagen Ag-200 in Macrophagen

Adhäsion von NM: Aufnahme von NM:

NRK-52E: no treatment NRK-52E: Ag50NRK-52E: no treatment NRK-52E: Ag50
Carbonyl-Muster mit bzw. ohne Ag50 Exposition (10 mg/ml)

nicht mutagenkeineSiO2 PEG 500
nicht mutagenkeineSiO2 Phosphat
nicht mutagenkeineSiO2 naked
nicht mutagenab 160 µg pro PlatteAg 50.mono
nicht mutagenab 110 µg pro PlatteAg 200.mono
nicht mutagenkeineBöhmit I (fein)

ErgebnisZytotoxischPrüfmuster

nicht mutagenkeineSiO2 PEG 500
nicht mutagenkeineSiO2 Phosphat
nicht mutagenkeineSiO2 naked
nicht mutagenab 160 µg pro PlatteAg 50.mono
nicht mutagenab 110 µg pro PlatteAg 200.mono
nicht mutagenkeineBöhmit I (fein)

ErgebnisZytotoxischPrüfmuster

nicht mutagenkeineSiO2 PEG 500
nicht mutagenschwach ab 100 µg/mlSiO2 Phosphat
nicht mutagenab 500 µg/mlSiO2 naked
mutagen ab 11 µg/mlab 11 µg/mlAg 50.mono
mutagen ab 27,5 µg/mlab 55 µg/mlAg 200.mono
nicht mutagenschwach ab 50 µg/mlBöhmit I (fein)

ErgebnisZytotoxischPrüfmuster

nicht mutagenkeineSiO2 PEG 500
nicht mutagenschwach ab 100 µg/mlSiO2 Phosphat
nicht mutagenab 500 µg/mlSiO2 naked
mutagen ab 11 µg/mlab 11 µg/mlAg 50.mono
mutagen ab 27,5 µg/mlab 55 µg/mlAg 200.mono
nicht mutagenschwach ab 50 µg/mlBöhmit I (fein)

ErgebnisZytotoxischPrüfmuster
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Zelllinie: RAW264.7
NM:       Ag50 (10μg/cm2)

Blockierung der aktiven Aufnahme von Ag50
durch spezifische Inhibitoren der Endozytose:

_ X-mean [SS] inhib. Endozytose-Pfad
ohne NM:      45.1 -
2h Ag50:     106 -
+ Inh.1: 43.2      energieabh. Endozytose 
+ EIPA: 88.3      Macropino- /Phagozytose
+ Filipin: 50.9      Lipid-Raft/Caveolae-vermittelt
+ Chlor-

promazin:   71.8     Clathrin-vermittelt

( Inh.1 = Na-Azid / 2-deoxy-Glukose )

Figure A: Zymosan as well as SiO2‐phosphate dose‐dependently induce extra‐
cellularROS formation in NR8383 macrophages but not in lung fibroblasts (V79). Co‐
culturing does not impair this ROS formation. Amplex‐Red‐assay. ZKL: cell control, 
zymosan (180 µg/ml), SiO2‐phosphate and SiO2‐naked nominal cell dose in pg/cell.

Figure B: Differentiation of cell types in Co‐culture
for genotoxicity testing. Alveolar macrophages (AM) 
but not lung fibroblasts (V79) can be identified
as dark cells by acid phosphate staining (BCIP/NBT, pH 4,5).
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Figure C: Genotoxicity testing by micronucleus (MN)‐ assay in lung fibroblasts (V79) co‐cultured with alveolar macrophages (NR8383)
C‘: with ROS inducing Zymosan 180 µg/ml for 4h, C‘: with Ag50 mono 11 µg/ml for 4h  without (left) and with MN formation (right)


