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Einleitung

1 Einleitung

Metallische Nanopartikel sind aktuell ein vielversprechender Bestandteil der
medizinischen Forschung. Einsatzmdglichkeiten in Bereichen der Pravention, etwa bei
Impfungen, uber die Bildgebung bis hin zur Therapie von Erkrankungen werden
entwickelt. Insbesondere in der Krebstherapie zeigen sich Chancen durch den Einsatz

von Nanopartikeln.

Konventionell mit Chemotherapie und Radiotherapie behandelte Patienten entwickeln
nicht selten therapielimitierende Nebenwirkungen, sodass eine Dosisreduktion der
Chemotherapie oder Bestrahlung vorgenommen werden muss. Die kurative Therapie
ruckt damit aus dem Fokus der Behandlung. Folglich wird nach Moglichkeiten gesucht,
die lokale Toxizitat der Therapie bei gleichzeitiger Reduktion der peripheren Effekte zu
verstarken. Nicht nur die akuten Nebenwirkungen, sondern auch erst nach Jahren
auftretende Folgen wie Zweitkarzinome oder Lungenfibrosen konnten durch
gesteigerte lokale Effekte und einhergehender Reduzierung der peripheren Toxizitat
verringert werden. Letztendlich konnte eine gesteigerte lokale Toxizitat durch neue

Therapien auch die Regression der Erkrankung fordern.

Diese Arbeit beschaftigte sich mit der Toxizitat von ZnO-Nanopartikeln auf
Tumorzellen des Adenokarzinoms der Lunge mit und ohne begleitende Bestrahlung.
Es sollte die Toxizitdt von ZnO-Nanopartikeln in Hinblick auf die Zellvitalitat und die
metabolische Aktivitat beurteilt werden. Letztendlich sollte die Frage geklart werden,

ob ZnO-Nanopartikel zur Effizienzsteigerung einer Strahlentherapie beitragen konnen.

Des Weiteren wurde das Chorionallantoismembran-Modell als ein 3D-Xenograftmodell
etabliert. Eine Invasion und Angiogenese von Tumoren auf der CAM sollte untersucht
werden. In weiterfUhrenden Versuchen wird es maoglich sein, die kombinierte Toxizitat
von ZnO-Nanopartikeln und Bestrahlung auf Tumorzellen an diesem Modell als

Zwischenschritt von einem in vitro zu einem in vivo Modell zu evaluieren.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Tumore im Respirationstrakt

Das Lungenkarzinom gehort zu den haufigsten Krebserkrankungen weltweit. Im
Folgenden sollen zunachst die Anatomie und Physiologie der Atemwege naher
erlautert werden. Danach wird auf des Adenokarzinom der Lunge und seine

therapeutischen Optionen eingegangen.

2.1.1 Anatomie

Nach der Anfeuchtung und Erwarmung in der Nasenhohle (Cavum nasi) durchstromt
die Luft den Rachen (Pharynx), der dann distal in den Kehlkopf (Larynx) ubergeht.
Unterhalb des Ringknorpels (Cartilago cricoidea) beginnt die Luftrohre (Trachea),
welche ca. 10 cm lang ist und sich auf Hohe des 4. Brustwirbelkorpers an der Bifurcatio
tracheae in den rechten und linken Hauptbronchus (Bronchus principalis dexter bzw.

sinister) teilt (1).

Der Bronchialbaum spaltet sich ca. 22-mal dichotom auf, sodass die folgenden
Abschnitte einen immer geringer werdenden Durchmesser aufweisen. Je nach
Generation der Aufteilung unterscheidet man die Lappenbronchien (Bronchi lobaris),
die Segmentbronchien (Bronchi segmentalis), die Subsegmentbronchien (Bronchi
subsegmentalis), die terminalen Brochien (Bronchioli terminalis) und die
respiratorischen  Bronchien (Bronchioli respiratorii), welche dann in den
Alveolarsackchen (Sacculi alveolares) mit den Lungenblaschen (Alveoli pulmonalis)
enden. Die Lunge besitzt ca. 300 Millionen solcher Alveolen, die eine
Gasaustauschflache von 100-120 m? bilden. Bis zu den Bronchioli terminales spricht
man von dem konduktiven Anteil des Respirationstraktes, das heif3t hier wird die Luft
in die tieferen Atemwege geleitet, erwarmt, befeuchtet und mittels mukozillarer
Clearance gereinigt. Der respiratorische Anteil beginnt mit den Bronchioli respiratorii

und ist fur den Gasaustausch zustandig (1, 2).

Auch mikroskopisch lassen sich die einzelnen Baueinheiten des respiratorischen
Traktes unterscheiden. Die Trachea und Hauptbronchien bestehen aus einer Tunica
mucosa mit mehrreihigem Flimmerepithel und Becherzellen sowie Sinneszellen und
endokrinen Zellen. In der darunter liegenden Lamina propria befinden sich

seromukose Glandulae tracheales. Es folgt die Tunica fibromusculocartailaginea
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bestehend aus hyalinen, hufeisenformigen Knorpelspangen, einem querverlaufenden
Musculus trachealis und den Ligamenta anularia. Nach Aufden begrenzt wird die

Trachea durch eine Adventitia aus lockerem Bindegewebe (3, 4).

In den Bronchien werden die hufeisenformigen Knorpelspangen zu unregelmaldigen
Knorpelplatten, zwischen denen seromukdse Glandulae bronchiales und Venenplexus
liegen. Ab den Bronchioli finden sich keine Knorpel, Drisen und Becherzellen mehr.

Das respiratorische Epithel ist nun einschichtig (3, 4).

Distal der Bronchioli terminales liegen die Azini. Sie enthalten Alveolarepithelzellen
Typ 1, die einer Basallamina aufliegen und gemeinsam mit den Kapillarendothelzellen
die Blut-Luft-Schranke von circa 0,6 um Breite bilden. Zwischen den flachen Typ 1
Alveolarepithelzellen liegen die grofderen Alveolarepithelzellen Typ 2, die Surfactant
produzieren und aus denen durch mitotische Teilung die Alveolarepithelzellen Typ 1
hervorgehen. In den Alveolen befinden sich die Alveolarmakrophagen, die sich aus
den Monozyten des Blutes differenzieren und durch das Alveolarepithel in die Alveolen

gelangen (3-5).

2.1.2 Abwehrmechanismen der Atemwege gegen aullere Einflisse

Die oberen und unteren Atemwege stellen die grofdte epitheliale Oberflache, die

aulieren Einflussen exponiert ist, dar (5).

Die Abwehrmechanismen des Atemtraktes lassen sich in die der oberen Atemwege
und die der unteren Atemwege differenzieren. In den oberen Atemwegen sind
insbesondere der Hustenreflex, der mukozillidre Transport, die Immunglobulin A (IgA)-
Sekretion und die dendritischen Zellen an der Abwehr beteiligt. Die Abwehr der
unteren Atemwege besteht aus den Alveolarmakrophagen, den Immunglobulin G
(IlgG)-Antikorpern, dem Komplement, dem Surfactant sowie den neutrophilen

Granulozyten und den Lymphozyten (5).

In Trachea und Bronchien verhindert der Hustenreflex das Vorstollen von
Fremdmaterial und fordert zusatzlich den Abtransport von produziertem Schleim sowie
darin enthaltenden Bakterien. Der Hustenreflex wird durch mechanische, chemische

oder entzundliche Reize ausgelost (5).

Der Bronchialschleim bindet uber 90 % der mehr als 2-3 ym grof3en Partikel. Er wird

mittels des ziliaren Transportes des respiratorischen Flimmerepithels in die Trachea

3
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transportiert. Zusatzlich bildet der Mukos eine Barriere fur Bakterien, da er IgA,
Lysozyme, Laktoferrin und Peroxidase enthalt. Das enthaltene IgA dient der
Toxinneutralisation, bindet Viren und blockiert den Eintritt von Bakterien durch das

Epithel, indem es zur Komplementaktivierung beitragt (5, 6).

Eine zusatzliche Barriere bilden insbesondere die tight junctions des Epithels. Zudem
produziert das Epithel Eikanoside, Zytokine und Wachstumsfaktoren. Folglich ist es
somit wesentlich an der Regulation von Entzindungsprozessen beteiligt. Zusatzlich
werden auf dem Epithel Oberflachenrezeptoren fur inflammatorische Zellen exprimiert
wie intercellular adhesion molecule (ICAM), major histocompatibility complex | (MHC
I) sowie major histocompatibility complex Il (MHC 1l). So wird eine Leukodiapedese
ermoglicht und Antigene konnen Lymphozyten prasentiert werden. Auch die
dendritischen Zellen prasentieren den cluster of differentiation 4 (CD4)+- und den
cluster of differentiation 8 (CD8)+-T-Zellen durch MHC | und MHC Il nach
Auswanderung in die pulmonalen und paratrachealen Lymphknoten Antigene. Durch
eine hohe Anzahl von Antigenen, granulocyte macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF) und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) kdnnen sowohl die Proliferation der
dendritischen Zellen als auch deren Expression der MHC-Komplexe stimuliert werden
(5)-

Aufgrund der Anatomie der Atemwege konnen Partikel, die grofier als 2-3 ym sind,
nicht in die Alveolen vordringen. Im Alveolarraum bilden die Alveolarmakrophagen
85 % der Zellen in der bronchoalveolaren Lavage (BAL)' ab und tragen wesentlich zur
Abwehr bei. Alveolarmakrophagen sind in dem Alveolarraum die einzigen
phagozytotisch aktiven und zugleich antigenprasentierenden Zellen (5). Zudem
konnen die Alveolarmakrophagen durch die Freisetzung von Interleukin-1a (IL-1a),
Interleukin-1p (IL-1B) und TNF-a sowohl Entziingsreaktionen initiieren als auch durch
Freisetzung von Inhibitoren eine Entzindung unterdricken. Ebenfalls produzieren sie
zur bakteriellen Abwehr reactive oxygen specie (ROS), Lysozym, Defensine und den
Komplementfaktor C1q (5, 7). Weiterhin sind an der Abwehr im Alveolarraum die

Lymphozyten von Bedeutung. Die Lymphozyten in den Alveolen setzen sich zu 50 %

' Eine BAL ist eine Art der Probengewinnung wéahrend einer bronchoskopischen Untersuchung. Nach
Instillation von circa 20 ml NaCl-Lésung durch ein Bronchoskop wird diese wieder abgesaugt und
zytologisch untersucht.
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aus CD4+-T-Zellen, zu 30 % aus CD8+-T-Zellen, zu 10-15 % aus naturlichen
Killerzellen (NK-Zellen) und zu 5 % aus B-Lymphozyten zusammen (8). Diese sind an
der zellularen und humoralen Abwehr beteiligt und prasentieren Antigene in den
Lymphknoten. Aul3erdem kdonnen den geprimten T-Lymphozyten von dendritischen
Zellen Antigene prasentiert werden. Typ1-T-Helferzellen (TH1-Zellen) produzieren
Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-2 (IL-2), die Typ2-T-Helferzellen (TH2-Zellen)
synthetisieren Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-10 (IL-10) sowie
beide T-Zell-Klassen Interleukin-3 (IL-3), GM-CSF, TNF-a und Tumornekrosefaktor-3
(TNF-B). Die  TH1-Zellen  aktivieren Makrophagen und sind  an
Hypersensivitatsreaktionen beteiligt, wohingegen die  TH2-Zellen die
Antikdrperabwehr unterstitzen sowie basophile und eosinophile Granulozyten
aktivieren. AuRerdem befinden sich im Alveolarraum auch neutrophile Granulozyten.
Diese phagozytieren, bilden Sauerstoffradikale und produzieren zytotoxische Peptide

sowie Proteine (5).

2.1.3 Adenokarzinom der Lunge

Lungenkarzinome stellen nach den chronisch ischamischen Herzerkrankungen und
den akuten Myokardinfarkten die dritthaufigste Todesursache in Deutschland dar, wie
Abbildung 1 zeigt (9).

Haufigste Todesursachen in Deutschland 2017

Anzahl Todesfalle
0 20.000 40.000 60.000 80.000

Chronische ischédmische Herzkrankheit
Akuter Myokardinfarkt
Bosartige Neubildurﬂﬁr:jgeer Bronchien und der
Herzinsuffizienz
Nicht néher bezeichnete Demenz

Abbildung 1 Héufigste Todesursachen in Deutschland 2017

Bosartige Neubildungen der Bronchien und Lunge stellten 2017 die dritthaufigste Todesursache in

Deutschland dar. Abbildung auf Grundlage von Zahlen des Statisten Bundesamtes erstellt (9).
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Neoplasien der Lunge und Bronchien haben bei Mannern einen Anteil von 23,2 % und

bei Frauen von 14,8 % an allen Krebserkrankungen (9).

Im Jahr 2017 starben 45.031 Menschen in Deutschland an bdsartigen Neubildungen
der Lunge und Bronchien. Mit 28,663 Verstorbenen waren sie bei den Mannern die
zweithaufigste Todesursache. Bei dem weiblichen Geschlecht waren sie dagegen mit
16,368 Verstorbenen lediglich die siebthaufigste Todesursache (10). In den letzten
Jahren zeichnet sich jedoch eine Zunahme der Lungenkrebserkrankungen beim
weiblichen Geschlecht ab, was Abbildung 2 abbildet.

Bosartige Neubildungen der Bronchien und Lunge
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Abbildung 2 Bésartige Neubildungen der Bronchien und Lungen mit Todesfolge in
Deutschland 2017

Bosartige Neubildungen von Bronchien und Lungen mit Todesfolge von 1998-2017 unterteilt nach

Mannern und Frauen. Abbildung auf Grundlage von Zahlen des Statisten Bundesamtes erstellt (9).

Das Rauchen stellt den Hauptrisikofaktor fur eine bosartige Neoplasie der Lungen und
Bronchien dar. 85 % der Lungenkarzinome werden mit dem Rauchen assoziiert.
Hierbei kommt der Dauer der Exposition als auch dem Beginn eine entscheidende
Rolle zu. So wird einem Rauchbeginn im Jugendalter ein 30-fach erhohtes Krebsrisiko

und der Dauer von 40 py? ein 10-fach erhhtes Risiko zugeschrieben (11). Besonders

2 Py“ ist die Abkirzung fir ,pack year® und entspricht der Zahl der taglich gerauchten
Zigarettenpackungen multipliziert mit den Raucherjahren.
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im Hinblick auf den hohen Anteil von 22,4 % Rauchern in der Bevolkerung sind diese

Zahlen besorgniserregend (12).

Die Lungenkarzinome werden anhand ihrer histologischen Merkmale und der
Tumorverdopplungszeit klassifiziert. Man unterscheidet zwischen dem Nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom (non small cell lung carcinoma, NSCLC) und dem
kleinzelligen Bronchialkarzinom (small cell lung carcinoma, SCLC). Die NSCLC
machen 85 % der Lungenkarzinome aus und werden weiter unterteilt in
Plattenepithelkarzinome (ca. 40 % der NSCLC) mit einer Tumorverdopplungszeit von
etwa 300 Tagen, Adenokarzinome (ca. 35 % der NSCLC) und GrolRzellige
Lungenkarzinome (ca. 10% der NSCLC) (11, 13, 14). Die 5-Jahresuberlebensrate von
neu diagnostizierten Lungenkarzinomen betragt 15 %. Da der uberwiegende Anteil
erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird, sind ca. 60 % initial inoperabel
(11). Im Weiteren soll auf die fur diese Arbeit relevanten Adenokarzinome vertiefend

eingegangen werden.

Das Adenokarzinom nimmt aufgrund seiner Atiologie eine besondere Position ein. Es
ist der haufigste Lungentumor bei Nichtrauchern und hat zudem einen Anteil von 40 %
an den Lungennarbenkarzinomen. Im Gegensatz zu den anderen histologischen
Typen betragt das Verhaltnis von Frauen zu Mannern 6:1. Die Tumorverdopplungszeit
liegt mit circa 180 Tagen zwischen der Verdopplungszeit der Plattenepithelkarzinome
und die der SCLC (etwa 10-50 Tage) (11).

In den frihen Stadien basiert der kurative therapeutische Ansatz auf einer operativen
Tumorentfernung. Durch das haufig periphere Wachstum werden Adenokarzinome

allerdings erst spat diagnostiziert, was meist kein kuratives Vorgehen mehr zulasst.

In den letzten Jahren haben molekular stratifizierte Therapien zunehmend an
Bedeutung gewonnen. 25 % der fortgeschrittenen Adenokarzinome koénnen nach

Mutationsanalyse zielgerichtet therapiert werden.

Eine der wesentlichen Mutationen mit 10-15 % ist die des epidermal growth
factor rezeptor-Genes (EGFR-Gen) in Exon 19 oder 21. Diese beiden Mutationen
machen 80 % der Mutationen des EGFR-Genes aus. Weiterhin konnen noch Exon 18
und 20 betroffen sein. Mutationen des EGFR-Genes kommen hauptsachlich bei
Personen, die wenig geraucht haben, vor. In den aktuellen Leitlinien wird eine Therapie
mit Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) wie Afatinib empfohlen. Die TKI haben eine

bessere Wirkung und weniger Nebenwirkungen als eine platinhaltige Chemotherapie.
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Durch TKI kdnnen Remissionsraten von 50-80 % erzielt werden sowie ein mittleres
progressionsfreies Uberleben von 8 bis 19 Monaten (15-17). Im Vergleich zu der
konventionellen Chemotherapie mit einem mittleren Uberleben von 9,6 Monaten liegt
das Uberleben bei einer TKI basierten Therapie bei 31,5 Monaten (18).

Ebenfalls molekular therapiert wird eine in 3-5 % vorkommende Mutation des
anaplastic lymphoma kinase-Genes (ALK-Gen). Diese entsteht durch eine
chromosomale Translokation mit dem Partnergen echinoderm microtubule-associated
protein-like 4 (EML4). Begleitende Mutationen des EGFR-Genes oder kirsten rat
sarcoma-Genes (KRAS-Gen) sind sehr selten. Von der ALK-Mutation sind
insbesondere junge Nichtraucher betroffen. Fur die molekulare Therapie sind ebenfalls
TKI in Deutschland zugelassen. Der Ansprechrate von beispielsweise Crizotninib liegt
bei 70 %. Durch eine zunehmende Resistenzentwicklung des Tumors ist die Wirkung
auf 1-2 Jahre begrenzt (15, 16).
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2.2 Nanopartikel

2.2.1 Aligemeine Informationen

Nanopartikel (NP) nehmen eine immer wichtiger werdende Rolle in der technischen
sowie chemischen Industrie und damit auch in unserer Gesellschaft ein. Verdeutlicht
wird dies dadurch, dass die Europaische Kommission am 18. Oktober 2011 die erste

gemeinsame Definition des Begriffes ,Nanomaterial” festlegte:

,Ein naturliches, zufallig entstandenes oder bewusst hergestelltes Material, das
Partikel in ungebundenem Zustand, als Aggregat oder als Agglomerat enthalt und bei
dem mindestens 50 % der Partikel in der Anzahlgrofenverteilung ein oder mehrere
Aullenmalie im Bereich von 1 nm bis 100 nm haben. In bestimmten Fallen, in denen
berechtigte Sorge um die Umwelt, Gesundheit, Sicherheit oder Wettbewerbsfahigkeit
besteht, kann die Schwelle der Anzahlgrofenverteilung von 50 % durch einen
Grenzwert zwischen 1 und 50 % ersetzt werden. Abweichend von dem oben
genannten, sollten Fullerene, Graphenflocken und einwandige Kohlenstoff-
Nanorohrchen mit einer oder mehreren AufRenmallen unter 1 nm auch als

Nanomaterialien betrachtet werden® (19).

Diese NP entstehen durch mechanische, thermische und chemische Prozesse, die
sowohl naturlichen (etwa bei Vulkanausbrichen), als auch anthropogenen Ursprungs
(etwa durch Autoabgase) sein konnen. In den meisten Fallen bilden NP dann
Aggregate oder Agglomerate aus (20). Dies ist darin begrundet, dass NP sich durch
eine sehr grofle Oberflache auszeichnen und so vor allem Oberflachenkrafte wie
beispielsweise Van-der-Waals-Krafte wirken kdnnen. Des Weiteren nehmen mit der
GroRe der Oberflache auch die Oberflachenladung sowie die thermodynamischen

Effekte zu, was zu der gro3en Reaktivitat dieser Partikel beitragt (21).

2.2.2 Aligemeine Aufnahmewege in den Korper

Um die toxischen Effekte der NP zu evaluieren und diese in der Medizin gezielt
einzusetzen, ist es von Bedeutung, die unterschiedlichen Aufnahmewege bzw.

Applikationsmoglichkeiten zu kennen.
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2.2.2.1 Inhalative Aufnahme

Die inhalative Aufnahme scheint die wichtigste Moglichkeit fur die NP zu sein, um in
den menschlichen Korper aufgenommen zu werden. Da die Partikel eine GroRRe unter
3 um haben, gelangen sie Uber die Hauptbronchien hinaus in die Alveolen, in denen

ein Uberwinden der Blut-Luft-Schranke méglich ist (5).

Allerdings werden in den Atemwegen die meisten NP von Makrophagen phagozytiert
(22, 23). Des Weiteren werden die inhalierten Partikel Uber die Clearance der Lunge
eliminiert. Dabei ist umstritten, ob die Clearance von kleinen Partikeln langsamer (24)
oder gleich schnell (25) ist wie die von GréReren. Das Uberwinden der Blut-Luft-

Schranke scheint letztendlich weniger als 1 % der inhalierten Menge zu betragen (26).

Zudem ist umstritten, ob NP in der Lunge zusatzlich eine stark erhohte Anzahl an
neutrophilen Granulozyten und anderen entzindungsassozierten Zellen induzieren
(22, 23, 27) oder ob es lediglich in den ersten Tagen nach Inhalation einen geringen
Anstieg der neutrophilen Granulozyten gibt (28). Eine Uberexpression von
Adhasionsmolekulen fuhrt zu einem Anstieg von Monozyten und Makrophagen (5).
Auch zeigten sich nach der Inhalation von NP steigende Werte fur IL-6 und IL-8, was
fur die Initiation einer Entziindung spricht (22, 23). Fur Silika- und super paramagnetic
iron oxide nanoparticles (SPIO-NP) konnte zudem eine direkte Inhibition der
Makrophagen durch Eingriff in die Genregulation dieser und Verringerung der IL-10-
Konzentration gezeigt werden (29). Es wurden fur Iridium-NP auch erhohte Werte der
Laktat-Dehydrogenase (LDH) nach Exposition detektiert (28). Dies ist ein moglicher

Hinweis fur NP-assoziierte Zelluntergange.

Weiterhin wird kritisch diskutiert, inwiefern NP im menschlichen Koérper persistieren.
Far Titaniumdioxid (TiO2)-NP konnte eine Anreicherung im Blut und in den
Lymphknoten dargestellt werden. 12 Stunden nach Exposition sanken das TiO2-Level
in den Lymphknoten wieder auf das ursprungliche Niveau ab (30). Es zeigte sich fur
Iridium-192-NP nach Inhalation eine Halbwertszeit von 100-500 Tagen in der Lunge
von Ratten. Der Abbau der Partikel war vor allem in den ersten Tagen sehr schnell
und nahm mit der Zeit ab (28).

Des Weiteren wurde nach Applikation von Zinkoxid (ZnO)-NP herausgefunden, dass
diese nach dem Uberwinden des Bronchialschleims direkt in die Epithelzellen
gelangen (31) und es zudem zu einer gesteigerten Permeabilitdt der Kapillaren und

einer verringerten Membranintegritat kommt (27). AuRerdem zeigten sich in Bezug auf
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ZnO-NP eine gesteigerte Proliferation der Epithelzellen der Bronchioli und
Lungenddeme. Bei Mausen kam es innerhalb von 2 Tagen nach hochdosierter
Applikation zu einem Gewichtsverlust von mehr als 10 %. Nach Abklingen der
Entzindungsreaktionen wurde ein fibrotischer Umbau des Lungengewebes
beobachtet (27), wie es auch bei Metallarbeitern im Rahmen des Metalldampffiebers,

welches auch durch Nanopartikelinhalation ausgelost werden kann, auftritt (32).

Ahnlich anderer entziindlichen Erkrankungen der Atemwege nahmen nach Exposition
gegeniiber NP der Peak Expiratory Flow (PEF)® und das Forced Expiratory Volume
(FEV)*ab (33). Ebenfalls lieR sich eine gestiegene Mortalitat nachweisen (27, 34).

2.2.2.2 Orale Aufnahme

Eine weitere Moglichkeit der Absorption stellt der Magen-Darm-Trakt dar. Hier bieten
sich in der Medizin zahlreiche neue Moglichkeiten, Medikamente mit NP zu koppeln
und so eine hohere Aufnahme der Wirkstoffe in den systemischen Kreislauf zu

erzielen.

Es konnte gezeigt werden, dass oral aufgenommene NP mit den Villi der Enterozyten
interagieren und durch diese auch penetrieren kdnnen (35, 36). Allerdings besteht eine
hohe Variabilitat in der Resorption und der Bioverfugbarkeit (37, 38). So wurden
Absorptionsraten zwischen 0,25-14 % in Dinndarm und Dickdarm erreicht (38). Die
Aufnahme findet hauptsachlich durch Endozytose der Enterozyten statt (39), wahrend
Diffusion und parazellulare Passage kaum eine Rolle zu spielen scheinen (40).
Beeinflusst wird die Resorption unter anderem durch den osmotischen Druck, Salze
und Proteasen (38). Auch die Oberflachenladung der NP hat einen Einfluss auf die
Resorption, welche von dem jeweiligen pH-Wert im Magen-Darm-Trakt abhangt (41).
Des Weiteren konnen solid lipid nanoparticle (SLN) die permeability glycoprotein 1
(PGP)-Efflux-Pumpe hemmen und so zu einer gesteigerten Bioverfugbarkeit von

Medikamenten, die sonst kaum intestinal resorbiert werden, beitragen (42).

3 PEF: In der Spirometrie gemessener maximaler Atemstrom wahrend der Expiration.

4 FEV: In der Spirometrie wahrend forcierter Expiration gemessenes Volumen innerhalb einer Sekunde.
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2.2.2.3 Dermale Aufnahme

Die dermale Aufnahme von NP wurde in den letzten Jahren stark diskutiert. Die Haut
dient dem Korper als Schutz vor einer Vielzahl von aulleren Bedingungen wie

Mikroorganismen, Wasserverlust und Umwelteinflissen (43).

Schon lange werden ZnO-NP in Sonnenschutzmitteln oder Wundheilsalben
verwendet. Die Cremes verbleiben sehr lange auf der Haut und kdnnten so das
Potential haben, vom Koérper aufgenommen zu werden. Nach aktuellen Kenntnissen
scheint eine dermale Aufnahme nicht moglich zu sein. Es zeigte sich, dass weder NP
noch derren Agglomerate in Form von ZnO-Cremes oder TiO2-Cremes, wie sie zum
Beispiel als Sonnenschutzcremes verwendet werden, resorbiert werden kdnnen. Des
Weiteren konnten nach der Applikation keine zytotoxischen Effekte auf die Zellen
detektiert werden (44, 45). Dies ist auch der Fall, wenn die Haut oberflachliche
Verletzungen oder Sonnenbrand aufweist (46). Vor allem das Stratum corneum
scheint die Permeation der NP zu verhindern (47). Letztendlich scheint die Resorption
von den Eigenschaften der NP, der mechanischen Belastung und der Dehnung der

Haut abhangig zu sein (48).

2.2.2.4 Aufnahme in das Nervensystem

NP koénnen sowohl Uber das periphere Nervensystem (PNS) aufgenommen werden
als auch durch Uberschreiten der Blut-Hirn-Schranke (BHS) in das zentrale
Nervensystem (ZNS) gelangen. Die periphere Aufnahme kann Uber Endozytose in die
Nervi olfactorii erfolgen, nachdem die NP inhaliert wurden (30, 49, 50). So ist fur ZnO-
NP beschrieben worden, dass diese in die Nervi olfactorii durch Endosomen
aufgenommen werden und zu zweiwertigen Zinkionen (Zn?*) dissoziieren. Danach
werden die lonen aus den Endosomen wieder freigesetzt, sodass steigende
Zytoplasmaspiegel von Zn?* detektiert werden konnten (49). Die NP oder deren lonen
gelangen von den Nervi olfactorii weiter in den Bulbus olfactorius, in dem sie
akkumulieren konnen (30, 49). Maximale Nanopartikelkonzentrationen wurden im
Bulbus olfactorius 72 Stunden nach Exposition gemessen (30). Der Transport der
Partikel zwischen den Nervenzellen kann Uber gap junctions oder Exozytose erfolgen
(49). Fur TiO2 konnte gezeigt werden, dass eine Anreicherung zusatzlich zum Bulbus
olfactorius auch im Hippocampus, dem Zerebellum und dem zerebralen Kortex
moglich ist (30). Des Weiteren konnen im Blut befindliche NP auch die BHS
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Uberwinden. Die BHS wird gebildet von der Basalmembran und dem Kapillarendothel,
das durch tight junctions verbunden ist (4). Der genaue Mechanismus ist noch nicht
abschliellend geklart. Da die tight junctions nur fur Partikel kleiner als 4-6 nm
Uberwindbar sind, scheint es auch madglich, dass NP durch die Membran des

Endothels Uber die BHS gelangen konnen (51).

Es wurde bereits gezeigt, dass PEG-NP auch den LDL-Rezeptor nutzen kdnnen, um
dann uber rezeptorvermittelte Endozytose in die Zellen aufgenommen zu werden (52).
Auch konnen NP die Membranintegritat beeinflussen und vesikulare Transporte
induzieren oder durch die von ihnen gebildeten ROS die Integritat der BHS zerstoren
(53). Von Bedeutung fur die Aufnahme in das ZNS scheint auch die Ladung der NP zu
sein. Es konnte gezeigt werden, dass Kationen die Permeabilitat der BHS erhdhen
und den Raum zwischen den tight junctions weiten (52). Neutral geladene NP und
niedrige Konzentrationen von Anionen scheinen hingegen keinen Einfluss auf die BHS
zu haben (54).

2.2.3 Effekte von Nanopartikeln
2.2.3.1 Bildung von ROS

ROS sind reaktive Verbindungen (z.B. Radikale), die oxidativen Stress verursachen
konnen. Hierzu zahlen die Superoxid- (*O2-), Hydroxyl- (HO), Peroxyl-(RO2¢) und
Alkoxylradikale (ROe<) sowie die Verbindungen Wasserstoffperoxid (H202) und
Hypochlorige Saure (HOCI) (55). Sie konnen im menschlichen Korper im
physiologischen Stoffwechsel auch in den Mitochondrien und Peroxisomen entstehen
und stellen ein Nebenprodukt der Adenosintriphosphat (ATP)-Synthese dar bzw.

dienen unter anderem der Abwehr von Viren und Bakterien (56-58).

Auch NP koénnen die ROS-Bildung induzieren. So konnte bereits nachgewiesen
werden, dass NP die NADPH-Oxidase Aktivitdt erhdhen und somit zu einer
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezien fuhren (57). Das Verhaltnis von GSH zu
GSSG dient als Mittel zur Messung des intrazellularen Oxidationspotentials. Ein
Missverhaltnis zwischen diesen beiden kann dazu fuhren, nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (Nrf2) zu aktivieren und so eine Synthese von mehr als 200
antioxidantisch wirkenden Enzymen hervorzurufen, wie unter anderen der Glutathion-
S-Transferase (GST) und der Glutathion-Peroxidase (GPx). So kdnnen NP durch den
erhohten ROS-Gehalt der Zellen die Genexpression beeinflussen (58, 59). Auch eine
13
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Entzindung kann auf diesem Weg durch NP- Exposition getriggert werden. Dies wird
durch die mitogen-activated protein-Kinase (MAP-Kinase) und nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) vermittelt, welche zu einer
Expression von Zytokinen, Chemokinen und Adhasionsmolekihlen fuhren. Zudem
kann der intrazellulare Ca?*-Gehalt der Zelle verandert werden (59). Einige NP kénnen
auch direkt in den Mitochondrien die ROS-Produktion steigern (60, 61). Metallische
NP, wie die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten ZnO-NP, dienen als Katalysatoren
der intrazellularen Haber-Weiss-Reaktion und sind so an der Bildung von
Hydroxylradikalen beteiligt (58, 62), wie Abbildung 3 verdeutlicht.

Haber-Weiss-Reaktion: O, + H,0, > O, + OH* + OH-

Fenton-Reaktion: M1+ Oy — M + O,

M+ H,0, - M™1+ OH* + OH-

M Ubergangsmetall

Abbildung 3 Haber-Weiss-Reaktion und Fenton-Reaktion

Intrazellulare ROS-Bildung durch Ubergangsmetalle. Grafik modifiziert nach Fu et al. 2014.

Die durch metallische NP gebildeten ROS verursachen Schaden an Proteinen,
Lipiden, Zucker und der deoxyribonucleic acid (DNA) (61, 63-65). Folglich konnten
Veranderungen an den Lipiden der Membranen von Mitochondrien,
Endoplasmatischen  Retikulum, Lysosomen, Peroxisomen und auch der
Plasmamembran gefunden werden (66). Auch DNA-Strangbriche und Schaden der
mitochondrialen DNA wurden detektiert (58). Zudem scheint eine Modifikation der

Nukleinsauren mit damit einhergehender Genotoxizitat moglich zu sein (58).

Koénnen die genannten Zellschaden nicht durch Reparaturmechanismen kompensiert
werden, gehen die Zellen in die Zustande der Apoptose, Nekrose oder Autophagie
Uber (67). Oxidativer Stress ist somit mit der Entstehung diverser Krankheiten und dem

Alterungsprozess assoziiert (58, 64, 68).
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2.2.3.2 Genotoxizitét und Zytotoxizitét von metallischen Nanopartikeln

Im Folgenden wird auf die geno- und zytotoxischen Effekte von metallischen NP auf
Zellen eingegangen. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass diese von GroRe,

Form, Oberflache und der Zusammensetzung der NP abhangig sind (69).

Die zytotoxischen Effekte von metallischen NP sind in Abbildung 4 dargestellt. Wie
bereits erlautert, erhdhen NP auf unterschiedlichen Wegen das intrazellulare ROS-
Level. Ein wesentlicher Mechanismus der DNA-Schadigung durch ROS liegt in der
Transversion von Guanin-Cytosin (GC) zu Thymin-Adenosin (TA) in der DNA. Dies
fuhrt zu einer zunehmenden Instabilitdt der DNA und fordert die Karzinogenese (69-
71). Zudem konnen die positiv geladenen metallische NP nach Diffusion durch den
Nucleolus direkt auf die negativ geladenen DNA wirken (72, 73). Auch
Chromosomenaberrationen kdnnen durch metallische NP verursacht werden (69). Es
wurde bereits gezeigt, dass im Rahmen der Fenton-Reaktion Fe?*-lonen Purin- und
Pyrimidinbasen verandern sowie Quervernetzungen und Strangbriche verursachen
konnen (74). Des Weiteren konnen im Rahmen der Fenton-Reaktion entstandene
ROS eine Entzundung induzieren. Durch mitochondriale Interaktion mit ROS wird das
Verhaltnis von Bax und Bcl2 verandert, was in einer Cytochrom C Freisetzung mit
nachfolgender Elevation von p53 und der Caspase-3 sowie Apoptose der Zellen
resultieren kann (69). Aullerdem konnte gezeigt werden, dass NP wie ZnO-NP zu

einem Verbleiben der Zellen in der G2-Phase fuhren kdnnen (71).

Ebenfalls eine wesentliche Rolle spielt die Entstehung von Malondialdehyd, das bei
der Lipidoxidation entsteht. Es wirkt mutagen und karzinogen, indem es Addukte von
Desoxyadenosin, -guanin und -cytosin bei physiologischen pH-Werten bildet (75).
Auch Enyminaktivation und Modifikation von Proteinen durch Carbonylation,
Veranderung der Aminosauresequenz und Peptidkettenbriche entstehen durch
Proteinperoxidation (69). Somit kdonnen der Zellstoffwechsel und letztendlich auch

interzellulare Prozesse durch metallische NP beeinflusst werden.
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Abbildung 4 Genotoxizitdt und ROS-Effekte metallischer Nanopartikel

Intrazelluldre genotoxische Mechanismen metallischer Nanopartikel. Abbildung modifiziert nach
Mortezaee et al. 2019 (69).

2.2.4 Verwendung in der Medizin

NP scheinen eine Vielzahl von Moéglichkeiten zum Einsatz in der Medizin zu bieten und
sind deswegen auch Gegenstand vieler aktueller Forschungen. Die
Einsatzmoglichkeiten gehen von der Pravention bis hin zur spezifischen Therapie von

Erkrankungen.

Im Bereich der primaren Pravention wird der Einsatz von NP bei Impfungen erforscht.
So konnten bald nicht invasive Impfungen durch Aufnahme der NP Uber die Mukosa
moglich sein (37). Hier zeichnen sich NP nicht nur dadurch aus, dass sie die Impfstoffe
vor Enzymen des Pankreas oder den niedrigen pH-Werten des Magens schutzen,
sondern auch selbst mit den Zellen der Immunabwehr, wie beispielsweise den Peyer-

Plaques, interagieren (37). Es konnte bereits gezeigt werden, dass im Rahmen einer
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oralen Immunisation gegen Helicobacter pylori die Immunantwort gegen polylactid-co-
glycolid-nanopartcles (PLGA-NP) mit Helicobacter pylori Lysaten starker ausfiel, als
eine ohne NP. Das Ausmal} der Immunantwort wurde am IgA, 1gG1 und IgG2b
gemessen (76). Zudem konnte im Rahmen einer inhalativen Zufuhr von Plasmid-DNA
gegen M. tuberculosis an Chitosan-NP eine Erh6hung des Interferon-y (INF-y) gezeigt
werden (77).

Auch in der Diagnostik kdnnten NP neue Mdglichkeiten bieten. Beispielsweise kdnnen
NP (bspw. Quantum Dots) durch fluoreszierende Kontrastmittel und spezifische
Antikorper so modifiziert werden, dass sie sich in bestimmten Strukturen oder Tumoren
anreichern. So bieten NP die Moglichkeit einer sehr selektiven und sensitiven
Darstellung (78). Zudem haben NP den Vorteil, dass sie die BHS passieren kdnnen
und so nicht nur in der Bildgebung neue Maoglichkeiten bieten, sondern auch
hinsichtlich des Medikamententransports ins ZNS (78).

Durch diesen zielgerichteten Transport der Medikamente werden die systemischen
Nebenwirkungen reduziert und an dem gewunschten Wirkungsort, wie dem ZNS oder
anderen Organen, hohe Wirkstoffkonzentrationen erreicht. Die NP agieren hierbei als
Vehikel und werden uber Endozytose in die Zellen aufgenommen. Die Freigabe der
Pharmaka erfolgt nach Aufnahme in die Endosomen (37, 78). Gerade fir den
Transport von Zytostatika in der Tumortherapie ware dies eine Moglichkeit, die haufig
therapielimitierenden Nebenwirkungen zu minimieren und die Dosis des Zytostatikums
im Tumor zu erhohen. Die Anreicherung im entarteten Gewebe kann entweder durch
z.B. Kopplung an spezifische Oberflachenantikorper stattfinden oder durch eine
erhohte Permeabilitat der Tumorgefalle ((37, 79). Enhanced permeability and
retention (EPR) beschreibt eine vermehrte Anreicherung sowie auch einen
verzogerten Abtransport von Nanomaterialien in Tumoren als in nicht-neoplastisch-
veranderten Gewebe. Die Gefalle der Tumore enthalten Fenestrationen von bis zu
100 nm sowie Endotheldysfunktionen, wodurch Nanomaterialen das Gefal3lumen
leicht in den extravasalen Raum verlassen konnen. Zudem besteht eine Dysfunktion
des lymphatischen Systems von Tumoren, was in einem high interstitial fluid pressure
(IFP) und einer Akkumulation von Nanomaterialien resultiert, insbesondere im
Tumorzentrum (79). Bowerman et al. konnten PLGA-NP mit Docetaxel koppeln und im
Mausmodell in der Brustkrebsbehandlung eine verlangerte Uberlebenszeit erzielen

(80). Eine weitere Madglichkeit stellen magnetic nanoparticles (MNP) dar, die mit
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Medikamenten gekoppelt sein kdnnen. Diese konnen durch ein magnetisches Feld
(z.B. im MRT) zielgerichtet lokalisiert werden (81).

Weiterhin konnten MNP, wie unter anderem Nickel und Cobalt, gezielt in Tumoren
durch auliere magnetische Felder Hitze induzieren (82). Auch fur MNP beim
Prostatakarzinom und metastasierten Knochentumoren konnte eine Tumorregression

durch Hyperthermie gezeigt werden (81).

Grundsatzlich stellen NP eine grof’e Chance fur die Medizin dar. Um ihren Einsatz
auch in der klinischen Routine zu ermdglichen, mussen jedoch noch Bioverfugbarkeit,
Loslichkeit und Stabilitat verbessert werden sowie die Immunogenitat verringert
werden (83).
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2.3 Nanopartikel als Radiosensitizer

Die Strahlentherapie ist ein in der Medizin im Rahmen von Krebserkrankungen und
bei benignen Erkrankungen angewandtes Therapieverfahren (84). In den aktuellen
Leitlinien zur Therapie des Lungenkarzinoms wird eine Bestrahlung von mehr als
60 Gray fraktioniert, hyperfraktioniert oder auch stereotaktisch flr das nicht-
kleinzellige Lungenkarzinom in inoperablen Stadien empfohlen. Nach stereotaktischer
Bestrahlung konnten in Studien bei bis zu 80 % der Patienten eine Tumorkontrolle
erzielt werden (85). In 5-15% kommt es nach Bestrahlung zu einer
Strahlenpneumonitis, die nach 6-24 Monaten in eine Strahlenlungenfibrose Ubergehen
kann (15). Bei einer kurativen therapeutischen Absicht kann die Lungenfibrose
dosislimitierend sein (86). Folglich ist es notwendig, die Nebenwirkungen bei

gleichbleibender Wirkung zu reduzieren.

Bei der Bestrahlung entstehen lonen wie Hydrogen- und Hydroxylradikale aus Wasser
(Radiolyse), aus denen sich wiederrum Wasserstoffperoxid bilden kann (87, 88). Das
Wasserstoffperoxid kann zu der Bildung von ROS und reaktiven
Stickstoffverbindungen fuhren. Diese beiden Substanzen sind die Hauptursachen flr
die Nebenwirkungen einer Bestrahlung (88). Die Erhdhung des ROS-Levels durch
Bestrahlung konnte bereits bei A549-Zellen gezeigt werden (89).

Das Hydroxylradikal fuhrt zu einer Oxidation von Aminosauren, was zur
Hydroxylierung von aromatischen und alipathischen Seitenketten sowie zu dem
Hinzufugen von Gruppen in den aromatischen Ring fuhren kann. Dies fuhrt sowohl zu
Veranderungen der Proteinfunktion und —struktur als auch zu einer Beeinflussung von
Enzymen. Auch scheinen DNA-Crosslinks im Chromatin zu entstehen. Zudem fuhren
ROS zu Crosslinks zwischen Proteinen und Makromolekuhlen, die dann biologisch
inaktiv sind (88, 90).

Den toxischsten Effekt haben die DSB. Aus diesen resultieren
Chromosomenaberrationen, Mutationen und eine genetische Instabilitat (88, 91, 92).
Sie konnen auch aus DNA-Crosslinks zwischen zwei Strangen hervorgehen.
Insbesondere Pyrimidinradikale scheinen DNA-Crosslinks zu beglnstigen (93, 94).
Die bei der Bestrahlung entstehenden Nukleotid-Radikale konnen an die Desoxyribose
desselben oder benachbarter Nukleotide kovalent binden, sodass die Crosslinks

innerhalb eines DNA-Stranges entstehen (88, 95). Aulierdem sind Crosslinks
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zwischen der DNA und Proteinen mdglich, sodass eine Transkription und Replikation

der entsprechenden Abschnitte nicht mehr moglich ist (88).

Um diese Effekte zu verhindern, gibt es zahlreiche zellulare Mechanismen, die die
Zellen schitzen. Den grofdten protektiven Effekt hat die Superoxiddismutase (SOD)
(96). Zudem kann zellulares GSH mit seiner Thiol-Gruppe die entstandenen Radikale
binden (88).

Ziel aktueller Studien ist es, die Wirkung der Strahlentherapie bei gleichbleibender
oder verringerter Dosis zu verstarken (84). Kombinierte Chemotherapie und

Immuntherapie sowie Radiosensitizer werden hierfur genutzt.

/ Fluoreszenzemission

Compton-Streuung

Metallischer NP
mit hohem
Zeta-Potential

== Auger-Elektron

\ Rayleigh-Streuung

lonisierende Strahlen

Abbildung 5 Nanopartikel als Radiosensitizer

Effekte radioaktiver Strahlung auf Nanopartikel mit hohem Zeta-Potential. Grafik modifiziert nach
Klebowski et al. 2012 (87).

Insbesondere NP mit einem hohen Zeta-Potential (z.B. Gold-NP oder ZnO-NP) geben
bei Bestrahlung Elektronen an das umgebende Gewebe ab und steigern so die
Wirkung der Radiotherapie (87, 97), was Abbildung 5 zeigt. Zudem konnen durch den
Auger-Effekt lokal die ionisierenden Effekte verstarkt werden. Dabei spaltet sich durch
lonsisation ein Elektron aus einem Atom ab. Der Platz wird durch ein Elektron der
aulieren Schale wieder eingenommen, sodass Energie frei wird, die in der Emission
eines weiteren Elektrons resultiert (87, 98). Letztendlich generieren NP wie ZnO-NP
ROS zusatzlich zu den bei der Radiotherapie entstehenden Radikalen (58). Die

negativ geladene Glykokalyx von Tumorzellen ermoglicht zudem ein selektives

20



Literaturdiskussion

Penetrieren durch kationische NP wunter Schonung des umgebenden nicht-
neoplastischen Gewebes (87, 99-101). Dadurch wird eine zielgerichtete Therapie mit
Verminderung der Nebenwirkungen auf das nicht-neoplastische Gewebe mdglich.
Auch kénnen Magnetfelder oder Kurzwellenradiotherapie zu einer Hyperthermie im

Gewebe fuhren, die durch die NP verstarkt wird (102).
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2.4 Zink

2.4.1 Chemische und biologische Eigenschaften

Zink ist ein unedles Metall, das an 30. Stelle im Periodensystem steht und zu den
Ubergangsmetallen zahlt. Durch seine abgeschlossen d-Schale kommt es in seinen
Eigenschaften jedoch den Erdkalimetallen naher. Das Redoxpotential liegt
bei -0,763 Volt. Das hohe Redoxpotential ermoglicht ein leichtes Oxidieren und so eine
Bildung von ZnO-NP (103, 104). In Verbindungen weist Zink meist die
Oxidationszahl +2 auf (104).

Im Rahmen dieser Arbeit ist Zinkoxid in Form von NP verwendet worden. Zinkoxid ist
ein farbloses Pulver, das in Medizin schon lange in Form von Wundsalben angewandt
wird, da es antiseptisch und schwach adstringierend wirkt. Zudem absorbiert ZnO UV-

Licht, weshalb es ein haufiger Bestandteil von Sonnenschutzmitteln ist (103, 105).

Im menschlichen Korper ist Zink essentiell, da es Bestandteil der aktiven Zentren vieler
Enzyme ist (103). Die Aufnahme erfolgt mit der Nahrung. Empfohlen werden von der
Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung (DGE) taglich 11-16 mg fur Manner und bis zu
7-12 mg fur Frauen in Abhangigkeit von der Phytatzufuhr (106). Es wird als Bestandteil
des aktiven Zentrums von mehr als 300 Enzymen bendétigt. Die Alkohol-
Dehydrogenase, die Malatdehydrogenase, Carboanhydrase und die SOD sind nur
einige Beispiele. Des Weiteren ist Zink auch Bestandteil der Zinkfingerdomane, es ist
an der Speicherung von Insulin beteiligt und spielt eine Rolle bei der Immunabwehr

sowie der Zellproliferation.

Bei einer erndhten Zinkzufuhr von 1-2 g treten Vergiftungserscheinungen wie Ubelkeit,
Erbrechen und Koliken auf (107). Ein Zinkmangel hingegen fuhrt zu
Wachstumsstorungen, Haarausfall, Wundheilungsstérungen und krustig-blasigen

Hautveranderungen (108, 109).

2.4.2 Verteilung im menschlichen Korper

Der menschliche Koérper enthalt 2-3 g Zink. Dieses wird in der Skelettmuskulatur
(60 %), den Knochen (30 %), der Leber (5 %) und der Haut (5 %) gespeichert (110).
Das intrazellulare Zink verteilt sich auf den Nukleus (30-40 %), das Zytoplasma und

die Organellen (50 %) sowie die Zellmembran (111).
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Die Resorption erfolgt im Duodenum und Jejunum Uber zinkselektive Transporter (zrt-
and irt-like protein, ZIP). Auch die Zink-Abgabe in den extrazellularen Raum und
transzellulare Transporte werden Uber zinkselektive Transporter (zinc transporter,
ZnT; ZIP) gesteuert (112). Hierbei werden lediglich 20-30 % der aufgenommen
Zinkmenge absorbiert. Intrazellular wird Zink an Metallothionin gebunden. Bei
bestehendem Zinkbedarf wird Zink im Weiteren an das Blut abgegeben. Im Blut bindet
es an Albumin oder zu geringeren Anteil auch an Transferrin (109, 113). Die
Plasmakonzentration betragt circa 0,9 mg/l (114), wohingegen bei Patienten mit
Metalldampffieber eine Plasmakonzentration von bis zu 400 mg/l gemessen werden
konnte (114).

2.4.3 Aufnahmewege in die Zelle von ZnO-NP

Kao et al. gliedern die zellulare Aufnahme von ZnO-NP in zwei Phasen, die in
Abbildung 6 dargestellt sind (115).

| Phase | | Phase Il

Zn2?* Konzentration +

extrazellulér | I intrazellulér I

Zytoplasma

Zn?*

ZnO NP ZnO NP

anz‘ Zn2+ Zn2+

TR znonp

ZnO NP

Mitochondrium
v 1

~
4 .
Endosom v
ZnO -> Zn?* Membranpotentialveranderung
\ v

Caspase-3 LDH-Freisetzung

v
Apoptose

Abbildung 6 Aufnahme von ZnO-NP in die Zelle

Graphische Darstellung der Phase | und Phase Il der intrazellularen ZnO-NP Aufnahme modifiziert nach
Kao et al. 2012 (115).
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In der ersten Phase werden die ZnO-NP durch Endozytose in die Zelle aufgenommen.
Die endozytotischen Vesikel fusionieren daraufhin mit den Endosomen. Da diese
niedrige pH-Werte von 5-6 haben, dissoziieren die ZnO-NP hier in Zn?*-lonen, welche

in das Zytoplasma Ubertreten (115).

Daraufhin beginnt die Phase Il mit der Aufnahme der Zn?*-lonen in die Mitochondrien.
Das mitochondriale Membranpotential kann nicht gehalten werden und die Caspase-3
wird aktiviert, als erster Schritt der initiierten intrinsischen Apoptose (115, 116). Jedoch
konnten andere Arbeitsgruppen keinen Anstieg der Caspase-3 Aktivitat zeigen (117).
Hackenberg et al. beschreiben zudem eine direkte Membranlberschreitung von im

Medium enthaltenden Zn?*-lonen (118).

Die zellulare ZnO-NP Aufnahme scheint auch zeitabhangig zu sein. In
mesenchymalen Stammzellen konnte nach 30 Minuten Exposition keine ZnO-NP
Aufnahme festgestellt werden. Lediglich nach 60 Minuten konnten intrazellulare
Aggregate und einzelne NP transmissionselektronenmikroskopisch gesehen werden
(119).

2.4.4 Zyto- und Genotoxizitat von ZnO-NP

Auf der einen Seite scheinen die Effekte der ZnO-NP auf die Zellen von der
PartikelgroRe, -form und der -konzentration abhangig zu sein. So konnte gezeigt
werden, dass unterschiedlich gro3e Partikel eine unterschiedliche Wirkung auf
menschliche Leukamiezellen haben und auch hohere Konzentrationen eine starke
Herabsetzung der Proliferationsrate bewirken koénnen (103, 120). Eine
grolRenabhangige und zudem auch formabhangige Wirkung auf die mitochondriale
Aktivitat von A549-Zellen wurde gezeigt (121).

Auf der anderen Seite scheint auch die Freisetzung von Zn?* -lonen wesentlich fir die
Wirkung von ZnO-NP zu sein. Hackenberg et al. zeigten eine Herabsetzung der
Zellviabilitat durch ZnO-NP, aber nicht bei der Exposition von ZnO-Puder. Zudem
stellte die Arbeitsgruppe eine Zunahme der olive tail moment (OTM) als Indikator der
Genotoxzitat nach Exposition dar (122). Auch das Hervorrufen einer Inflammation
konnte durch den Anstieg der Sekretion von IL-8 gezeigt werden (122, 123). ZnO-NP

scheinen zu einem Mitosearrest fiuhren zu konnen. Nach Modifikation der Oberflache
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von ZnO-NP mit TiO2 nahm eine Freisetzung von Zn?*-lonen ab und die Toxizitat sank
(124). Es zeigte sich eine Zunahme der Zellen in der S-Phase nach Exposition durch
NP, wahrend der Anteil der Zellen in der G0/G1-Phase und G2/M-Phase abnahm
(125). Eine hohe Konzentration von Zn?* wurde mit einem hohem intrazellularem ROS-
Gehalt in Verbindung gebracht, was letztendlich zu einer Apoptose fuhrte (126). Als
mogliche Ursachen hierfur wurden eine Verminderung der Atmungskette durch
Inhibition des mitochondrialen Komplexes lll, die Inhibition der Glutathion-Reduktase
sowie der LADH beschrieben (117). Zhang et al. konnten fur A549-Zellen eine
Akkumulation von Autophagosomen nach ZnO-NP Exposition zeigen. Die ZnO-NP
setzten in Lysosomen Zn?*-lonen frei, die wiederrum die Lysosomen schadigten und
uber mitochondriale Schaden und ROS Elevation zum Zelltod fuhrten (127). Zudem
fuhrten intrazellulare Aggregate der Mikrotubuli und der Aktinflamente nach ZnO-NP

Exposition zu Nekrosen (128).

Zusammenfassend kann eine veranderte intrazellulare Zinkkonzentration durch
Beeinflussung unterschiedlicher Signalwege in Apoptose und Nekrose resultieren
(128).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellen

A549 American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, USA

3.1.2 Eier

Eier, weil} (Leghorn)

LSL, Dieburg, Deutschland

3.1.3 Zellkukturmedium und Puffer

Tabelle 1 Zellkulturmedium und Puffer

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium,
DMEM

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Life technologies, Carlsbad, USA

Fetales Kalberserum 500 ml, FCS

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin/  Streptomycin, (100 U/ml/ | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
100 pg/ml)

StemPro Accutase Cell Dissociation | Life technologies, Carlsbad, USA
Reagent

Trypsin/EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

26




Material und Methoden

3.1.4 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2 Gerite

CASY Cell counter, Model TT

Roche Diagnostics International AG,

Basel, Schweiz

Dentaler Silikonring (6,4 mm)

Dentaurium, Ispringen, Deutschland

Fluoroskan Ascent Microplate

Thermo  Fisher Scientific  GmbH,

Rockford, USA

Gammacell 2000, y-Quelle (Cs137)

Mglgaard Medical, Risg, Danemark

Inkubator, Heracell 150i CO2 Incubators

Thermo Scientific, Waltham, USA

Kuhlschrank

Bosch, Stuttgard, Deutschland

Kuhlschrank -25°C

Liebherr Premium, Bulle, Schweiz

Mikroskop, Leitz Orthoplan

Leica, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop, Nikon TMS

Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Multiskan Ascent

Thermo Electron Cooperation, Dreieich,

Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Pipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipetus Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

Skalpell No. 11 Feather, Osaka, Japan

Ultraschallbad

Bandelin Sonorex Super RK 210 H,

Berlin, Deutschland
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Waage Precision Advanced OHAUS, Giel3en,
Deutschland

Wasserbad INFORS HT, Bottmingen, Schweiz

Vortex Fisherbrand Scientific, Schwerte,

Deutschland

Zentrifuge, 100 VAC Fisherbrand

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Zentrifuge, Biofuge fresco

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge, Multifuge 1L-R

Heraeus, Hanau, Deutschland

Tabelle 3 Verbrauchsmaterialien

Cell culture dishes cellstar 96 well plate,
black, 15MM REF 655090 uCLEAR

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Falcon 15 ml/ 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Microcentrifugen
0,5ml, 1,5 ml, 2,0 mi

Eppendorfgefalle

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Parafilm ,M“TM Laboratory Film

Pechiney, Chicago, USA

Pipette cellstar®, 2,5ml, 5ml, 10 ml,
25 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Pipetten fur Pipetus

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Pipettenspitze;
200 pL,1000 pL

0,5-20 pL, 100 pL,

Kisker Biotech GmbH & Co.
Steinfurt, Deutschland

KG,
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Zellkulturflaschen; 175 cm?, 75 cm?,

25 cm?

Cellstar, Greiner, Frickenhausen,

Deutschland

3.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4 Chemikalien und Reagenzien

AlamarBlue

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland

Antikorper (Von-Willebrand-Faktor,
Zytokeratin)

Agiligent Technologies, Santa Clara,

USA

Casy-Toner

Roche Diagnostics International AG,

Basel, Schweiz

Destiliertes Wasser

Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe,

Deutschland

Dimethylsulfoxid, DMSO

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

En Vision Agiligent Technologies, Santa Clara,
USA

Eosin Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol AppliChem, Inc., St. Louis, USA

Hamalaun Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe,

Deutschland

Kristallviolett

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypan Blau 0,4 %

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Tween

Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe,

Deutschland

ZnO-Nanopartikel (15-18 nm)

3.1.6 Software

Tabelle 5 Software

Ascent Software, Version 2.6

Thermo Electron Corporation, Dreieich,

Deutschland

CASY 1 TT® Scharfe System, Reutlingen,
Deutschland
EndNote X9 Clarvate Analytics, Philadelphia, USA

Fluoroskan Software, Version 2.4

Thermo Fisher Scientific  GmbH,
Rockford, USA

Microsoft Office 2003/2007/2011

Microsoft Deutschland GmbH,

UnterschleiRheim, Deutschland

Stata 15.1 SE

StataCorp LLC,College Station, USA

30




Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultivierung

Die Zellinie A549 wurde aufgetaut und in DMEM-Nahrmedium (10 % FCS, 2 %
Penicillin/Streptomycin) fiir 24 Stunden in einer 25 cm?-Zellkulturflasche bei 37 °C und
5 % CO2 angezuchtet. Daraufhin erfolgte ein Austausch des DMEM-Nahrmediums
(5 % FCS, 2 % Penicillin/Streptomycin) und die weitere Kultivierung fur 24 Stunden.

Die Mobilisation der adharenten Zellen fand durch zweimaliges Waschen mit PBS und
einer 5-minutigen Trypsin-EDTA-Inkubation statt. Nach Verdinnung mit Medium
wurde das Trypsin-EDTA durch eine 5-minutige Zentrifugation bei 1400 rpm entfernt.
Anschliel3end erfolgte eine Resuspendierung der A549-Zellen in DMEM-Nahrmedium
(5 % FCS, 2 % Penicillin/Streptomycin).

Zum Erhalt der der Zelllinie wurden diese in 25 cm?- oder 75 cm? -Zellkulturflaschen
mit DMEM-Nahrmedium (5 % FCS, 2 % Penicillin/Streptomycin) kultiviert und alle
2 Tage auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt, um die Zell-Zell-Kontakte zu verringern

und eine weitere Proliferation zu ermoglichen.

3.2.2 Zellzahlbestimmung

Es wurden 20 pl der abgelosten und resuspendierten Zellen mit 20 pl Trypan-Blau
vermengt und auf die Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Das Trypan-Blau dringt in nicht
vitale Zellen mit geschadigter Membran ein und farbt diese blau. Daraufhin wurden die

ungefarbten, vitalen Zellen in allen 4 Quadranten (= x) gezahlt.

Die Zellzahl wurde mit folgender Formel berechnet:

Zellen/ml = (x * 10000 * Verdinnungsfaktor)/4

3.2.3 Herstellung der Nanopartikel

Die ZnO-NP wurden freundlicher Weise von dem Institut fir anorganische und

analytische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat zur Verfugung gestellt.
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Far den MTT wurden ZnO-NP mit einer Grofze von 15-18 nm verwendet, welche nach
dem Verfahren von Cheng et al. synthetisiert wurden (129). Hierfur wurden Zn(Ac)x:
H20 (1.09 g) in 10 ml Methanol geldst und 20 ml Tetramethylammonium Hydroxid
(25 % wiw) in Wasser sowie Tetramethylammonium Hydroxid (25 % w/w in Methanol)
in dem Verhaltnis von 1:3 hinzugegeben. AnschlieRend wurde die Losung bei 50 °C
fur 24 Stunden in einem teflonbeschichteten Stahlautoklaven erhitzt und zuletzt mit

Wasser gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet.

3.2.4 MTT mit A549-Zellen
3.2.4.1 Aussat der Zellen

Die A549-Zelllinie wurde in 9 Zellkulturflaschen mit jeweils 25 cm? ausgesat und wie

unter 3.2.1 beschrieben weitere 48 Stunden inkubiert.

3.2.4.2 Inkubation mit ZnO-NP

Die ZnO-NP wurden mit Hilfe einer Feinwaage auf 1 mg abgewogen. Entsprechend
der Konzentration wurden 1 mg ZnO-NP in 100 pl (Konzentration 100 pg/ml), 1000 pl
(Konzentration 10 pg/ml) und 100000 pl (Konzentration 0,1 uyg/ml) gelést und

5 Minuten im Ultraschallbad suspendiert.

Daraufhin wurden zu 4,95 ml Medium 50 pl ZnO-NP Suspension, beziehungsweise flr
die Kontrolle 50 yl H20, pipettiert und in je eine 25 cm? Flasche gegeben. Diese
wurden dann weitere 15 Minuten, 60 Minuten oder 240 Minuten inkubiert. Bei der
Kontrolle (0 Minuten) erfolgte ein sofortiges Abwaschen der ZnO-NP nach der

Applikation. Allein bei der Totkontrolle fand nur ein Mediumwechsel (5 ml) statt.

Nach abgelaufener Inkubationszeit von 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und
240 Minuten wurden die 25 cm? Flaschen mit 3-4 ml PBS gespdilt und im Folgenden
fur 5-15 Minuten mit 3 ml Acutase inkubiert, um die Zellen zu mobilisieren. Die
geldsten A549-Zellen wurden auf 9 Falcons aufgeteilt und in 7 ml Medium pipettiert.
Des Weiteren wurden die Falcons bei 1400 rpm zentrifugiert und anschlieRend in 6 ml
Medium resuspendiert. Aus dieser Suspension wurden 400 pl enthommen und zur
Zellzahlbestimmung und Vitalitatsbestimmung mit Hilfe des CASY-TT verwendet.
Weiterhin wurden fur jede Inkubationszeit die mit ZnO-NP inkubierte Probe und die

Kontrolle auf je 4 Falcons (je Falcon 300.000 Zellen) aufgeteilt.
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Daraufhin wurden die A549-Zellen in Falcons mit 2 Gray, 4 Gray oder 8 Gray bestrahlt.
Es folgte die Aufteilung der Zellen auf 4 96-Wellplatten, fur jede Bestrahlungsdosis
sowie fur die Kontrolle (0 Gray) jeweils eine. In jedes Well wurden 250 pl der

Suspension pipettiert. Die Platten wurden fur weitere 48 Stunden inkubiert.

3.2.4.3 CASY-TT

Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte nach der ZnO-NP Inkubation mit Hilfe des
CASY-TT. Zu diesem Zeitpunkt hatte noch keine Bestrahlung der Zellen stattgefunden.

CASY-TT misst die Widerstandsanderung in einer Messkapillare zwischen zwei
Elektroden als Mal} fur das Zellvolumen. Bei Durchtritt durch die Messkapillare kann
der Strom nicht durch die Membran vitaler Zellen dringen, so wird ihr vollstandiges
Volumen gemessen. Geschadigte oder avitale Zellen zeigen eine Durchlassigkeit der
Zellmembran fur den elektrischen Strom, sodass ihre GroRe als etwa zellkerngrof3
bestimmt wird. So kann das CASY-TT die ZellgroRe, den Zellgehalt, die Zellvitalitat

und Agglomerate bestimmen (130).

3.2.4.4 Alamar-Blue Assay

Der Alamar-Blue Assay diente der Bestimmung der metabolischen Aktivitat. Es wurden
200 pl einer 10 % Alamar-Blue-Medium Losung in die Wellplattenfelder pipettiert und
nach einer dreistindigen Inkubationszeit bei 37 °C wurde die Farbanderung am
Fluoroscan (Ex: 540 nm, Em: 600 nm) detektiert, als Indikator fur die mitochondriale
Aktivitat der Zellen.

3.2.4.5 Kristallviolett Assay

Der Kristallviolett Assay diente der Zellquantifizierung. Nach der Bestimmung der
metabolischen Aktivitat durch den Alamar-Blue Assay wurden die Zellen zweimal mit
200 yl PBS gewaschen und anschliefend fur 10 Minuten mit 40 yl Kristallviolett
inkubiert. Es folgte das erneute dreimalige Spulen mit 200 pl PBS und das Loésen des
verbleibenden Kristallviolettes mit 40 pl 10 %iger Essigsaure. Anschlie3end fand die

Messung am Multiscan (540 nm) statt.
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Setzt man die Ergebnisse des Alamar-Blue Assays zu denen des Kristallviolett Assays

ins Verhaltnis, erhalt man den Stoffwechsel je Zelle.

3.2.5 CAM Assay
3.2.5.1 Das Chorioallantoismembran-Modell

Das Chorioallantoismembran-Modell (CAM-Modell) ist ein beliebtes Xenograft-Modell
fur die Tumorangiogenese und -metastasierung. Es stellt einen Zwischenschritt in dem
Ubergang der in vitro- zu den in vivo-Modellen dar, da es sich um ein einfaches in vivo-
Modell mit einem geschlossenen System handelt - deswegen haufig auch als in ovo-

Modell bezeichnet.

Die CAM besteht aus einer ektodermale, mesodermalen und endodermalen Schicht
und ist sehr gefalreich (131, 132). Sie entwickelt sich zwischen dem 3. und 13.
Entwicklungstag bis sie den Embryo komplett umgibt und ausgereift ist (132). Die
physiologische Aufgabe der CAM ist der Gastaustausch von Oz und CO: Uber die
Poren der Eischale (133).

Die Tumorzellen kdnnen nach Offnung des Eies auf die ektodermale Seite aufgetragen
werden. Die tumorinduziert gesteigerte Angiogenese ermoglicht eine frihzeitige
Metastasierung der Tumore in den Huhnerembryo oder andere Teile der CAM, wie
Abbildung 7 zeigt. Als Modell fur die Metastasierung eignet es nicht zuletzt auch, weil
es sich um ein geschlossenes System handelt, das bis zum 13. Entwicklungstag keine
spezifische Immunabwehr aufweist. Dies ermodglicht zudem die Ansiedlung
menschlicher Tumorzelllinien (131, 134, 135). Auch hat die CAM keine eigene nervale
Innervation, sodass der Embryo keine Schmerzen empfinden kann. Ein weiterer Vorteil
dieses Modells ist, dass Tumore nach Applikation auf der CAM schneller wachsen als

in anderen Tiermodellen, wie beispielsweise der Maus (134).

Neben der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten histologischen Aufarbeitung der
CAM nach Euthanasie des Embryos besteht auch die Moglichkeit einer in ovo
Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (MRT) oder anderer Kklinisch-
radiologischer Verfahren. Der Gebrauch menschlicher Zelllinien ermdglicht zudem
eine Evaluation der Metastasierung durch polymerase chain reaction (PCR) der
Zielorgane (131, 135).
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Abbildung 7 Schema des CAM-Modells

Chorioallantoismembran-Modell (CAM-Modell) mit appliziertem Tumor und induzierter Angiogenese.
Die Tumorzellen nutzen die Neovaskularisation fiir die Metastasierung in den Hilhnerembryo und
weitere Areale der CAM. Abbildung modifiziert nach Liu et al. 2013 (135).

Jedoch gibt es auch limitierende Faktoren fur dieses Modell. So kann aufgrund der
fehlenden spezifischen Immunabwehr auch keine Beurteilung der Wechselwirkungen
zwischen dem Tumor und dem Immunsystem erfolgen. Zudem kann das CAM-Modell
nur eine limitierte Zeit genutzt werden (21 Tage bis zum Schlipfen des Kikens). Dies
ist deutlich kurzer als bei anderen Tiermodellen, wie beispielsweise dem Mausmodell.
Aulerdem sind derzeit nur eine begrenzte Anzahl von Antikorpern fur das Farben von
HUhnergewebe verfugbar (131).
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3.2.5.2 Durchfiihrung des CAM-Assay

Die Eier wurden 10 Tage bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Offnung mit einem
Durchmesser von 1 cm fand an dem spitzen Eipol mit Hilfe eines Skalpells und einer
Schere statt, nachdem diese vorher in dieser Position gelagert wurden, um den Inhalt
abzusenken. Danach wurde ein Silikonring (Durchmesser: 6,4 mm) auf der CAM in
Gefallnahe platziert. In dem Silikonring erfolgte die Ansiedlung von 1.000.000 A549-
Zellen, gelost in 10 yl Nahrmedium und 10 pyl Matrigel. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die den angewachsenen Tumor enthaltenden
Anteile der CAM ausgeschnitten. Es erfolgte die Fixierung in Formalin und Einbettung

in Paraffin.

A\
A\
Abbildung 8 CAM-Modell

A: CAM nach Eréffnung. Embryo, B: Silikonring mit zentralen, weiRen Tumor nach 24-stiindiger

Inkubation.

3.2.5.3 Hamatoxylin-Eosin-Féarbung der CAM

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HE-Farbungen der CAM wurden
freundlicher Weise von |l zur Verfigung gestellt (136). Entparaffinierte
Schnitte wurden in Formalin fur 10 Minuten bei 4 °C gelagerten und fur 5 Minuten mit
Mayer’s Hamalaun (Konzentration (Hamalaun: Aqua dest): 1:1) gefarbt. AnschlieRend
wurden die Schnitte mit Leitungswasser und Aqua dest gespult. Daraufhin wurden sie
mit 0,5 % Eosin gefarbt. Es folgte das Auswaschen Uberschussiger Farbemittel mit
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80 %-igen, 90 %-igen und 100 %-igen Isopropanol und Xylol. Dann wurden die
gefarbten Schnitte mit Entellan eingedeckt.

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung hat zum Ziel, die basophilen Strukturen mit Hilfe des
Hamatoxylins blau zu farben, wie den Zellkern, die Ribosomen und das
endoplasmatische Retikulum. Die azidophilen Strukturen, wie zum Beispiel das

Zytoplasma, stellen sich durch das Eosin rot dar.

3.2.5.4 Immunhistochemische Farbungen der CAM

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit Unterstitzung von _
- angefertigt. Zunachst wurden entparaffinierte Paraffinschnitte mit 5 Minuten
Zugabe mit TBS/Tween gespult. Nach weiteren 20 Minuten in Menthanol/H202 wurden
die Schnitte mit Aqua dest gespult. Daraufhin wurde der Antikorper (gegen Zytokeratin
oder den Von-Willebrand-Faktor von Dako) fur 30-60 Minuten inkubiert und der Schnitt
danach 2-mal fur je 5 Minuten mit TBS/Tween behandelt. Fur 30 Minuten wurde
En Vision inkubiert. Nach 2-maligen Spulen mit TBS/Tween wurden die Schnitte mit

DAB und Hamalaun gefarbt.

Es wurden zwei immunhistochemische Farbungen im Rahmen dieser Arbeit
verwendet. Eine Zytokeratinfarbung zur Farbung des menschlichen Zytokeratins fur
die Differenzierung zwischen avianen und humanen Tumoren sowie zur sensitiveren
Darstellung von Zellvereinzelungen im Rahmen einer Invasion. Des Weiteren wurde
der endothelial gebildete Von-Willebrand-Faktor immunhistochemisch gefarbt. Kleine

Gefalde konnten so besser beurteilt werden als in konventioneller HE-Farbung.

3.2.5.5 Histologische Auswertung der CAM

Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte rein qualitativ nach den Kriterien
a. mikroskopisch sichtbare Tumorzellen auf der CAM, b. Bestimmung der Invasion und

des Ursprunges der Tumorzellen, c. histologische Hinweise auf eine Angioneogenese.
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3.2.6 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung wurde mit Stata 15.1 SE durchgefuhrt.

Die Auswertung der CASY-TT-Messungen erfolgte nach Bezug der Vitalitatswerte auf
die Werte der unbehandelten Kontrolle (O Minuten, keine ZnO-NP) in Prozent. Auch
die Auswertung der metabolischen Aktivitat erfolgte nach prozentualem Bezug der
Rohwerte auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle des Durchganges (0 Minuten, keine
ZnO-NP, 0 Gray). Die unbehandelten Kontrollen wurden sowohl fur die Vitalitat als
auch fur die metabolische Aktivitat als 100 % angenommen. Im Rahmen der
Bestimmung des Mittelwertes und der Standardabweichung wurden von den funf
unabhangigen Versuchsdurchlaufen fur jede ZnO-NP Konzentration jeweils der
hochste und niedrigste Wert ausgeschlossen, dies erfolgte sowohl fur die Werte der

Vitalitat als auch fur die Werte der metabolischen Aktivitat.

Die Vergleiche der exponierten Gruppen untereinander und zu der Kontrolle wurden
mittels ANOVA-Testung durchgefuhrt. Es erfolgte eine erganzende Bonferroni-

Testung. Das Signifikanzniveau betrug p < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Alamar-Blue Assay und Kristallviolett Assay

Dieser Teil meiner Promotion beschaftigt sich mit den konzentrations- und
zeitabhangigen Veranderungen des Zellstoffwechsels von A549-Zellen durch ZnO-NP
mit oder ohne nachfolgende Bestrahlung. Die Veranderungen des Stoffwechsels
werden als MaR fur die Toxizitat der ZnO-NP und der Bestrahlung betrachtet. Es soll
geklart werden, ob die Bestrahlungseffizienz durch vorangehende ZnO-NP Inkubation

gesteigert werden kann.

Hierfur wurde der Alamar-Blue Assay genutzt und durch den Kristallviolett Assay
erganzt, um den Zellstoffwechsel je Einzelzelle zu bestimmen. Die Zellen wurden in
vier Gruppen eingeteilt, welche gar nicht (0 Minuten), 15 Minuten, 60 Minuten oder
240 Minuten ZnO-NP ausgesetzt wurden. Daraufhin wurden die NP abgewaschen und
die Vitalitat der Zellen mittels CASY bestimmt. Es folgte die Bestrahlung der vier
Gruppen mit jeweils 0 Gray (keine Bestrahlung), 2 Gray, 4 Gray und 8 Gray. Die
Auswirkung der Bestrahlung und der ZnO-NP wurde an der metabolischen Aktivitat
gemessen. Dieser Ablauf erfolgte fur die ZnO-NP Konzentrationen von 0,1 ug/ml,
10 pg/ml und 100 pg/ml mit jeweils einer Kontrolle, welche keinen ZnO-NP ausgesetzt

wurde. Fur jede Konzentration gab es 5 unabhangige Versuchsdurchlaufe.

4.1.1 ZnO-NP verringern die Vitalitat der A549-Zellen

Abbildung 9 zeigt eine signifikante Senkung der Vitalitat nach ZnO-NP Inkubation von
100 pg/ml gegenuber den Konzentrationen 0,1 ug/ml, 10 pg/ml und der Kontrolle nach
einer Inkubationszeit von 240 Minuten. Der Kruskal-Wallis-Test war nur fur die

Inkubationszeit von 240 Minuten signifikant.

Bei geringeren Inkubationszeiten von 15 Minuten, 60 Minuten und der Kontrolle
(O Minuten) unterschied sich die Vitalitat der A549-Zellen fur alle ZnO-NP

Konzentrationen nicht signifikant.
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Abbildung 9 ZnO-Nanopartikel verringern die Vitalitit von A549-Zellen

Dargestellt ist die Vitalitdt der A549-Zellen nach Exposition gegeniiber 0,1 ug/ml, 10 uyg/ml und
100 pg/ml ZnO-NP und ohne Exposition gegeniiber ZnO-NP. Es werden die die Inkubationszeiten von
0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten betrachtet. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die
Standardabweichung drei unabhangiger Versuchsdurchlaufe (N=3). Die Signifikanzniveaus sind mit

*p <0.05, * p <0.01 und *** p < 0.001 gekennzeichnet. Rohwerte im Anhang (S. 88).

4.1.2 Einfluss der Bestrahlung auf den Zellstoffwechsel

Die Zellen wurden nach Inkubation der ZnO-NP bestrahlt. Dabei diente die Kohorte,
die keine Bestrahlung (0 Gray) erhalten hatte, als Kontrolle.
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Abbildung 10 Metabolische Aktivitét in Abhédngigkeit von der Bestrahlung

Die metabolische Aktivitat in Abhangigkeit von den Bestrahlungsdosen 0 Gray, 2 Gray, 4 Gray und
8 Gray. Die Punkte stellen AusreilRer dar. Die Signifikanzniveaus sind mit * p < 0.05, ** p < 0.01 und
*** p < 0.001 gekennzeichnet. Rohwerte im Anhang (S. 90).

Abbildung 10 zeigt signifikante Unterschiede der metabolischen Aktivitat in
Abhangigkeit von der Bestrahlung zwischen der Kontrolle (0 Gray) und den
Bestrahlungsdosen 4 Gray sowie 8 Gray nach Bonferroni-Testung. Auch bestand ein
signifikanter Unterschied im Zellstoffwechsel zwischen den Bestrahlungsdosen 2 Gray

und 8 Gray. Die metabolische Aktivitat nahm mit steigender Bestrahlungsdosis zu.

41



Ergebnisse

4.1.3 Einfluss der ZnO-NP Konzentration auf den Zellstoffwechsel
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Abbildung 11 Abhédngigkeit des Zellstoffwechsels von der ZnO-NP Konzentration

Die metabolische Aktivitat in Abhangigkeit von der ZnO-NP Konzentration (keine ZnO-NP, 0,1 pg/ml,
10 pg/ml und 100 pg/ml) ohne Berilcksichtigung der Inkubationsdauer. Die Punkte stellen Ausrei3er
dar. Die Signifikanzniveaus sind mit * p < 0.05, ** p < 0.01 und *** p < 0.001 gekennzeichnet. Rohwerte
im Anhang (S. 90).

Ein signifikanter Einfluss der ZnO-NP Konzentration auf die metabolische Aktivitat
konnte mit dem Kruskal-Wallis-Test ermittelt werden (p < 0.001). Die ZnO-NP
Konzentration 0,1 pg/ml unterschied sich signifikant von den Konzentrationen
10 pyg/ml und 100 pyg/ml. Des Weiteren gab es signifikante Unterschiede der
Konzentration 10 pg/ml zu 100 pg/ml und der unbehandelten Kontrolle. Auch die ZnO-
NP Konzentration von 100 ug/ml unterschied sich signifikant von der unbehandelten

Kontrolle.
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4.1.4 Vergleich von der ZnO-NP Konzentration und der Bestrahlungsdosis bei

konstanter Inkubationszeit

4-stiindige Inkubation mit 4-stiindige Inkubation mit
0,1 ug/ml ZnO-NP 100 pg/ml ZnO-NP
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Abbildung 12 Zellstoffwechsel bei 240-miniitiger Inkubationszeit bei 0,1 ug/ml und 100 ug/mi

Zellstoffwechsel bei 240-minitiger Inkubation und den unterschiedlichen Bestrahlungsdosen im
Vergleich zwischen der ZnO-NP Konzentration von 0,1 ug/ml und 100 ug/ml. Dargestellt sind die
Mittelwerte +/- die Standardabweichung drei unabhdngiger Versuchsdurchlaufe (N=3). Die
Signifikanzniveaus sind mit * p < 0.05, ** p < 0.01 und *** p < 0.001 gekennzeichnet, verglichen werden
die Werte der jeweils gleichen Bestrahlungsdosis der Konzentrationen 0,1 pg/ml und 100 ug/ml.
Rohwerte im Anhang (S. 90).

In der Abbildung 12 ist eine generell erniedrigte metabolische Aktivitat bei 240-
minutiger ZnO-NP Inkubation bei der Konzentration von 100 ug/ml im Vergleich zu der
Konzentration von 0,1 pg/ml zu erkennen. Die metabolische Aktivitat unterschied sich
zwischen den Konzentrationen 0,1 ug/ml und 100 ug/ml bei den Bestrahlungsdosen
0 Gray (p =0,016), 2 Gray (p = 0,035) und 4 Gray (p = 0,001) nach Bonferroni-Testung

signifikant.
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4.1.5 Abhangigkeit des Zellstoffwechsels von der ZnO-NP Konzentration und der

Inkubationsdauer ohne Bestrahlung

Bestrahlungsdosis 0 Gy

* %%k

*kk

100 200 300 400 500
|

[ 1 i g g T ]

T T

relative metabolische Aktivitat [%]

0
1

I
I
|
I
I
I
I
|
I *%k%
I
I
|
I
I
I
I
I
I

Kontrolle 0,1 10 100

Konzentration ZnO-NP [ug/ml]

[ Jomin ] 15min [ 60 min [ 240 min

Fehlerbalken: +/-1.96 Std.-Dev.

Abbildung 13 Einfluss der ZnO-NP Konzentration und Inkubationsdauer auf den Zellstoffwechsel
ohne Bestrahlung

Veranderungen des Zellstoffwechsels durch die ZnO-NP Konzentrationen von 0,1 pg/ml, 10 pg/ml und
100 pg/ml bei den Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten ohne
nachfolgende Bestrahlung. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die Standardabweichung drei
unabhangiger Versuchsdurchlaufe (N=3). Die Signifikanzniveaus der ANOVA-Testung im Vergleich zur
Kontrolle (keine ZnO-NP, 0 Gray, 0 Minuten) sind mit * p < 0.05, ** p < 0.01 und ***p < 0.001
gekennzeichnet. Rohwerte im Anhang (S. 90).

In Abbildung 13 ist die metabolische Aktivitat der A549-Zellen bei 0 Gray fur die
unterschiedlichen ZnO-NP Konzentrationen und Inkubationszeiten dargestellt. Die
metabolische Aktivitat stieg fur die ZnO-NP Konzentrationen von 0,1 pg/ml und
10 pg/ml nach 4 Stunden an. Bei einer ZnO-NP Konzentration von 100 pg/ml war die
metabolische Aktivitat Uber alle Inkubationszeiten im Vergleich zu den ZnO-NP

Konzentrationen von 0,1 pg/ml und 10 pg/ml erniedrigt.
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Abbildung 14 Einfluss der ZnO-NP Konzentration und Inkubationsdauer auf den Zellstoffwechsel
verglichen mit der Kontrolle ohne Bestrahlung

Zeitlicher Verlauf des Zellstoffwechsels der ZnO-NP Konzentrationen 0,1 pg/ml, 10 ug/mlund 100 pg/ml
fir die Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten ohne nachfolgende
Bestrahlung im Vergleich mit einer unbehandelten Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die

Standardabweichung drei unabhangiger Versuchsdurchldufe (N=3). Rohwerte im Anhang (S. 90).

Der Vergleich der Kurven der ZnO-NP Konzentrationen zu den Kontrollen in Abbildung
14 zeigt einen Anstieg des Zellstoffwechsels fur die Konzentrationen von 0,1 pg/ml
und 10 ug/ml mit steigender Inkubationszeit. Fur die ZnO-NP Konzentration von

100 pg/ml stellt sich kein Unterschied zur Kontrolle dar.
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4.1.6 Abhangigkeit des Zellstoffwechsels von der ZnO-NP Konzentration und der

Inkubationsdauer mit 2 Gray Bestrahlung
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Abbildung 15 Einfluss der ZnO-NP Konzentration und Inkubationsdauer auf den Zellstoffwechsel
mit kombinierter Bestrahlung von 2 Gray

Veranderungen des Zellstoffwechsels durch die ZnO-NP Konzentrationen von 0,1 pg/ml, 10 yg/ml und
100 pg/ml bei den Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten mit
nachfolgender Bestrahlung von 2 Gray. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die Standardabweichung drei
unabhangiger Versuchsdurchlaufe (N=3). Die Signifikanzniveaus der ANOVA-Testung im Vergleich zur
Kontrolle (keine ZnO-NP, 0 Gray, 0 Minuten) sind mit * p < 0.05, ** p < 0.01 und ***p < 0.001
gekennzeichnet. Rohwerte im Anhang (S. 90).

Bei Kombination der ZnO-NP Inkubation mit einer Bestrahlung von 2 Gray erkennt
man in Abbildung 15 fur die ZnO-NP Konzentrationen 0,1 pg/ml und 10 pg/ml eine
Steigerung der metabolischen Aktivitat Uber die Inkubationszeit. Wurden 100 pug/ml
ZnO-NP fur 240 Minuten inkubiert, sank der Stoffwechsel im Vergleich mit der

unbehandelten Kontrolle signifikant.
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Abbildung 16 Einfluss der ZnO-NP Konzentration und Inkubationsdauer auf den Zellstoffwechsel
verglichen mit der Kontrolle bei einer Bestrahlungsdosis von 2 Gray

Zeitlicher Verlauf des Zellstoffwechsels der ZnO-NP Konzentrationen 0,1 pg/ml, 10 ug/mlund 100 pg/ml
fur die Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten mit nachfolgender
Bestrahlung von 2 Gray im Vergleich mit einer Kontrolle ohne ZnO-NP Inkubation, die ausschlieRlich
die Bestrahlung erhielt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die Standardabweichung drei unabhangiger
Versuchsdurchlaufe (N=3). Rohwerte im Anhang (S. 90).

Auch die Liniendiagramme in Abbildung 16 zeigen im Vergleich zu der unbehandelten
Kontrolle fur die ZnO-NP Konzentrationen von 0,1 pyg/ml und 10 ug/ml einen Anstieg
des Zellstoffwechsels bis zu einer Inkubationszeit von 240 Minuten. Das
Liniendiagramm der ZnO-NP Konzentration 100 pg/ml stellt keinen signifikanten

Unterschied zum Kurvenverlauf ohne NP dar.
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4.1.7 Abhangigkeit des Zellstoffwechsels von der ZnO-NP Konzentration und der

Inkubationsdauer mit 4 Gray Bestrahlung
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Abbildung 17 Einfluss der ZnO-NP Konzentration und Inkubationsdauer auf den Zellstoffwechsel
mit kombinierter Bestrahlung von 4 Gray

Veranderungen des Zellstoffwechsels durch die ZnO-NP Konzentrationen von 0,1 pg/ml, 10 pg/ml und
100 pg/ml ZnO-NP bei den Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten mit
nachfolgender Bestrahlung von 4 Gray. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die Standardabweichung drei
unabhangiger Versuchsdurchlaufe (N=3). Die Signifikanzniveaus der ANOVA-Testung im Vergleich zur
Kontrolle (keine ZnO-NP, 0 Gray, 0 Minuten) sind mit * p < 0.05, ** p < 0.01 und ***p < 0.001
gekennzeichnet. Rohwerte im Anhang (S. 90).

Bei einer Bestrahlungsdosis von 4 Gray zeigte sich fur eine ZnO-NP Konzentration
von 0,1 pg/ml eine Steigerung des Stoffwechsels mit der Inkubationszeit. Nach der
Inkubation mit 10 pg/ml ZnO-NP sank die metabolische Aktivitat nach 240 Minuten,
nach vorangegangen Anstieg, ab. Die ZnO-NP Konzentration von 100 ug/ml zeigte mit

steigender Inkubationsdauer eine Abnahme der metabolischen Aktivitat.
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Abbildung 18 Einfluss der ZnO-NP Konzentration und Inkubationsdauer auf den Zellstoffwechsel
verglichen mit der Kontrolle bei kombinierter Bestrahlungsdosis von 4 Gray

Zeitlicher Verlauf des Zellstoffwechsels der ZnO-NP Konzentrationen 0,1 pg/ml, 10 ug/mlund 100 pg/ml
fur die Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten mit nachfolgender
Bestrahlung von 4 Gray im Vergleich mit einer Kontrolle ohne ZnO-NP Inkubation, die ausschlief3lich
die Bestrahlung erhielt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die Standardabweichung drei unabhangiger
Versuchsdurchlaufe (N=3). Rohwerte im Anhang (S. 90).

Auch in Abbildung 18 wird dargestellt, dass der Zellstoffwechsel bei einer
Bestrahlungsdosis von 4 Gray fur die ZnO-NP Konzentration von 0,1 uyg/ml im
Vergleich zu der Kontrolle ohne ZnO-NP nach 240 Minuten anstieg. Nach
vorangegangener Steigerung der metabolischen Aktivitat nach ZnO-NP Inkubation
von 10 yg/ml nahm der Zellstoffwechsel nach 240 Minuten ab. Fur die ZnO-NP
Konzentration von 100 pyg/ml wurde ein Abfall der metabolischen Aktivitat Uber die

gesamte Inkubationszeit deutlich.
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4.1.8 Abhangigkeit des Zellstoffwechsels von der ZnO-NP Konzentration und der

Inkubationsdauer mit 8 Gray Bestrahlung

Bestrahlungsdosis 8 Gy

*kk

*k%

*kk

*%

relative metabolische Aktivitat [%]
100 200 300 400 500
|

0
1

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
]

Kontrolle 10 100

Konzentration ZnO-NP [ug/ml]

[ Jomin 1 15min [ 60 min [ 240 min

Fehlerbalken: +/-1.96 Std.-Dev.

Abbildung 19 Einfluss der ZnO-NP Konzentration und Inkubationsdauer auf den Zellstoffwechsel
mit kombinierter Bestrahlung von 8 Gray

Veranderungen des Zellstoffwechsels durch die ZnO-NP Konzentrationen von 0,1 pg/ml, 10 pg/ml und
100 pg/ml ZnO-NP bei den Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten mit
nachfolgender Bestrahlung von 8 Gray. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die Standardabweichung drei
unabhangiger Versuchsdurchlaufe (N=3). Die Signifikanzniveaus der ANOVA-Testung im Vergleich zur
Kontrolle (keine ZnO-NP, 0 Gray, 0 Minuten) sind mit * p < 0.05, ** p < 0.01 und ***p < 0.001
gekennzeichnet. Rohwerte im Anhang (S. 90).

Abbildung 19 zeigt einen Anstieg der metabolischen Aktivitat mit steigender

Inkubationsdauer fur die ZnO-NP Konzentrationen 0,1 ug/ml und 10 pg/ml.

Der Zellstoffwechsel der ZnO-NP Konzentration 100 ug/ml unterschied sich nicht
zwischen den Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten und 60 Minuten. Nach

240 Minuten sank die metabolische Aktivitat.
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Abbildung 20 Einfluss der ZnO-NP Konzentration und Inkubationsdauer auf den Zellstoffwechsel
verglichen mit der Kontrolle bei einer kombinierten Bestrahlungsdosis von 8 Gray

Zeitlicher Verlauf des Zellstoffwechsels der ZnO-NP Konzentrationen 0,1 pg/ml, 10 ug/mlund 100 pg/ml
fur die Inkubationszeiten 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten mit nachfolgender
Bestrahlung von 8 Gray im Vergleich mit einer Kontrolle ohne ZnO-NP Inkubation, die ausschlieRlich
die Bestrahlung erhielt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- die Standardabweichung drei unabhangiger
Versuchsdurchlaufe (N=3). Rohwerte im Anhang (S. 90).

Abbildung 20 zeigt keinen Unterschied der metabolischen Aktivitat der ZnO-NP
Konzentrationen von 0,1 pg/ml und 100 pug/mlim Vergleich zu der Kontrolle ohne ZnO-
NP Inkubation. Die ZnO-NP Konzentration 10 ug/ml zeigte nach 240 Minuten einen
Anstieg der metabolischen Aktivitat, wohingegen der Zellstoffwechsel der Kontrolle

sank.
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4.2 CAM-Modell

Das CAM-Modell gilt als ein beliebtes Xenograft-Modell, das in der Darstellung von
Tumorangiogenese sowie —metastasierung etabliert ist. Es stellt einen Zwischenschritt
zwischen der in vitro-Zellkultur zu in vivo-Tierversuchen dar und gilt als ein einfaches
in vivo bzw. in ovo 3D-Modell.

Es sind in der Arbeitsgruppe zukunftige Versuche geplant, bei denen die Tumore der
CAM nach vorheriger NP-Applikation radioaktiv bestrahlt werden. Um dies zu
ermaoglichen, sollten im Rahmen dieser Promotionsarbeit Tumorzellen auf die CAM
angesiedelt werden und eine mogliche Angiogenese betrachtet werden.

Die Auswertung der CAM erfolgte nach Paraffineinbettung und histologischer Farbung
ausschlieBlich lichtmikroskopisch. Zunachst wurde mit Hilfe der HE-Farbung® das
Vorhandensein atypischer Zellen auf der CAM Uberpruft sowie deren Morphologie
beurteilt (136). Fur die weitere Validierung der Tiefeninfiltration und Ausdehnung der
Tumore fand eine immunhistochemische Gesamt-Zytokeratinfarbung statt. Zur
Evaluation der Angiogenese wurde der Von-Willebrand-Faktor immunhistochemisch

angefarbt. Die Infiltration und induzierte Angiogenese gestalteten sich sehr heterogen.

5 Bilder der HE-Farbung wurden freundlicher Weise von ||l zur Verfugung gestellt (136).
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4.2.1 Invasion der Tumorzellen und Angiogenese in der CAM

LN

Endoderm / : f;{:-

S - Ektoderm

Mesoderm / ol - AN '

Abbildung 21 Histologische Bilder der CAM mit erfolgreicher Tumorinvasion und peritumoraler
Angiogenese

Lichtmikroskopische Bilder der CAM nach Tumoransiedlung. Tumore durch Pfeile gekennzeichnet.
A: HE-Farbung 40-fache VergréRerung®, B: HE-Farbung 100-fache VergroRerung®, C: Gesamt-
Zytokeratinfarbung 40-fache VergroRerung, D: Gesamt-Zytokeratinfarbung 100-fache VergrofRerung,
E: Von-Willebrand-Faktor-Farbung 40-fache VergroRerung, F: Von-Willebrand-Faktor-Farbung
100-fache Vergrofierung.
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Abbildung 21 zeigt einen invasiven, in die CAM wachsenden Tumor nach 24-stundiger
Inkubation. Die Tumorzellen wachsen solide in der mesodermalen Schicht der CAM.
Der epitheliale Ursprung konnte durch die Zytokeratinfarbung bestatigt werden.
Peritumorale kleinlumige Gefalle mit Expression des Von-Willebrand-Faktors konnten

nachgewiesen werden.
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Abbildung 22 Histologische Bilder der CAM mit Tumorinvasion

Lichtmikroskopische Bilder der CAM nach Tumoransiedlung. Tumore durch Pfeile gekennzeichnet.
A: HE-Farbung 40-fache VergréRerung®, B: HE-Farbung 100-fache VergroRerung®, C: Gesamt-
Zytokeratinfarbung 40-fache VergroRerung, D: Gesamt-Zytokeratinfarbung 100-fache VergrofRerung,
E: Von-Willebrand-Faktor-Farbung 40-fache VergroRerung, F: Von-Willebrand-Faktor-Farbung
100-fache Vergrofierung.

Nach 24-stundiger Inkubationszeit der Tumorzellen sieht man in Abbildung 22

Zellvereinzelungen in das Stroma der CAM hinein, welche insbesondere in der
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Zytokeratinfarbung sichtbar werden. Es konnte keine tumorinduzierte Angiogenese

nachgewiesen werden.
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4.2.2 Keine Invasion der Tumorzellen in die CAM und keine tumorinduzierte

Angiogenese
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Abbildung 23 Histologische Bilder der CAM ohne Tumorinvasion und ohne Angiogenese,
subtumorale Lymphozyten

Lichtmikroskopische Bilder der CAM nach Tumoransiedlung. Pfeile kennzeichnen den Tumor, die
Pfeilspitze die Lymphozyten. A: Gesamt-Zytokeratinfarbung 40-fache VergroRerung, B: Gesamt-
Zytokeratinfarbung  100-fache  VergroRerung, C: Von-Willebrand-Faktor-Farbung 40-fache
Vergrofierung, D: Von-Willebrand-Faktor-Farbung 100-fache VergroRerung, E: Von-Willebrand-Faktor-
Farbung 400-fache Vergréerung.
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Abbildung 23 zeigt solide wachsende, epitheliale Tumorzellen ohne Infiltration in die
CAM. Die immunhistochemische Farbung des Von-Willebrand-Faktors ist negativ.

Unterhalb des Tumors zeigen sich zahlreiche Lymphozyten.

Abbildung 24 Histologische Bilder der CAM ohne Tumorinvasion und ohne Angiogenese

Lichtmikroskopische Bilder der CAM nach Tumoransiedlung. Die Pfeile kennzeichnen den Tumor, die
Pfeilspitze die Lymphozyten. A: Gesamt-Zytokeratinfarbung 100-fache VergroRerung, B: Gesamt-
Zytokeratinfarbung  400-fache  VergroRerung, C: Von-Willebrand-Faktor-Farbung 40-fache
Vergrofierung, D: Von-Willebrand-Faktor-Farbung 100-fache Vergrofierung.

In Abbildung 24 kann man solide Formationen der Karzinomzellen erkennen. Die
Tumorzellen wachsen nicht invasiv und es konnten auch keine Gefalle durch die Von-

Willebrand-Faktor-Farbung nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 Toxizitat von ZnO-NP

NP gelten als ein vielversprechendes Material, das auch in der Medizin erforscht wird.
Sie sollen unter anderem gezielt in der Tumorbehandlung eingesetzt werden, um die
toxische Wirkung auf Tumore zu verstarken und die Nebeneffekte auf das gesunde
Gewebe zu verringern. Im Rahmen dieser Promotion wurden hierfur in vitro-

Veranderungen von A549-Zellen nach ZnO-NP Exposition untersucht.

5.1.1 Toxizitat von ZnO-NP

Nach der Inkubation Uber einen langeren Zeitraum (240 Minuten) konnten ZnO-NP in
hohen Konzentrationen von 100 pyg/ml eine signifikante Abnahme der Zellvitalitat
in vitro bewirken. Kurzere Inkubationszeiten und geringere ZnO-NP Konzentrationen
fuhrten zu keiner signifikanten Verminderung der Zellvitalitat. Die toxische Wirkung auf
A549-Zellen und Lungenepithelzellen konnte auch durch andere Arbeitsgruppen
sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden. So konnten nach intratrachealen
Instillationen von Zn-Lésungen Entzindungsreaktionen sowie Nekrosen in Mausen
hervorgerufen werden (137). Zudem konnte sowohl bei akuter als auch bei subakuter
Exposition eine dosisabhangige pulmonale Toxizitat bei Mausen nach ZnO-NP
Exposition gezeigt werden (27). Andere Arbeitsgruppen konnten in vivo nur eine
geringfugige Zytotoxizitat und Inflammation durch Exposition mit ZnO-NP nachweisen
(138, 139).

Die Toxizitat der ZnO-NP auf A549-Zellen scheint auch von der Art der Kultivierung
abhangig zu sein. Eine ZnO-NP Exposition von A549-Zellen, die auf Zellkulturplatten
epitheliale Verbande ausbildeten, schien eine geringere Toxizitat hervorzurufen als
eine vergleichbare Exposition gegenuber A549-Zellen auf 96-Wellplatten (140).
Zudem wiesen die epithelialen Verbande keine erhdohte Membranpermeabilitat
gegenuber ZnO-NP auf (140). Im Hinblick darauf sollte eine Toxizitat der ZnO-NP auf
die hier verwendeten Einzelzellen nicht GUberschatzt werden. Mehrere Arbeitsgruppen
konnten eine Korrelation zwischen intrazellularer Loslichkeit und Zytotoxizitat von
ZnO-NP in Lungenepithelzellen zeigen (140, 141). Insbesondere Zn?* lonen scheinen

eine zytotoxische Wirkung zu haben (141). Deswegen sollte bei der Beurteilung der
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Zytotoxizitat der ZnO-NP auch immer die PartikelgroRe und das Zeta-Potential

Berucksichtigung finden.

5.1.2 Toxizitit von ZnO-NP auf A549-Zellen durch Beeinflussung der

metabolischen Aktivitat

Es wurde der Einfluss auf die metabolische Aktivitat der A549-Zellen durch ZnO-NP in
unterschiedlichen Konzentrationen von 0,1 ug/ml, 10 pug/ml und 100 ug/ml bei den
Inkubationszeiten von 0 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 240 Minuten
untersucht. Es erfolgte keine oder eine parallele Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray,
4 Gray oder 8 Gray. Die ZnO-NP Konzentrationen 0,1 pg/ml und 10 pg/ml zeigten eine
Steigerung des Zellstoffwechsels mit steigenden Inkubationszeiten. Eine mogliche
Zunahme von Reparaturmechanismen bei entstandenen Schaden durch die ZnO-NP
konnte hierfir eine mogliche Erklarung sein. Hingegen zeigte die ZnO-NP
Konzentration 100 pg/ml ohne und mit Bestrahlung von 2 Gray, 4 Gray und 8 Gray
nach 240 Minuten Inkubationszeit eine Abnahme der metabolischen Aktivitat als
mogliches Korrelat einer starken Zellschadigung und eingetretenen Zelluntergangen.
Dies kann durch die geringere Vitalzellzahl mit steigender Inkubationsdauer gestutzt
werden. Jedoch nahm mit steigender Bestrahlungsdosis der Effekt der ZnO-NP
Konzentration und Inkubationszeit ab. Die Zellschaden durch die Bestrahlung
schienen so ausgepragt zu sein, dass die ZnO-NP Inkubation nur noch eine

untergeordnete Rolle spielte.

Innerhalb der Arbeitsgruppe konnten bereits von Judith Hill an der Monolayerkultur fur
die ZnO-NP Konzentrationen von 0,1 pg/ml und 10 pg/ml keine oder nur geringe
Veranderungen der Zelldichte aufgezeigt werden, sodass die durch ZnO-NP
hervorgerufenen Zellschaden repariert worden sein konnten (136). Auch in der
Monolayerkultur zeigte sich bei der ZnO-NP Konzentration von 100 ug/ml und hohen
Bestrahlungsdosen eine Verringerung der Zellzahl und Einzelzellnekrosen (136), was
die These der Zelluntergange bei ZnO-NP Konzentration von 100 pg/ml bekraftigt.
Zudem konnte innerhalb der Arbeitsgruppe bereits eine Kumulation von Zellschaden
mit resultierender Apoptose 48 Stunden nach ZnO-NP Exposition nachgewiesen
werden (142). Anhand des Kolonie-Assays wurde von Judith Hill schon eine geringere
Proliferation von A549-Zellen nach ZnO-NP Inkubation gezeigt (136). Der Effekt von

Bestrahlung und kombinierter ZnO-NP Inkubation auf die surviving-fraction war jedoch
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auch hier geringer als beide Behandlungseffekte fur sich allein genommen (136). Auch
bei anderen Arbeitsgruppen verringerte sich die Kolonie-Grofde 24 Stunden nach der
ZnO-NP Exposition (143) bis hin zu einer kompletten Inhibition der Koloniebildung
(126). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass alleinige Bestrahlung die surviving-

fraction von A549-Zellen verringert (144).

Auch andere Arbeitsgruppen konnten bereits eine Verminderung der Zellviabilitat von
A549-Zellen nach ZnO-NP Exposition feststellen (145). Ickrath et al. konnten an
mesenchymalen Stammzellen nach 24-stundiger Inkubation von 10 pg/ml und
50 pg/ml ZnO-NP eine signifikante Reduktion der metabolischen Aktivitat zeigen (119).
Auch fur Hamster-Lungenzellen (V-79) konnte eine zytotoxische Wirkung von ZnO-NP
gezeigt werden (71). Liu et al. zeigten fur SHSY5Y-Zellen eine Abnahme der Viabilitat
um mehr als 50 % nach Exposition gegenuber ZnO-NP Konzentrationen von 40-
100 pg/ml fur 24 Stunden (146). Die Kombination von ZnO-NP und Bestrahlung fuhrte
auch bei anderen Arbeitsgruppen zu Zelluntergangen (147). Zudem konnte eine
starkere Toxizitat der ZnO-NP in Kombination mit ionisierenden Lichtquellen von
Xiong et al. beobachtet werden (148). Dies zeigten auch Yang et al. bei A549-Zellen
(149).

5.2 Mogliche Schadigungsmechanismen von ZnO-NP

Zunachst mussen die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten ZnO-NP naher betrachtet
werden. Es handelte sich um runde ZnO-NP mit einer Gro3e von 15-18 nm. Das Zeta-
Potential dieser NP betrug +40 mV. Hohen Zeta-Potentialen von mehr als 30 mV
werden starke AbstolRungskrafte zwischen den einzelnen NP zugeschrieben, sodass
die Dispersionen als stabil gelten konnen und keine Agglomeratbildung aufweisen.
Jedoch konnten bei den im Rahmen dieser Arbeit benutzten NP trotz des relativ hohen
Zeta-Potentials Agglomerate nach einiger Zeit beobachtet werden. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass chemisch stabile NP keine relevante Zytotoxizitat haben,
wohingegen metallische NP mit hohem Redoxpotential und guter Loslichkeit, wie die

verwendeten ZnO-NP, zyto- und genotoxische Effekte haben (150).

Des Weiteren kdonnen kationische NP die negativ geladenen Zellmembranen besser
durchdringen als anders geladene NP (101). Tumorzellen scheinen eine negative
Oberflachenladung zu haben, im Gegensatz zu nicht neoplastischen Zellen (151). Dies

kann zu einer selektiven toxischen Wirkung von kationischen NP auf Tumorzellen
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fuhren. Das peritumorale Mikromilieu ist zudem negativ geladen aufgrund vermehrter
Laktat-Produktion und Efflux von H*-lonen aus dem Zytoplasma des Tumors (151,
152). Diese negative Ladung des Tumormileus scheint einen Zerfall der ZnO-NP in

Zn?*-lonen zu beglinstigen (152).

In wassrigem Milieu setzten ZnO-NP Zn?*-lonen frei. Zwischen den toxischen
Wirkungen, welche durch die lonen oder durch die NP hervorgerufen werden, muss
differenziert werden. Bis zu 50% der ZnO-NP kénnen im Zellkulturmedium zu Zn?*
lonen dissoziieren (153). Dabei hangt die lonenbildung von der
Mediumzusammensetzung, der PartikelgroRe, der Agglomeratbildung und nicht
zuletzt auch vom Zeta-Potential ab (154, 155). Die Mediumzusammensetzung muss
insbesondere bei Zellkultur-Modellen bertcksichtigt werden, da hohe Konzentrationen
von Carbonat und Phosphat-lonen zur Bildung von Zinkcarbonat und Zinkphosphat
fuhren. Auch konnen die eingesetzten Puffer die zytotoxische Wirkung durch
Neutralisation der lonen vermindern. Dies resultiert in einer veranderten Stabilitat der
Dispersion und folglich auch in einer anderen Zn?*-Konzentration (156). Zudem bilden
im Medium enthaltene Proteine einen sogenannten protein corona (PC) um die NP.
Der PC besteht aus Zuckern, Nukleinsauren, Aminosauren und Lipiden (157, 158). Die
von einem PC umgebenden NP wiesen veranderte physikalische und chemische
Eigenschaften auf, was letztendlich auch die Toxizitat beeinflusst (157). Fir ZnO-NP

konnte die Bildung eines PC bereits beobachtet werden (158).

Weitergehende Untersuchungen mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
zur Visualisierung der Zellveranderungen nach ZnO-NP Aufnahme zeigten
fragmentierte Membranen und Kerne sowie vermehrte Autophagosomen und
Lipidtropfen innerhalb des Zytoplasmas (159). Eine Anreicherung von ZnO-NP im
Nukleus konnte beobachtet werden. Die ZnO-NP Konzentration des Zytoplasmas war

geringer, was auf einen Zerfall der NP in Zn?*-lonen zuriickgefiihrt wurde (61).

Es konnte bereits evaluiert werden, dass Zn?* das intrazellulare ROS-Level erhohen
und daraus vermehrte Apoptosen resultieren. Fukui et al. konnten zeigen, dass der
Pearson’s Korrealtionskoeffizient 0.989 fur das intrazellulare ROS-Level und den
intrazellularen Zn?*-Spiegel betragt. Sowohl der intrazellare Zn?*-Spiegel als auch das
ROS-Level stiegen ab Zn?*-Konzentrationen von 30 pyg/ml an. Dies lasst eine
wesentliche Rolle von Zn?* in der zellularen Toxizitat durch ROS-Erhéhung vermuten.

Im Gegenzug konnte durch eine Inhibition der Zn?* Freisetzung die Zytotoxizitat von
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ZnO-NP gesenkt werden (126). Andere Arbeitsgruppen postulieren, dass die ROS-
Freisetzung ausschlieRlich von Zn?* ausgehe (160). Auch konnte an Zebrafischen
gezeigt werden, dass die Toxizitat Gberwiegend von Zn?* hervorgerufen wird, wobei
jedoch die ZnO-NP als internalisierte Zn?*"Quelle dienten (161). Auch nach
intratrachealer Instillation in Rattenlungen erhohte sich die ROS-Konzentration, was
auf die Zn?* lonen zurtickgefiihrt wurden. Eine Woche nach Instillation lieR der Zn?*
vermittelte oxidative Stress nach, gemessen an dem LDH-Level (126). Dieser oxidative

Stress kann sekundar genotoxisch wirken (162).

Auch sind Anderungen des Membranpotentials der Mitochondrien durch Zn%*-lonen
beschrieben, woraus durch Caspase-3 Aktivierung Apoptosen resultieren kdnnen
(115, 159). Diese Caspase-3 Aktivierung konnte jedoch nicht von allen Arbeitsgruppen
festgestellt werden (117).

Ebenfalls konnen durch ZnO-NP DNA-Schaden hervorgerufen werden, wobei die
Atiologie der Schadigung durch Zn?*-lonen oder durch ZnO-NP Bestandteil aktueller
Diskussionen ist (119). Nach ZnO-NP Exposition konnten DSB mittels
Fluoresenzmikroskopie visualisiert werden (61). Als mogliche Mechanismen der DSB
werden Wechselwirkungen der Zn?* mit den Histonen oder den Phosphaten der DNA
genannt sowie eine direkte Interkalation in die DNA-Strange (61). Es konnte gezeigt
werden, dass DNA-Schaden durch ZnO-NP zur Autophagie der Zellen fuhren konnen.
DNA-Reparationsmechanismen konnen durch die NP inhibiert werden, sodass es zu

einem Arrest in der GO/G1-Phase des Zellzykluses kommt (163).

Zudem scheinen ZnO-NP adaptive Veranderungen des endoplasmatischen
Retikulums zu induzieren, die letztendlich auch in einer Apoptose resultieren kdnnen
(164). Auch die mitochondriale Aktivitat wird durch ZnO-NP beeinflusst (121). Eine
Verminderung der mitochondrialen Aktivitat konnte fur ZnO-NP Konzentrationen von
50 bis 100 pg/ml demonstriert werden (114). DNA-Schaden und
Zellmembranschadigungen sind ebenfalls als Schadigungsmechanismus von ZnO-NP
zu nennen (165). Zudem konnte im Mausmodell eine mitogen-activated protein (MAP)-
Erhdhung mit daraus resultierender Verminderung der GST und Cholin-

Acetyltransferase (CAT) gezeigt werden (145).

Letztendlich sollte auch nicht aul3er Acht gelassen werden, dass Zink ein essentieller
Bestandteil von mehr als 3000 Proteinen im menschlichen Koérper ist und durch eine

Veranderung der zellularen Zinkhomoostase eine Vielzahl von Wechselwirkungen
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auftreten konnen, die mit in vitro und einfachen in vivo Modellen nicht erfasst werden
konnen. So sind an der humanen Zinkhomaoostase allein 24 Zink-Transporter beteiligt
(166).

5.3 Vaskularisation der CAM

Sowohl makroskopisch als auch lichtmikroskopisch konnte nach Tumorapplikation auf
die CAM eine tumornahe Angiogenese beobachtet werden. Diese Gefalle zeigten
jedoch lichtmikroskopisch an reprasentativen Schnitten keinen Tumorbezug. Andere
Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass eine vascular endothelial growth factor
(VEGF) und EGFR abhangige Angiogenese auf der CAM nach Applikation von A549-
Zellen stattfindet (167) und dies am Mausmodell bestatigen (168). Auch eine fibroblast
growth factor 1 (FGF1), fibroblast growth factor 2 (FGF2), kinase insert domain
receptor (KDR) und vascular endothelial growth factor-o. (VEGFa) abhangige

Angiogenese konnte bereits nachgewiesen werden (169, 170).

Als ein Xenograftmodell fur die tumorinduzierte Angiogenese eignet sich das CAM-
Modell aufgrund der naturlichen Unreife des Immunsystems (171). Diese
Immundefizienz ermdglicht das unkontrollierte Wachstum der Tumore. So konnten von
Patienten enthommene Tumorzellen erfolgreich auf der CAM angesiedelt werden.
Dies gelang unter anderen fur nasopharyngeale Karzinome und das Ovarialkarzinom
(172). Eine effektive zellvermittelte Immunreaktion auf fremde Tumorzellen konnte erst
ab dem 12. Entwicklungstag gezeigt werden (173). In einem Fall konnte im Rahmen
dieser Arbeit eine peritumorale Lymphozytenansammlung beobachte werden, was auf
eine fortgeschrittene Reife der CAM und des Immunsystems des Embryos

zurlckzufihren ist.

Ein weiterer Vorteil ist, dass es sich um ein geschlossenes System handelt, in dem die
Tumorprogression, das heit Wachstum, Invasion und insbesondere die
Metastasierung, beurteilt werden konnen (132). Zudem ist die mesodermale Membran
bereits vor der Tumoransiedlung gut vaskularisiert (171). Durch zwei Arterien und eine
Vene besteht eine Verbindung an den Kreislauf des Huhnerembryos, sodass in
weiterfUhrenden Projekten auch eine Metastasierung untersucht werden kann. Eine
Differenzierung zwischen den CAM-eigenen Gefallen und den tumornahen Neo-
Gefalden ist konventionell-lichtmikroskopisch nicht moglich. Im Rahmen dieser Arbeit

wurde die qualitative Dichte der GefalRe im Bereich des Tumors mit der Gefalidichte
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tumorfreier Kontrollen verglichen. Es zeigte sich eine Zunahme peritumoraler Gefalle
im Vergleich zu Regionen der CAM ohne Tumore. Daraus wurde geschlussfolgert,
dass es sich dabei um CAM-eigene Gefalle handelte, die keine Verbindung zu den

Tumoren aufwiesen.

Zudem eignet sich das Modell aufgrund seines schnellen Tumorwachstums. So
konnten bereits nach 2 bis 5 Tagen nach Tumoransiedlung eine Versorgung dieser
durch die CAM-Gefalie gezeigt werden (174). Dies wird durch das schnelle Wachstum
der CAM mit Beginn an Tag 3 der Entwicklung bis zu der vollstandigen Ausreifung an
Tag 13 mit sehr kurzen Zellzyklen begunstigt (132). Danach verringert sich die
Zellteilung mit einer folglich langsameren tumorinduzierten Angiogenese (175).
Jedoch sollte diese naturliche, wachstumsbedingte Angiogenese nicht zu einer
Uberschéatzung des tumorinduzierten Effektes flhren. Ein Grund fiir die mangelnde
Gefalinvasion in die im Rahmen dieser Arbeit auf der CAM angesiedelten Tumore
konnte die spate Applikation dieser an Tag 10 sein. Auch wurden die Tumore lediglich
24 Stunden auf der CAM inkubiert, was fur eine in den tumorinfiltrierende Angiogenese

nicht ausreichend zu sein scheint.

Des Weiteren ist es schwierig zu differenzieren, ob die Angiogenese durch den
angesiedelten Tumor bzw. das aufgebrachte Fremdmaterial oder durch andere, nicht
kontrollierte Einflusse hervorgerufen wurde (132). Als weitere Mechanismen der
Gefallneuentstehung wird das vasculogenetic mimicry diskutiert. Vasculogenetic
mimicry beschreibt die Fahigkeit von Tumoren zu endothelial-ahnlichen Zellen zu
dedifferenzieren und gefalahnliche Strukturen zu bilden. Diese Strukturen enthalten
Plasma und Erythrozyten (176). Vasculogenetic mimicry konnte schon fur
Melanomzellen auf der CAM gezeigt werden (177). Auch fur NSCLC konnte eine
Gefalbildung ohne Angiogenese dargestellt werden (178).

Die Auswertung der CAM erfolgte durch Lichtmikroskopie in Kombination mit
immunhistochemischen Farbungen nach qualitativen Kriterien. Es wurden
reprasentative Areale der CAM mit Tumorbezug fur die Einbettung in Paraffin
verwendet, das heildt ein ex ovo-Verfahren. Andere Arbeitsgruppen entwickelten fur
die Evaluation der Angiogenese teils automatisierte Methoden. Neben der
Lichtmikroskopie wurden unter anderen bereits MRT, Positronen-Emissions-
Tomographie (PET), optische Koharenztomographie (OCT) oder

Elektronenmikroskopie basierte Auswertungsmethoden verwendet (179-182). Die
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Auflosung des MRT und des PET scheinen aber zu gering, um eine Darstellung des
Gefalisystems der CAM zu ermdglichen. Zudem konnten in vivo bzw. in ovo Methoden
fur die Analyse der Angiogenese entwickelt werden (132). FlUr eine quantitative
Analyse der Angiogenese fotografierten andere Arbeitsgruppen die Gefalde zentraler
Areale der CAM und verglichen die Gefalidichte mit unbehandelten Kontrollen (183).
Weiterhin wurden die Gefalverzweigungen je mm? oder die Gefallange als Mal flr
eine quantitative oder semiquantitative Analyse der Angiogenese genutzt (132). Als
weitere qualitative Methoden konnten fluoreszierende Substanzen, wie beispielsweise
Lens culinaris agglutinin, in das GefalRsystem der CAM injiziert und dieses
fluororeszenzmikroskopisch dargestellt werden (184). Um den Ursprung der neuen
Gefalle zu bestimmen, konnen die Erythrozyten in den GefalRen analysiert werden. So
konnte bereits gezeigt werden, dass auf die CAM applizierte Rattentumore in den neu
ausgebildeten intratumoralen GefalRen ausschliel3lich Erythrozyten embryonaler
Herkunft beinhalteten, was fur eine Neovaskularisation spricht (185). Als indirekter
Hinweis auf eine erfolgte Gefaldinvasion in den applizierten Tumor konnten bereits
Metastasen dieser nachgewiesen werden. So konnten humane Fibrosarkomzellen mit
Hilfe einer PCR in der embryonalen Huhnerleber nachgewiesen werden. Mittels fiber-
optic array scanning technology (FAST) wurden im embryonalen Kreislauf
zirkulierende Tumorzellen detektiert (184). Weiterhin muss bei den betrachteten
Gefalien differenziert werden, ob es sich um bereits bestehende Gefalle handelt,
entlang derer der Tumor wachst. Ein Tumorwachstum entlang der CAM-Gefal3e ohne
Gefalinvasion konnte bereits fur humane Melanomzellen, das Ovarialkarzinom und

das Fibrosarkom gezeigt werden (132, 186).
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Evaluation der Toxizitat von ZnO-Nanopartikeln auf A549-
Zellen mit und ohne begleitende Radiotherapie als Madoglichkeit neuer

Therapieoptionen in der Krebstherapie.

Es konnte gezeigt werden, dass nach 4-stundiger Inkubation von ZnO-Nanopartikeln
in einer Konzentration von 100 ug/ml die Vitalitat der Zellen abnahm. Geringere ZnO-
Nanopartikel Konzentrationen und Inkubationszeiten zeigten keine signifikante

Abnahme der Zellvitalitat.

Zudem wurde bei den A549-Zellen eine geringere metabolische Aktivitat nach
Behandlung mit der ZnO-Nanopartikel Konzentration von 100 pg/ml Uber 4 Stunden
gemessen. Niedrigere ZnO-Nanopartikel Konzentrationen von 0,1 ug/ml und 10 pg/mi
zeigten nach 4 Stunden jedoch eine Steigerung des Stoffwechsels. Diese Ergebnisse
sprechen fur eine Toxizitat von ZnO-Nanopartikeln in hohen Konzentrationen. Der
toxische Effekt konnte durch eine begleitende Bestrahlung verstarkt werden, wobei
insbesondere bei hohen Bestrahlungsdosen der toxische Effekt der ZnO-Nanopartikel

Konzentration in den Hintergrund trat.

Eine Tumorinvasion in die Chorioallantoismembran konnte im CAM-Modell dargestellt
werden. Dies gibt die Moglichkeit, die Toxizitdat von ZnO-Nanopartikeln auf
angesiedelten Tumoren der Chorioallantoismembran in  weiterfUhrenden

Experimenten zu evaluieren.

Es konnte zudem eine Effizienzsteigerung der Radiotherapie durch ZnO-Nanopartikel
insbesondere bei niedrigen Bestrahlungsdosen gezeigt werden. In weiterfUhrenden
Experimenten mussen diese Ergebnisse auf in vivo Modelle - oder als Zwischenschritt
auf das CAM-Modell - Ubertragen werden. Sollte dies gelingen, eroffnen sich neue

Moglichkeiten in der Krebstherapie.
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Anhang

Anhang
Tabelle 6 Rohwerte 4.1.1
ZnO-NP, n=1 n= n=3 n= n=5 Mean SD
Inkubationszeit (n=3, Ko.
n=9)

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
0 min, Kontrolle | 700 100 100 100 100 100 0

100 100 100 100 100

100 100 100 100 100
15 min, 99,23 99,97 100,36 99,38 99,63 99,85 0,30
Kontrolle

99,72 99,97 100,27 100,20 100,30

99,29 99,51 99,79 100,17 99,95
60 min, 98,72 99,78 99,87 99,37 100,38 99,88 0,25
Kontrolle

99,74 100,27 100,00 100,17 100,01

99,62 100,11 99,17 100,34 100,00
240 min, 96,46 100,00 99,91 99,29 100,23 99,92 0,33
Kontrolle

99,83 100,28 100,30 100,53 99,65

99,55 100,32 99,45 99,91 100,19
0 min, 100,55 99,98 100,13 99,25 100,23 100,11 0,125
100 pg/mi
15 min, 97,17 99,88 100,12 99,55 99,92 99,78 0,20
100 pg/mi
60 min, 98,43 99,30 100,14 99,84 100,07 99,73 040
100 pg/mi
240 min, 89,97 93,30 94,89 94,61 95,36 94,26 0,85
100 pg/mi
0 min, 99,32 100,14 100,35 100,35 99,50 100,00 0,44
10 pg/ml
15 min, 99,96 99,82 99,62 100,46 99,54 99,80 0,17
10 pg/ml
60 min, 99,89 100,09 100,35 100,22 99,91 100,07 0,16
10 pg/ml
240 min, 99,89 99,89 99,95 100,25 99,72 99,91 0,03
10 pg/ml
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ZnO-NP, n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean SD
Inkubationszeit (n=3, Ko.
n=9)
Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
0 min, 99,94 100,1 99,59 100,71 100,30 100,12 0,18
0,1 pug/mi
15 min, 100,30 99,94 99,72 99,93 100,12 100,00 0,11
0,1 pug/mi
60 min, 99,28 100,08 99,67 99,91 99,94 99,84 0,14
0,1 pg/mi
240 min, 99,63 100,13 99,22 99,75 99,53 99,63 0,11
0,1 pug/mi
Tabelle 7 ANOVA 4.1.1

Zeit Verglichene Gruppen p-Werte
0 Minuten Kontrolle vs. 0,1 pug/mi 1,00

Kontrolle vs. 10 pg/mi 1,00

Kontrolle vs. 100 pg/mli 1,00

0,1 pg/ml vs. 10 pg/ml 1,00

0,1 pg/ml vs. 100 pg/mi 1,00

10 pg/ml vs. 100 ug/ml 1,00
15 Minuten Kontrolle vs. 0,1 pug/mi 1,00

Kontrolle vs. 10 pg/mi 1,00

Kontrolle vs. 100 pg/ml 1,00

0,1 pg/ml vs. 10 pg/ml 1,00

0,1 pg/ml vs. 100 pg/mi 1,00

10 pg/ml vs. 100 ug/ml 1,00
60 Minuten Kontrolle vs. 0,1 pug/mi 1,00

Kontrolle vs. 10 pg/mi 1,00

Kontrolle vs. 100 pg/mi 1,00

0,1 pg/ml vs. 10 pg/ml 1,00

0,1 pg/ml vs. 100 pg/mi 1,00

10 pg/ml vs. 100 ug/ml 0,768
240 Minuten Kontrolle vs. 0,1 pug/mi 1,00

Kontrolle vs. 10 pg/mi 1,00

Kontrolle vs. 100 pg/mli 0,00

0,1 pg/ml vs. 10 pg/ml 1,00

89




Anhang

Zeit Verglichene Gruppen p-Werte
0,1 pg/ml vs. 100 pg/mi 0,00
10 pg/ml vs. 100 ug/ml 0,00
Tabelle 8 Kruskal-Wallis-Test 4.1.1
Zeit Kruskal-Wallis-Test,
p-Werte
0 Minuten 0,6952
15 Minuten 0,5712
60 Minuten 0,4169
240 Minuten 0,0223
Tabelle 9 Rohwerte 4.1.2-4.1.8

100 pg/ml ZnO-NP Konzentration
Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
0 Minuten, 100 100 100 100 100 100 0
0 Gray

70,06 96,87 30,5 87,8 69,4 75,95 10,28
0 Minuten, 148,68 245,28 294,19 109,41 79,54 167,79 | 69,92
2 Gray

104,94 202,10 209,82 123,14 95,07 143,40 | 51,65
0 Minuten, 128,25 236,08 279,85 77,78 107,5 157,28 | 69,03
4 Gray

125,31 76,42 319,16 299,67 125,99 183,66 | 100,47
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100 pg/ml ZnO-NP Konzentration

Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean | SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
0 Minuten, 131,05 2479 334,26 270,73 30,34 216,56 | 74,93
8 Gray

69,08 402,61 269,12 24,67 40,73 126,31 | 124,48
15 Minuten, 167,63 86,08 37,63 112,99 64,01 87,69 | 24,53
0 Gray

126,37 85,45 26,29 77,18 66,98 76,54 | 9,26
15 Minuten, 104,94 219,78 166,92 121,61 78,54 131,16 | 32,07
2 Gray

62,75 170,28 139,3 132,37 70,87 114,18 | 37,67
15 Minuten, 111,67 67,04 206,45 85,94 111,03 102,88 | 14,67
4 Gray

108,60 151,76 159,29 140,21 34,88 133,53 | 22,34
15 Minuten, 88,89 32,58 230,73 270,08 410,66 196,57 | 95,30
8 Gray

94,36 65,79 216,5 311,08 53,44 125,55 | 80,05
60 Minuten, 102,20 66,02 37,59 103,94 82,54 83,59 | 18,12
0 Gray

173,03 116,02 32,47 112,80 93,47 107,43 | 12,20
60 Minuten, 82,23 112,78 124,24 146,15 130,42 122,48 | 8,95
2 Gray

83,85 198,52 68,93 126,71 180,65 130,40 | 48,50
60 Minuten, 106,13 31,8 201,63 136,73 69,51 104,12 | 33,66
4 Gray

42,85 49,77 160,55 100,42 49,8 66,66 | 29,23
60 Minuten, 66,21 49,43 258,08 160,81 56,41 94,48 | 57,65
8 Gray

68,72 68,35 277,43 237,99 89,65 132,12 | 92,28

91




Anhang

100 pg/ml ZnO-NP Konzentration

Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean | SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
240 Minuten, 47,96 93,41 35,09 132,05 105,78 82,38 | 30,45
0 Gray

102,34 53,69 25,72 88,68 123,49 81,57 | 25,09
240 Minuten, 69,87 175,34 12,06 143,83 38,41 84,04 | 5412
2 Gray

35,76 37,95 27,05 61,22 79,15 4498 | 14,11
240 Minuten, 80,02 31,25 163,75 133,86 125,13 113,01 | 28,89
4 Gray

37,67 0,8 80,65 58,49 24,92 40,36 | 16,94
240 Minuten, 41,3 79,03 312,29 35,3 92,93 71,09 | 26,72
8 Gray

37,41 126,53 99,05 11,18 69,58 68,68 | 30,83
10 pg/ml ZnO-NP Konzentration
Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean | SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
0 Minuten, 100 100 100 100 100 100 0
0 Gray

18,66 188,8 92,6 124,23 73,76 96,86 | 25,51
0 Minuten, 123,66 224,41 139,67 116,88 233,45 162,58 | 54,14
2 Gray

127,76 295,19 170,42 199,37 265,72 211,84 | 48,86

92




Anhang

10 pg/ml ZnO-NP Konzentration
Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean | SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
0 Minuten, 115,70 410,67 242,25 204,22 297,02 247,83 | 46,65
4 Gray

126,31 166,47 146,21 160,20 141,91 149,44 | 9,55
0 Minuten, 70,78 279,75 252,50 392,87 278,44 270,23 | 15,37
8 Gray

107,35 181,38 329,83 360,92 197,39 236,20 | 81,48
15 Minuten, 86,98 119,73 88,07 145,46 112,7 106,83 | 16,63
0 Gray

150,68 202,93 97,53 146,29 151,16 149,37 | 2,68
15 Minuten, 119,58 294,74 171,89 117,69 253,12 181,53 | 67,29
2 Gray

91,37 199,31 91,33 207,40 298,33 166,03 | 64,78
15 Minuten, 110,07 417,96 463,00 273,09 382,26 357,77 | 75,47
4 Gray

79,78 549,12 193,27 270,84 527,12 330,41 | 174,71
15 Minuten, 121,35 301,25 348,61 331,82 356,70 327,23 | 24,01
8 Gray

76,80 255,61 271,93 383,86 118,34 215,30 | 84,35
60 Minuten, 154,89 2,24 100,3 192,29 106,78 151,32 | 42,87
0 Gray

204,41 308,73 107,48 161,32 193,72 186,48 | 22,44
60 Minuten, 108,11 318,76 176,5 201,47 322,78 232,24 | 75,96
2 Gray

108,48 454,19 214,23 210,39 556,79 292,94 | 139,66
60 Minuten, 63,55 526,98 542,21 377,80 485,22 463,33 | 76,96
4 Gray

73,27 456,74 456,74 335,38 589,56 416,29 | 70,07
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10 pg/ml ZnO-NP Konzentration

Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean | SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
60 Minuten, 113,31 371,89 385,96 454,07 398,76 385,54 | 13,44
8 Gray

113,76 301,24 229,33 205,28 469,35 245,28 | 49,93
240 Minuten, 175,21 159,64 97,69 160,61 260,8 165,15 | 8,72
0 Gray

218,72 276,2 223,73 4147 694,43 304,88 | 98,66
240 Minuten, 112,04 268,82 86,92 247,00 625,63 209,29 | 84,92
2 Gray

77,95 491,92 328,57 452,48 502,79 424,32 | 85,24
240 Minuten, 100,01 103,41 156,02 174,85 229,69 186,85 | 38,28
4 Gray

169,37 954,06 399,37 257,26 263,48 306,70 | 80,31
240 Minuten, 122,45 408,42 170,90 92,19 527,94 233,92 | 153,05
8 Gray

160,33 464,88 519,22 892,28 555,61 513,24 | 45,66
0,1 pg/ml ZnO-NP Konzentration
Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean | SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
0 Minuten, 100 100 100 100 100 100 0
0 Gray

160,34 53,07 122,28 84,05 139,60 115,31 | 28,42
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0,1 pg/ml ZnO-NP Konzentration

Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean | SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
0 Minuten, 66,60 128,66 90,59 157,00 199,21 139,49 | 55,11
2 Gray

81,12 112,71 82,34 98,28 187,37 97,78 | 15,19
0 Minuten, 174,00 96,28 119,99 89,63 161,57 125,94 | 33,05
4 Gray

272,27 80,70 83,76 91,13 185,91 120,26 | 56,97
0 Minuten, 75,65 106,18 153,64 112,53 570,23 124,12 | 25,77
8 Gray

138,86 127,49 183,45 146,31 673,02 156,21 | 23,88
15 Minuten, 77,28 76,00 113,53 87,16 168,31 92,66 | 18,74
0 Gray

158,66 18,98 124,70 93,07 150,53 122,77 | 28,78
15 Minuten, 83,33 103,25 80,37 99,20 187,20 95,26 | 10,53
2 Gray

74,08 90,10 94,53 93,20 214,90 92,61 2,27
15 Minuten, 204,78 77,52 75,48 90,30 93,45 87,09 | 8,44
4 Gray

143,15 113,80 66,83 86,22 176,17 114,39 | 28,47
15 Minuten, 95,55 65,00 148,95 65,57 516,62 103,35 | 42,23
8 Gray

38,560 70,97 181,88 77,29 377,08 110,05 | 62,29
60 Minuten, 190,35 110,60 136,27 82,30 168,16 138,34 | 28,83
0 Gray

184,20 171,42 131,72 111,40 284,23 162,45 | 27,36
60 Minuten, 83,80 75,46 88,58 111,82 179,87 94,74 | 14,99
2 Gray

65,46 113,22 83,11 173,41 317,48 123,25 | 45,98
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0,1 pg/ml ZnO-NP Konzentration
Inkubations- n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Mean | SD
zeit, Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle (n=3)
Bestrahlungs-
dosis ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP ZnO-NP

Alle Angaben in % (Kursive Werte wurden verworfen)
60 Minuten, 176,68 137,15 159,30 121,55 274,76 157,71 | 19,81
4 Gray

324,67 173,05 127,86 102,78 278,44 193,12 | 77,27
60 Minuten, 304,00 92,44 176,33 142,59 419,95 246,29 | 151,34
8 Gray

286,31 135,90 377,58 258,19 695,53 307,36 | 62,41
240 Minuten, 283,00 16,6 185,35 130,32 259,00 191,57 | 64,58
0 Gray

262,85 29,92 372,05 212,73 452,79 282,54 | 81,46
240 Minuten, 63,65 164,25 140,35 169,02 414,23 157,87 | 15,36
2 Gray

131,68 201,39 220,94 233,45 589,23 218,59 | 16,16
240 Minuten, 338,22 96,46 133,10 95,29 286,08 171,88 | 100,58
4 Gray

328,24 275,61 295,02 181,02 414,13 299,62 | 26,61
240 Minuten, 425,23 221,30 406,88 195,31 749,40 351,14 | 112,82
8 Gray

275,55 363,75 77,36 392,54 670,07 343,94 | 60,96

Tabelle 10 Bonferroni-Test 4.1.2
p-Werte

0 Gray vs. 2 Gray 0,654
0 Gray vs. 4 Gray 0,003
0 Gray vs. 8 Gray 0,000
2 Gray vs. 4 Gray 0,368
2 Gray vs. 8 Gray 0,008
4 Gray vs. 8 Gray 1,000

Kruskal-WallisTest: p < 0,001
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Tabelle 11 Bonferroni-Test 4.1.3

p-Werte
Kontrolle vs. 0,1 pug/mi 1,000
Kontrolle vs. 10 pg/mi 0,000
Kontrolle vs. 100 pg/mli 0,001
0,1 pg/ml vs. 10 pg/ml 0,000
0,1 pg/ml vs. 100 pg/mi 0,0001
10 pg/ml vs. 100 ug/ml 0,000
Kruskal-Wallis-Test: p < 0,001
Tabelle 12 Bonferroni-Test 4.1.4
Werte fiir 240 Minuten p-Werte
0 Gray 0,1 pg/ml vs. 100 pg/ml 0,016
2 Gray 0,1 pg/ml vs. 100 pg/ml 0,035
4 Gray 0,1 pg/ml vs. 100 pg/ml 0,001
8 Gray 0,1 pg/ml vs. 100 pg/ml 0,089
Tabelle 13 Kruskal-Wallis-Test 4.1.4
Kruskal-Wallis-Test p-Werte
0 Gray 0,0083
2 Gray 0,0065
4 Gray 0,0051
8 Gray 0,0152
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Tabelle 14 T-Tests gegen die Kontrolle 4.1.2-4.1.8

T-Test gegen die Kontrolle (0 Minuten, 0 Gray, keine ZnO-NP) | p-Werte
0,1 pg/ml, 0 Gray, 0 Minuten 0,1009
10 pg/ml, 0 Gray, 0 Minuten 0,6889
100 pg/ml, 0 Gray, 0 Minuten 0,000
0 pg/ml, 2 Gray, 0 Minuten 0,0060
0,1 pg/ml, 2 Gray, 0 Minuten 0,6347
10 pg/ml, 2 Gray, 0 Minuten 0,000
100 pg/ml, 2 Gray, 0 Minuten 0,0182
0 pg/ml, 4 Gray, 0 Minuten 0,0049
0,1 pg/ml, 4 Gray, 0 Minuten 0,2604
10 pg/ml, 4 Gray, 0 Minuten 0,000
100 pg/ml, 4 Gray, 0 Minuten 0,0190
0 pg/ml, 8 Gray, 0 Minuten 0,008
0,1 pg/ml, 8 Gray, 0 Minuten 0,000
10 pg/ml, 8 Gray, 0 Minuten 0,002
100 pg/ml, 8 Gray, 0 Minuten 0,4945
0 pg/ml, 0 Gray, 15 Minuten 0,5209
0,1 pg/ml, 0 Gray, 15 Minuten 0,02424
10 pg/ml, 0 Gray, 15 Minuten 0,000
100 pg/ml, 0 Gray, 15 Minuten 0,000
0 pg/ml, 2 Gray, 15 Minuten 0,0592
0,1 pg/ml, 2 Gray, 15 Minuten 0,000
10 pg/ml, 2 Gray, 15 Minuten 0,0066
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T-Test gegen die Kontrolle (0 Minuten, 0 Gray, keine ZnO-NP) | p-Werte
100 pg/ml, 2 Gray, 15 Minuten 0,2354
0 pg/ml, 4 Gray, 15 Minuten 0,0897
0,1 pg/ml, 4 Gray, 15 Minuten 0,1209
10 pg/ml, 4 Gray, 15 Minuten 0,0013
100 pg/ml, 4 Gray, 15 Minuten 0,005
0 pg/ml, 8 Gray, 15 Minuten 0,0095
0,1 pg/ml, 8 Gray, 15 Minuten 0,6003
10 pg/ml, 8 Gray, 15 Minuten 0,0010
100 pg/ml, 8 Gray, 15 Minuten 0,3095
0 pg/ml, 0 Gray, 60 Minuten 0,0963
0,1 pg/ml, 0 Gray, 60 Minuten 0,000
10 pg/ml, 0 Gray, 60 Minuten 0,000
100 pg/ml, 0 Gray, 60 Minuten 0,0683
0 pg/ml, 2 Gray, 60 Minuten 0,0607
0,1 pg/ml, 2 Gray, 60 Minuten 0,1207
10 pg/ml, 2 Gray, 60 Minuten 0,0009
100 pg/ml, 2 Gray, 60 Minuten 0,0618
0 pg/ml, 4 Gray, 60 Minuten 0,0260
0,1 pg/ml, 4 Gray, 60 Minuten 0,0024
10 pg/ml, 4 Gray, 60 Minuten 0,000
100 pg/ml, 4 Gray, 60 Minuten 0,0033
0 pg/ml, 8 Gray, 60 Minuten 0,0118
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T-Test gegen die Kontrolle (0 Minuten, 0 Gray, keine ZnO-NP) | p-Werte
0,1 pg/ml, 8 Gray, 60 Minuten 0,000
10 pg/ml, 8 Gray, 60 Minuten 0,000
100 pg/ml, 8 Gray, 60 Minuten 0,2701
0 pg/ml, 0 Gray, 240 Minuten 0,0368
0,1 pg/ml, 0 Gray, 240 Minuten 0,000
10 pg/ml, 0 Gray, 240 Minuten 0,000
100 pg/ml, 0 Gray, 240 Minuten 0,0335
0 pg/ml, 2 Gray, 240 Minuten 0,0597
0,1 pug/ml, 2 Gray, 240 Minuten 0,000
10 pg/ml, 2 Gray, 240 Minuten 0,000
100 pg/ml, 2 Gray, 240 Minuten 0,000
0 pg/ml, 4 Gray, 240 Minuten 0,0180
0,1 pug/ml, 4 Gray, 240 Minuten 0,000
10 pg/ml, 4 Gray, 240 Minuten 0,000
100 pg/ml, 4 Gray, 240 Minuten 0,000
0 pg/ml, 8 Gray, 240 Minuten 0,0355
0,1 pug/ml, 8 Gray, 240 Minuten 0,000
10 pg/ml, 8 Gray, 240 Minuten 0,000
100 pg/ml, 8 Gray, 240 Minuten 0,0067
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