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Forschungsziele z.B.: 
 
 Harmonisierte und preiswerte Bestimmung von möglichen Expositionen 

an Arbeitsplätzen 
 Detektion von Nanomaterialien in komplexen Medien 
 Welche Wechselwirkungen bestehen zwischen Nanomaterialien und 

biologischen Medien? 
 Welchen Einfluss hat die Oberfläche / Coating auf die Wirkung von 

Nanomaterialien? 
 Risikoabschätzung, u.a. Arbeiter und Verbraucher 

nanoGEM - Forschungsziele 
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nanoGEM – 2010-2013 
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nanoGEM 

 Herausforderung - Sicherheit für neue und 
Nanomaterialien 

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

 nur eine kleine Auswahl, die Schlaglichter, 
können hier gezeigt werden! 
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Schlaglicht 1: Exposition 

 Wie können NM von Hintergrundpartikeln unterschieden 
werden? 
 

 Wie kann eine expositionsbezogene Untersuchung für alle 
ermöglicht werden? 
 

 Wie reproduzierbar sind diese Messungen? 
 

 Harmonisierung und Standardisierung! 



nanoGEM Abschlusskonferenz, Schlaglichter, Juni 2013    T. Kuhlbusch 

Schlaglicht 1: Messstrategie 

Allgemeine Strategie 
Stufe 1: 
Sammlung von Informationen zum 
Arbeitsplatz und zum Nanomaterial 
 

Stufe 2: 
Vereinfachte Messung der 
Partikelkonzentration(en), entweder 
kurzfristig (Screening) oder lang- bzw. 
längerfristig (Monitoring) 
 

Stufe 3: 
Umfangreiche physikalisch/chemische 
Analyse der luftgetragenen Exposition 
zur abschließenden Beurteilung, ob eine 
Freisetzung stattgefunden hat. 

Stufe 1 – Sammeln von Informationen

?
Kann die Freisetzung nanoskaliger Partikel aus 
Nanomaterialien in den Arbeitsbereich während 
der Produktion, Handhabung oder Prozessierung
nach bestem Gewissen ausgeschlossen werden?

Stufe 2a.1 – Screening
(z.B. mit CPC)

nein

?1

1Signifikant 
erhöhte 
Konzentration im 
Vergleich zum 
Hintergrund?

Stufe 3 – Intensivmessung
(z.B. mit SMPS, CPC, Filtriersammlern, offline Analytik)

?

Eindeutiger Nachweis der ENM 
Substanz im Aerosol?

Ergreifen zusätzlicher 
Risikomanagementmaßnahmen zur Reduktion 

der Exposition

ja

?

Dokumentieren und Archivieren

Sind Risikomanagementmaß-
nahmen effizient?

ja

Nach 2 Jahren oder im Falle von Veränderungen überprüfen

nein

ja

nein2

2 keine ENM aus der Aktivität; chemische 
Eigenschaften des ENM sind bekannt; ggf. 
aus anderer Quelle

Stufe 2a.2 – temporäres 
Monitoring

Stufe 2b – permanentes 
Monitoring

?1
nein ja

?1

Evtl.

nein

ja ja

nein

Zurück zu Stufe 2
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Schlaglicht 1: Arbeitsplatzmessungen 
• Messungen an Pilotanlage zur mit dreistufigen Ansatz durchgeführt 
• Messung an unterschiedlichen Orten sowie Herbeiführung einer 

„künstlichen“ Leckage zur Validierung der Strategie 
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Schlaglicht 1: Exposition 

 Interessensübergreifend erarbeitet von Behörden, 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 für eine Erarbeitung eines gemeinsamen Papieres 
für die SG8 in der OECD WPMN 
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Schlaglicht 2: Detektion in komplexen Medien 

 Warum müssen Nanomaterialien in komplexen Medien detektiert 
werden? 

 

 

 Einleitung der Bedeutung der Lokalisation von NP und NM in 
komplexen Medien 
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Adsorptionsmarkierung mit Albumin: 
Reinigung, zelluläre Aufnahme in vitro + in vivo 

SiO2-FITC 
Partikel 

+ 
Protein-TxR 

Nicht gebundenes 
FITC, TxR 

Protein-TxR 
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2. Reinigung der markierten Partikel 

3. Grüne und rote Fluoreszenz in Makrophagen 

20 µm 
SiO2-FITC Partikel + Albumin 
 Bildung der Proteinkorona 

Kovalente 
Markierung mit  

TxR-NHS 

1. Markierungsstrategie 

4. Grüne und rote Fluoreszenz sind auch in 
der Lunge co-lokalisiert (3h) 
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Intratracheale 
Instillation 
Ag50-NP  

• 3 Tage 
• Kryoschnitte 
• PFA-Fixierung 
• dH20 
• Mikroskopie  
• ROI festlegen 
• trocknen 
• ROI übertragen 
• ToF-SIMS 

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

3h
 

3 
Ta

ge
 

Lichtmikroskopie ToF-SIMS Bild 
Ag – organisch - Si 

Verteilung von NP in Zellen und Geweben – ToF SIMS 

Silber-beladenen Makrophagen, nicht aber 
das Lungenepithel weisen im ToF-SIMs ein 

Silber-Signal auf.  
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Schlaglicht 3: Proteinabsorption  

 NM, Proteinadsorption und toxikologische Wirkung 

Hypothese: 
In situ Charakterisierung ermöglicht Beschreibung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen. 

Prof. Nienhaus, KIT 
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Interktion mit Proteinen: DMEM + FKS 
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Page 14  
 

Lipidaffinität gering, durch Protein verstärkbar 

Für 11 von 16 NP: Ladung 
entscheidet über Lipidinteraktion 

 
SP-A Protein kann Lipidreaktion 

verstärken (nicht SP-B) 
 

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

Dominiert durch 
 - Ladung 

Dominiert durch  
+ Ladung 

Lipide 

SP-A   
(Natives Surfactant) 
CuroSurf  
(SP-B, kein SP-A) 

+ 
hv e- 

Atoms.  
molecules. 
Secondary Ions 

Sampling depth 
 ~ 1 nm 

Penetration depth 
 ~ 10 nm 

Primary ion beam 
 ~10 keV 

SIMS 
Secondary Ion Mass Spectrometry 
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BALF Protein vs. 
Gesamtproteinbindung in 

DMEM/FCS 

R2 = 0,7925
0,6

1,2

1,8

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Je stärker die 
Proteinbindung der 
SiO2-NP,  
desto stärker der 
schädigende Effekt in 
vivo! 

Korrelation der Toxizitätsdaten 
Effekte in vivo und Proteinbeladung der Partikel  
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Gesamtproteinbindung an den  
verschiedenen SiO2-Varianten  
(1h, aus 1D Gel) 

SiO2-Typ 1 

SiO2-Typ 2 

SiO2-Typ 3 

SiO2-Typ 4 
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Schlaglicht 4:  
Oberflächenmodifikationen und Toxikologie 

 Oberflächenmodifikationen und toxikologische Wirkung 

 

 Einleitung Bedeutung dieser Ergebnisse, Bedeutung der 
Partikeloberfläche 
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in vitro Toxizitäts-Tests: WST8-Assay metabolische Aktivität proliferierender Zellen 
   

- RAW264.7 Makrophagen werden deutlich inhibiert durch SiO2_naked und SiO2_FITC 

- Oberflächen-Modifizierung mit PEG blockiert toxische Wirkung bei SiO2_PEG  

- SiO2_Amino und SiO2_Phosphat ebenfalls ohne Wirkung auf RAW264.7 

Inhibition of cell proliferation ( WST8)  
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Inhibition of cell proliferation (WST8)  
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Inhibition metabolische Zellaktivität (RAW264.7  und  HaCaT)

SiO2_FITC SiO2_PEGSiO2_naked
Inhibition of cell proliferation ( WST8)  
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Nanopartikel Toxikologie in vitro 
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SiO2-NP: Vergleich Makrophagenmodell vs. Instillation  

Typ-1 Typ 2 

in-vitro 

in-vivo 
(Instillation) 

Korrelation des 
toxikologischen Ranking 
zwischen  
in-vitro und in-vivo 
für verschieden 
beschichtete  SiO2 
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Ergebnisse der Inhalationsversuche 
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total protein
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GGTcell count

MPH

LYMPH

PMN
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50 mg/m³ SiO2 PEG, Rec
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in-vivo 
(Inhalation) 

In-vivo auch höhere 
Toxizität für SiO2 naked 
im Vergleich zu SiO2 
PEG-beschichtet 
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500 µm 

Polyamid-Abriebpartikel mit 0, 4 und 10% SiO2-naked  
In vitro-Test im Makrophagenmodell: keine Effekte 
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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 für die Toxikologie identifiziert 
- Oberfläche beeinflusst die Toxizität von Nanomaterialien 
- In-vitro und in-vivo ähnliches Ranking 
- Übergeordnetes Prinzip geeignet u.a. für Gruppierungen  
 vereinfachtes Testen, Möglichkeit der Modifikation der 
Toxizität 
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www.nanoGEM.de 

Danke 


