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1. Kurzzusammenfassung 

In diesem Projekt wurde der kausale Zusammenhang zwischen ultrafeinen Partikeln (UFPs) 

und negativen Gesundheitseffekten in der Lunge mithilfe eines Adverse Outcome Pathways 

(AOP) untersucht. Um realitätsnahe Bedingungen zu simulieren, wurden die dosis- und 

zeitabhängigen Auswirkungen von zwei UFP-Aerosolen mit unterschiedlicher organischer 

Beladung auf verschiedene Schlüsselereignisse des AOP in einer Dreifachkultur in einem Air-

Liquid-System untersucht. Die Aerosole wurden chemisch und physikalisch charakterisiert. 

Metabolomische Analysen ergänzten die Untersuchungen, um die molekularen Mechanismen 

aufzuklären. Die Metabolitenprofile wurden mit Daten von Patienten und Tierversuchen 

verglichen, um Hinweise auf pulmonale Erkrankungen zu erhalten. 

Ergebnisse: 

• UFP-Expositionen führten zu nachhaltigen Veränderungen in allen untersuchten 

Schlüsselereignissen des AOPs. 

• Selbst niedrige UFP-Dosierungen und geringe organische Beladungen zeigten 

negative Auswirkungen. 

• Es wurden DNA-Schäden beobachtet, die mit einem erhöhten Risiko für Lungenkrebs 

verbunden sind. 

• Die Metabolitenprofile gaben Hinweisen auf ein erhöhtes Risiko für negative 

Gesundheitseffekte in der Lunge hin. 

Die Studie liefert starke Hinweise auf ein erhöhtes Risiko für negative Gesundheitseffekte in 

der Lunge nach UFP-Exposition. Die Ergebnisse sind relevant für die öffentliche Gesundheit 

und Politik.  
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2. Einführung 

Ultrafeine Partikel (UFP) mit einem Durchmesser von 1 bis 100 nm sind in städtischen 

Lufträumen in hohen Konzentrationen vorhanden. Durch Inhalation können sie die 

Alveolarregion der Lunge erreichen, wo sie aufgrund der geringen Clearancerate länger 

verweilen und mit biologischen Systemen interagieren. Dies kann zu potenziellen 

Auswirkungen auf die Gesundheit führen. Die große Oberfläche und die hohe 

Oberflächenreaktivität von UFPs führen dazu, dass sie große Mengen an Metallen und 

organischen Verbindungen adsorbieren können. Diese adsorbierten Stoffe können toxische 

Wirkungen haben, die ebenfalls zu Gesundheitsproblemen führen können (2023). In den 

letzten Jahren wurde in der Forschung ein Fokus auf die gesundheitlichen Auswirkungen von 

Feinstäuben mit einem Durchmesser von 2,5 µm und 10 µm gelegt. Allerdings ist unklar, ob 

die Ergebnisse auf UFPs übertragbar sind.  

Die Wirkung von inhalierten nanoskaligen Partikeln wurde in verschiedenen adverse outcome 

pathways (AOPs) zusammengefasst (z.B. (Halappanavar et al. 2020; Nymark et al. 2021)). 

Das AOP-Konzept ist ein mechanistischer Rahmen, der die Verknüpfung von chemischen 

Expositionen mit nachteiligen Gesundheitseffekten auf der Grundlage der zugrundeliegenden 

biologischen Prozesse ermöglicht. Dieses innovative Konzept beschreibt einen kausalen 

Zusammenhang zwischen molekularen Initiationsereignissen (molecular initiating event, MIE) 

und Schlüsselereignissen (key events, KEs), die zu einem adversen gesundheitlichen Effekt 

(adverse outcome, AO) führen. AOPs dienen der strukturierten Aufbereitung toxikologischer 

Daten, um Entscheidungen von Behörden zu erleichtern und gelten als wertvolle Werkzeuge 

für diverse Bereiche der Risikobewertung (Halappanavar et al. 2019).  

Abb.  1A beschreibt einen AOP, der – bezogen auf das Projekt - die wichtigsten Ereignisse 

nach der Inhalation von nanoskaligen Partikeln in der Lunge darstellt. Der AOP wurde im 

Projekt basierend auf Publikationen und den Ergebnissen des Projektes entwickelt (Braakhuis 

et al. 2021; Halappanavar et al. 2020; Nymark et al. 2021). Die Abbildung zeigt die einzelnen 

Schritte, beginnend mit der Deposition der Partikel in der Lunge, über ihre Aufnahme in die 

Zellen, bis hin zu möglichen gesundheitsbeeinträchtigenden Lungeneffekten. In Abb.  1B 

werden die im Projekt verwendeten Testsysteme zur Überprüfung der einzelnen Ereignisse 

dargestellt.  
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Abb.  1: Die Abbildung A stellt den im Projekt entwickelten AOP dar, der die hypothetische Beziehung 
zwischen der Deposition und Retention von nanoskaligen Partikeln in der Lunge und spezifischen 
pulmonalen Effekten beschreibt (modifiziert nach (Braakhuis et al. 2021; Halappanavar et al. 2020; 
Nymark et al. 2021)). In Abbildung B werden die im Projekt verwendeten Testsysteme zur Überprüfung 
der Ereignisse dargestellt. KE, Key Event; AO, Adverse Outcome; UFP, ultrafeine Partikel; TEM, 
Transmissionselektronenmikroskopie; CYP450, Cytochrom P450; DCFH, Diacetyldichlorofluorescein 
Fpg, Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase. LDH, Laktatdehydrogenase; HPRT, Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase. 

 

 



 

   4 

MIE: 

Nanopartikel interagieren im Alveolarraum mit den dortigen Zellen (z.B. alveolare 

Makrophagen, verschiedene Pneumozyten). In Abhängigkeit von Faktoren wie Dosis, 

Expositionsdauer oder physikalisch-chemischen Eigenschaften können sie Gewebe 

schädigen (KE2). Die Gewebeschädigung setzt Mediatoren frei wie u.a. Interleukin-1α (IL-1α), 

IL-1β oder Tumornekrosefaktor-α (TNF-α). Diese Mediatoren werden als danger-associated 

molecular patterns (DAMPs) bezeichnet. Allen DAMPs ist gemeinsam, dass sie eine durch 

den Nuklearfaktor-κβ (NF-κβ) vermittelte verstärkte Expression von Schlüsselproteinen des 

Inflammasoms, einschließlich pro-IL-1β und NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3), 

auslösen, was wiederum den Übergang zu den Schlüsselereignissen oxidativer Stress (KE1A) 

zusammen mit akuter Entzündung (KE1B) markiert (Rabolli et al. 2016).  

Um das MIE und die nachfolgenden KEs besser verstehen zu können, wurden die im Projekt 

generierten UFPs physikalisch-chemisch charakterisiert. Die Abscheidungsrate wurde mit 

einem Modell nach Lucci abgeschätzt (Lucci et al. 2018).  

Eine qualitative Bestimmung und Lokalisation der UFPs sollte mittels Transmissions-

elektronenmikroskopie (TEM) erfolgen.  

 

KE1C, KE3C (Freisetzung genotoxischer Substanzen): 

Viele UFPs in der Umwelt enthalten polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHs) 

und nitro-PAHs. Diese Schadstoffe können aus den UFPs freigesetzt werden und bereits in 

geringen Konzentrationen die Zellen in der Lunge schädigen (KE1C). PAHs sind genotoxisch, 

das heißt, sie können die DNA schädigen (KE3C). Sie können auch oxidativen Stress 

auslösen, der die Zellen zusätzlich schädigt. PAHs interagieren außerdem mit Rezeptoren in 

den Zellen und beeinflussen so verschiedene zelluläre Prozesse.  

Die Freisetzung von PAHs (KE1C) wurde indirekt durch die Messung der Cytochrom-P450 

(CYP450)-Aktivität überprüft. CYP450 ist ein Enzym, das durch PAHs aktiviert wird. Daher 

kann eine erhöhte CYP450-Aktivität auf eine Freisetzung von PAHs hindeuten. 

 

 

KE1A, KE1B (oxidativer Stress, [chronische] Entzündung): 

Die Aktivierung des Inflammasoms spielt eine zentrale Rolle in der pulmonalen 

Entzündungsreaktion. Die freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren verstärken die 

Entzündung und tragen zur Rekrutierung von Immunzellen bei. Zusätzlich können nanoskalige 
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Partikel direkt oxidativen Stress auslösen. Dies geschieht durch verschiedene Mechanismen, 

wie die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch NADPH-Oxidasen oder die 

Depletion von antioxidativen Schutzsystemen wie Glutathion. Die verschiedenen Ursachen für 

oxidativen Stress sind miteinander verbunden und verstärken sich gegenseitig. So kann die 

Entzündung zur Produktion von ROS führen, während ROS wiederum die 

Entzündungsreaktion verstärken kann. Dieser Teufelskreis kann zu einer chronischen 

Entzündung und zu Lungenschäden führen (Leso et al. 2018) (Rabolli et al. 2016). 

Oxidativer Stress wurde im Projekt mit verschiedenen Assays untersucht: ROS-Gehalt (DCFH-

Assay), Glutathion-Redox-Verhältnis und Lipidperoxidation. 

Die Entzündung wurde durch die Bestimmung von Inflammationsmarkern (IL-6, IL-8) und mit 

dem Olink Inflammation Panel untersucht. 

 

KE2 ([chronische] Gewebeschädigung): 

In Abhängigkeit von der Konzentration, der Expositionsdauer und der Zusammensetzung 

können nanoskalige Partikel u.a. durch oxidativen Stress (KE1A) und Entzündung (KE1B) das 

Gewebe schädigen (KE2). Durch chronische Gewebeschäden werden nachfolgende adverse 

Effekte begünstigt. Mechanismen der (direkten) Schädigung wurden unter MIE beschrieben.  

Um die Zytotoxizität zu beurteilen, wurden verschiedene Assays eingesetzt. Der Alamar-Blue-

Assay und der LDH-Assay messen die Stoffwechselaktivität bzw. Zellmembranintegrität. 

Außerdem wurde die Zahl der lebenden Zellen gemessen.  

 

KE3A (Kollagen): 

Infolge von Gewebeschädigung werden reparaturfördernde Moleküle freigesetzt, die die 

Proliferation und Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten stimulieren. Diese 

Myofibroblasten synthetisieren und lagern extrazelluläre Matrix bzw. Kollagen an, um die 

Wunde zu heilen (Halappanavar et al. 2020). Unter physiologischen Bedingungen dämpfen 

immunsuppressive Aktivitäten die Gewebereparatur nach einer Schädigung, um eine 

überschießende Narbenbildung und Fibrose zu verhindern. Bei anhaltender Exposition kann 

die Reparatur fortgesetzt aktiviert und die Immunsuppression inaktiviert werden. Dadurch 

werden proinflammatorische Mediatoren, wie TGF-β1 (transforming growth factor β1) und IL-

13 weiter freigesetzt, was zur unkontrollierten Reparatur und der Entwicklung einer Fibrose 

führen kann (Gieseck et al. 2018).  
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Obwohl die direkte Untersuchung der Kollagen- bzw. extrazellulären Matrixbildung im Rahmen 

des Projekts nicht stattfand, liefern die erhobenen Metabolomik-Daten Hinweise auf 

Regulationsvorgänge in den relevanten Stoffwechselwegen. Darüber hinaus erfolgte die 

Analyse verschiedener inflammatorischer Marker. 

 

KE3B, KE3C (sekundäre, primäre DNA-Schädigung): 

Wie unter KE1C beschrieben, können genotoxische Substanzen freigesetzt werden, die die 

DNA primär schädigen. 

Oxidative freie Radikale können ebenfalls DNA-Schäden verursachen, die, wenn sie nicht 

korrekt repariert werden, zu sekundären DNA-Schäden führen können, wie z.B. 

Chromosomenbrüchen oder Mutationen. In Studien mit Umweltpartikel, wie 

Dieselabgaspartikel, korreliert die ROS-Bildungskapazität mit dem Auftreten von DNA-

Strangbrüchen und Mutagenität in vivo und in vitro (Bendtsen et al. 2020; Jacobsen et al. 

2008).  

Die primäre DNA-Schädigung wurde mit dem Comet-Assay untersucht. Der Comet-Assay ist 

ein Verfahren, um DNA-Strangbrüche zu messen, die durch verschiedene Einflüsse, wie z. B. 

PAHs, verursacht werden können. 

Die oxidative DNA-Schädigung wurde im Fpg-Comet-Assay überprüft.  

 

KE4 (Proliferation, Mutagenese): 

Sowohl nanoskalige Partikel als auch Entzündungszellen können die DNA von Zielzellen, wie 

Typ-II-Pneumozyten, schädigen und deren Proliferation fördern. Dies geschieht u.a. durch die 

Produktion bzw. Freisetzung von Oxidantien, Zytokinen oder anderen Mediatoren. Wenn in 

proliferierenden Zellen genotoxische Ereignisse auftreten und diese fehlerhaft repariert 

werden, können irreversible genetische Veränderungen (Mutationen) entstehen. Diese 

Mutationen können zur zellulären Transformation und Lungenkrebs (AO2) führen (Knaapen et 

al. 2004). 

Im Projekt sollten die Fähigkeit der exponierten Zellen, Kolonien zu bilden, mit dem Colony-

Efficiency-Assay untersucht werden. Dieser Assay misst die Klonogenität der Zellen, also ihre 

Fähigkeit, sich zu teilen und neue Kolonien zu bilden. Mutationen können die Klonogenität 

beeinflussen, indem sie die DNA-Reparaturkapazität oder andere wichtige zelluläre Prozesse 

beeinträchtigen. Als weiteren Test sollte der HPRT-Mutationstest durchgeführt werden. Kommt 

es zu Mutationen in der DNA, ist häufig das HPRT-Gen betroffen. Dieses Gen kodiert für ein 
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Enzym, das für den Stoffwechsel von Purinen, wichtigen Bausteinen der DNA, notwendig ist. 

Die Assays konnten nicht während der Projektzeit durchgeführt werden. 

 

Metabolomische Analysen ergänzten die Untersuchungen der Schlüsselereignisse im AOP. 

Das Metabolom umfasst alle Metabolite in einer Probe, also die Produkte und 

Zwischenprodukte des zellulären Stoffwechsels. Veränderungen im Metabolom spiegeln 

daher veränderte Stoffwechselprozesse wider. Die Analyse liefert ein tieferes Verständnis der 

molekularen Mechanismen, die den untersuchten Prozessen zugrunde liegen.  

 

AO1, AO3 (verschlechterte Lungenfunktion, Lungenfibrose): 

Luftverschmutzung steht im Zusammenhang mit einer verschlechterten Lungenfunktion und 

Verschlimmerungen bei idiopathischer Lungenfibrose. Die Häufigkeit von 

Hypersensitivitätspneumonitis und der Nachweis von Lungenfibrose bei gesunden 

Erwachsenen und Kindern werden ebenfalls mit Luftverschmutzung in Verbindung gebracht. 

Feinstaub, NO2 und O3 gelten als ursächliche Faktoren (Singh and Singh 2021).  

AO2 (Lungenkrebs): 

Dieselabgase werden beim Menschen dosisabhängig mit einem erhöhten Risiko für 

Lungenkrebs in Verbindung gebracht. Dieselabgase, TiO2 und Ruß (Carbon Black) induzieren 

im Tiermodell dosisabhängig Lungenkrebs (Nymark et al. 2021).  

Die direkte Prüfung der AO1-3 war mit den verwendeten Modellen nicht möglich, da diese 

Tierversuche und/oder epidemiologische Untersuchungen benötigt. Die im Projekt 

durchgeführten metabolomischen Untersuchungen ermöglichen jedoch eine indirekte 

Beurteilung. Durch den Vergleich der Metabolitenprofile der exponierten Zellen mit Profilen 

von erkrankten Tieren und Patientenpopulationen lassen sich Hinweise auf mögliche 

Gesundheitsbeeinträchtigungen ableiten.  
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3. Zielstellung 

Das Projekt verfolgte das Ziel, die einzelnen Ereignisse des entwickelten AOPs (Abb.  1) zu 

überprüfen, um Hinweise auf zu erwartende Gesundheitsbeeinträchtigungen durch UFP-

Exposition zu erhalten. Dafür wurden die in der Einführung beschriebenen Testsysteme 

eingesetzt. In Mono-/Dreifachkulturen und einem komplexen Studiendesign wurden die 

Auswirkungen von UFPs auf verschiedene Zelltypen untersucht. Ziel war es, Bedingungen zu 

schaffen, die der Exposition des Menschen in der Umwelt so nahe wie möglich kommen, 

soweit dies ein in vitro-System zulässt. Dazu wurden verschiedene Faktoren berücksichtigt, 

die im Weiteren beschrieben werden.  

Partikelgenerierung: 

Die UFPs sollten so generiert werden, dass sie in Größe und Zusammensetzung den realen 

Umweltbedingungen weitgehend entsprechen.  

Exposition im Air-Liquid-Interface (ALI)-System:  

Die Bedingung in dem in vitro-System sollten den realen Bedingungen so ähnlich wie möglich 

sein. Darum wurden die Zellmodelle in einem ALI-System exponiert (Abb.  2). Dieses System 

simuliert die Atemwege des Menschen und ermöglicht es, die Zellen an der Luft-Flüssigkeits-

Grenzfläche zu exponieren. Dies führt zu einer höheren Relevanz der Ergebnisse aus ALI-

Experimenten für die in vivo-Situation. 

 

Abb.  2: Schema der Versuchsanlage mit Aerosolproduktion/-charakterisierung und dem ALI-System 
(Zellexpositionssystem). 
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Zellmodelle:  

Um die Bedingungen im Alveolarraum optimal zu simulieren, sollten die verwendeten 

Zellmodelle diese Bedingungen bestmöglich widerspiegeln. Hierfür wurden Zellmodelle 

eingesetzt, die die verschiedenen Zelltypen der Lunge repräsentieren. A549-Zellen sind eine 

menschliche Lungenepithellinie. Sie exprimieren verschiedene Marker für Pneumozyten Typ 

II. Pneumozyten Typ II sind spezialisierte Epithelzellen, die in den Alveolen der Lunge zu 

finden sind. 

THP-1-Zellen sind eine humanisierte Monozyten-Zelllinie. Stimulierte THP-1-Zellen setzen 

verschiedene Zytokine und Chemokine frei, die an der Entzündungsreaktion der Lunge 

beteiligt sind. Außerdem können sie in Makrophagen und dendritische Zellen differenzieren, 

die wichtige Rollen im Immunsystem der Lunge spielen 

MRC5-Zellen sind eine epitheloide Zelllinie, d.h. sie haben Eigenschaften sowohl von 

Epithelzellen als auch von Fibroblasten. Sie teilen viele Eigenschaften von Lungenfibroblasten 

und werden verwendet, um die Zell-Zell-Interaktionen und molekularen Mechanismen zu 

untersuchen, die zu Lungenerkrankungen einschließlich der Lungenfibrose führen können.  

 

Abb.  3: Dreifachkultur; im apikalen Kompartiment wurden alveolare Zellen (A549) und Makrophagen 
(THP-1), im basalen Kompartiment Fibroblasten (MRC5) kultiviert. Nachdem die Zellen im 
apikalen Kompartiment angewachsen waren, wurde das Medium entfernt, damit die Zellen 
Lunge-ähnliche Strukturen ausbilden konnten (nach Altorki et al. doi: 10.1038/s41568-018-
0081-9). 

Die Untersuchungen wurden in der ersten Kampagne an einer Monokultur mit A549-Zellen 

durchgeführt. An diesem einfachen und reproduzierbaren System wurden erste 

Untersuchungen zu den toxikologischen Wirkungen und deren molekularen Mechanismen 

durchgeführt. In der zweiten Kampagne wurden die beschriebenen Zelltypen in einer 
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Dreifachkultur gezüchtet (Abb.  3). Die apikale Position von A549 und THP-1 Zellen simuliert 

die Epithelschicht der Alveolen, während die basale Position von MRC5 Zellen die darunter 

liegende Fibroblastenschicht simuliert. Dieses komplexere Modell ermöglicht die 

Untersuchung der Interaktionen zwischen Epithelzellen, Monozyten und Fibroblasten, die für 

die Lungenfunktion und -pathologie wichtig sind. Bei allen Untersuchungen wurden 

mindestens 3 biologische Replikate verwendet. 

Studiendesign: 

Das Studiendesign sollte die Untersuchung der möglichen Toxizität von UFPs und den Einfluss 

der organischen Beladung mit PAHs ermöglichen. Hierbei sollte sowohl die Toxizität selbst als 

auch die Dosis- und Zeitabhängigkeit der Reaktion sowie die Toxikokinetik untersucht werden 

(Abb.  4).  

 

 

Abb.  4: Studiendesign der ersten und zweiten Messkampagne. SVOC, semi-volatile organische 
Komponenten 

 

Dafür wurden folgende Aspekte beachtet: 

UFPs mit unterschiedlichem organischem Gehalt (low/high SVOC): Die an UFP gebundenen 

PAHs können, wie im AOP beschrieben, sich von den UFPs lösen und direkt mit der DNA 

interagieren. Darum wurden im Projekt UFPs mit einem niedrigen (low) und einem hohen 

(high) Anteil an semi-volatilen organischen Komponenten (low SVOC, high SVOC) eingesetzt.  

Messkampagne 2021
Modell für ALI Monokultur (A549)
Probentypen f. 
Toxizitätsend-
punkte

cells

Zeitpkt. 4 h
UFPs Low/high SVOC

Probentyp f. 
Metabolomics

Medium

Zeitpkt. 4 h
UFPs Low/high SVOC

Messkampagne 2021
Modell für ALI Monokultur (A549)
Probentypen f. 
Toxizitätsend-
punkte

cells

Zeitpkt. 4 h 4 h 24 h 4 h 24 h
UFPs Low/high SVOC Low/high SVOC Low/high SVOC Low/high SVOC Low/high SVOC

Low/high SVOC dil. Low/high SVOC dil. Low/high SVOC Low/high SVOC dil.
Probentyp f. 
Metabolomics

Medium Medium Cell lysates apical Cell lysates basal 

Zeitpkt. 4 h 4 h 24 h 24 h 24 h
UFPs Low/high SVOC Low/high SVOC Low/high SVOC Low/high SVOC Low/high SVOC

Low/high SVOC dil. Low/high SVOC dil. Low/high SVOC dil. Low/high SVOC dil.

2022
Dreifachkultur  (A549+THP1/MRC5)

A549+THP1 (apikal) MRC5 (basal)
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Konzentrationsunterschiede (Dosis-Wirkungs-Beziehung): Die Toxizität steigt in der Regel mit 

der Dosis. Die low/high SVOCs wurden deswegen unverdünnt und 1:10 verdünnt (SVOC dil.) 

in das ALI System eingebracht. 

Expositionsdauer: Ziel der Untersuchung war die Erfassung der akuten und verzögerten 

Toxizität von UFPs. In der 1. und 2. Messkampagne wurden die Auswirkungen nach einer 4-

stündigen Exposition untersucht. In der 2. Messkampagne wurden für einige Parameter 

zusätzliche Untersuchungen durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen nach der 4-stündigen 

Exposition im ALI-System für 24 Stunden im Inkubator belassen, ohne die UFP abzuwaschen. 

Dadurch sollten akute von verzögerten toxischen oder evtl. reversiblen Effekten abgegrenzt 

werden, was zu einem besseren Verständnis der Toxikokinetik beiträgt.  

Kompartimente: Die Untersuchungen wurden in verschiedenen Kompartimenten (Medium, 

apikale und basale Zellen) durchgeführt, um ein differenziertes Verständnis über die Toxizität 

der eingesetzten UFPs zu erhalten. Die metabolomischen Untersuchungen des Mediums 

ermöglichten beispielsweise Aussagen zur Zell-Zell-Kommunikation. Die apikalen Zellen 

waren die erste Kontaktstelle und daher besonders anfällig für toxische Effekte. Die basalen 

Zellen wurden indirekt exponiert, konnten aber dennoch durch parakrine Signalwege betroffen 

sein. 

 

Im Rahmen des Projekts sollten mögliche Gesundheitseffekte durch UFPs in einem 

Lungenmodell untersucht werden. Dazu wurde ein AOP entwickelt, der die hypothetischen 

Zusammenhänge zwischen der Inhalation von UFPs und nachteiligen Gesundheitseffekten 

beschreibt. Die einzelnen Schritte des AOPs sollten in einer in vitro-Studie mit 

unterschiedlichen Expositionszeiträumen und Dosierungen in verschiedenen Kompartimenten 

untersucht werden. Außerdem sollte der Einfluss von PAHs auf die Toxizität der UFPs 

untersucht werden. Der Ansatz sollte die Komplexität der UFPs berücksichtigen und eine 

Risikowahrscheinlichkeit für die Entwicklung eines nachteiligen Gesundheitseffekts 

beschreiben.  
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4. Ergebnisse und Diskussion 

Im Folgenden werden die Untersuchungsergebnisse der Ereignisse des AOPs beschrieben. 

Die A549- und THP-1-Zellen werden als apikale Zellen, die Fibroblasten als basale Zellen 

beschrieben. Bei der Beschreibung der Ergebnisse zu den Key Events werden zuerst die 

Ergebnisse der 1. Messkampagne (Monokultur) und dann die Ergebnisse der 2. 

Messkampagne (Dreifachkultur) dargestellt. 

 

4.1. Generierung und Charakterisierung der UFPs (MIE) 

Für das Projekt wurden UFPs als Modellverbrennungspartikel mittels eines miniCAST 

(Combustion Aerosol Standard) Generators produziert. Im miniCast wird eine sauerstoffarme 

Propanflamme mittels Stickstoff gequencht. Dadurch entsteht ein Aerosol mit hohen 

Konzentrationen an Carbon Black (BC) und organischen Komponenten.  

Für die toxikologischen Untersuchungen wurden zwei UFP-Aerosole mit unterschiedlicher 

organischer Beladung aber identischen physikalischen Eigenschaften der Partikel erzeugt. Zur 

Erzeugung des Aerosols mit einer hohen Beladung der UFPs mit organischen Komponenten 

(high SVOC) wurde nur die organische Gasphase in einem Aktivkohle-Denuder entfernt. 

Dieser Schritt war notwendig, da die Expositionen nur mit der Partikelphase des Aerosols 

durchgeführt werden sollte. Für die Erzeugung der UFPs mit geringer organischer Beladung 

wurde der Aerosolstrom aus dem miniCAST durch einen katalytischen Stripper geleitet. In 

diesem wurden partikelgebundene mittelflüchtige organische Verbindungen (SVOC) bei 

350 °C thermisch extrahiert und an einem Katalysator zersetzt. Etwaige verbliebene 

organische Komponenten in der Gasphase wurden in einem nachgeschalteten Aktivkohle-

Denuder entfernt. Abb.  5 zeigt ein vereinfachtes Schema der UFP-Produktion.  

 

 

Abb.  5: Schematische Darstellung der Produktion der UFP-Aerosole mit unterschiedlichem 
organischem Gehalt. 
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Die UFP-Aerosole wurden online charakterisiert und direkt in das ALI-System eingebracht 

(Abb.  6). Die Konstanz der physikalischen Aerosolparameter (Partikeldurchmesser, -anzahl 

und -masse, Carbon Black) wurden mit online Messgeräten überwacht (Abb.  6).  

 

Abb.  6: Produktion und Charakterisierung der UFP-Aerosole mit unterschiedlichen organischen 
Gehalten. TEOM: Kontinuierliche Erfassung der Partikelmasse mit tapered element oscillating 
microbalance, SMPS: kontinuierliche Erfassung der Partikelgrößenverteilung mit scanning 
mobility particle sizer, AE33: kontinuierliche Erfassung von Carbon Black 

 

Die Vergleichbarkeit dieser Parameter zwischen den beiden UFP-Aerosolen ist entscheidend, 

um die Bedeutung der organischen Beladung für die Wirkung von UFPs zu untersuchen (Tab. 

1). Für die detaillierte Untersuchung der organischen Komponenten der Partikel und die 

Untersuchung der Partikelmorphologie mittels Elektronenmikroskopie wurden Proben 

genommen. Die Summe der Konzentrationen der mittels Gaschromatographie-

Massenspektrometrie quantifizierten PAHs lag im high SVOC-Aerosol bei 2,7 ± 0,4 µg/m³. Im 

low SVOC-Aerosol lagen die PAH-Konzentrationen unterhalb der jeweiligen 

Bestimmungsgrenze (≤ 1 ng/m3).  
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Tab. 1:  UFP-Aerosol Parameter (2. Messkampagne) 

Parameter Low SVOC (n=4) High SVOC (n=7) 

Mittlerer 
Mobilitätsdurchmesser [nm] 40 ± 0,2 43 ± 1 

Anzahl [#/cm3] 4e05 ± 1e04 6e05 ± 4e04 

Massenkonzentration [µg/m3] 102 ± 1 128 ± 7 

Konzentration an schwarzem 
Kohlenstoff [µg/m³] 67 ± 3 60 ± 6 

Deponierte UFP Masse im 
ALI [ng/cm2] 1,4 ± 0,2 1.5 ± 0,2 

Summe PAH [µg/m³] 2,7 ± 0,4 < 0,01 

 

Abb.  7 zeigt die Beladung der UFPs mit PAHs. High SVOCs enthalten u.a. kanzerogene 

Substanzen wie Benzo[a]pyren. 

 
Abb.  7: Konzentrationen der PAHs in den UFPs. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung 

der Konzentrationen in den wiederholten Expositionen an. LOQ: Bestimmungsgrenze. 
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4.1. Freisetzung von genotoxischen Substanzen (KE1C) 

Monokultur: 

Im EROD-Assay wird die CYP1A-Aktivität und im BROD-Assay die CYP2B-Aktivität 

gemessen. Beide Enzymfamilien werden durch PAHs aktiviert. Die Exposition gegenüber 

organischen UFPs mit einem hohen organischen Gehalt induzierte einen signifikanten Anstieg 

der CYP1A-Aktivität und einen leichten Anstieg der CYP2B-Aktivität. UFPs mit einem 

niedrigen organischen Gehalt haben die Aktivitäten nicht erhöht (Abb.  8). Als Kontrolle diente 

bei allen versuchen die Exposition gegen Reinluft. 

 

Abb.  8:  Auswirkungen auf den Fremdstoffmetabolismus durch UFPs in A549-Zellen. EROD und 
BROD repräsentieren die Enzymaktivitäten von CYP 450-Monooxygenasen. 

 

Dreifachkultur: 

4-stündige Exposition: 

Die 4-stündige Exposition führt nur nach Exposition gegen low SVOC-Aerosolen zu einem 

nicht-signifikanten, doch tendenziellen Anstieg der EROD-Aktivität (Abb.  9) in den apikalen 

(volles Muster) und basalen Zellen (gestricheltes Muster). Ein gleicher Trend wurde für die 

BROD-Aktivität beobachtet. 
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Abb.  9:  Änderung der EROD/BROD-Enzymaktivität durch UFPs in apikalen Zellen (volles Muster) und 

basalen Zellen (gestricheltes Muster), die 4 Stunden lang gegen UFP mit hohem/niedrigen 
organischen Gehalt (high/low SVOC) exponiert wurden. 

 

4-stündige Exposition + 24-stündige Inkubation: 

24 Stunden nach der Exposition zeigten nur die UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt eine 

dosisabhängige Induktion der Enzyme, speziell in den basalen Zellen (Abb.  10). 

 

Abb.  10: Änderung der EROD/BROD-Enzymaktivität in der Dreifachkultur 24 Stunden nach Exposition 
gegen UFP mit hohem/niedrigen organischen Gehalt (high/low SVOC) 
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Monokultur:  

Nur Aktivitätssteigerung nach UFPs mit hohem SVOC-Gehalt 

Dreifachkultur: 

Nach akuter und verlängerter Exposition dosisanhängiger Anstieg nur nach UFPs mit 
niedrigem SVOC-Gehalt. 
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4.2. Oxidativer Stress (KE1A) 

Monokultur: 

Oxidativer Stress wurde durch Messung des zellulären oxidierten Glutathions, der MDA-

Freisetzung als Marker der Lipidperoxidation und der intrazellulären ROS mit dem DCFH-

Assay bewertet. Die Ergebnisse deuten bei low SVOC-Aerosolen auf einen ausgeprägten 

oxidativen Stress hin. High SVOC-Aerosole lassen keinen signifikanten oxidativen Stress 

erkennen (Abb.  11). 

 

Abb.  11: Oxidativer Stress wurde durch Messung des zellulären Verhältnisses von oxidiertem 
Glutathion (GSSG) zum gesamten Glutathion, der MDA-Freisetzung und der intrazellulären 
ROS (DCFH-Assay) Exposition gegen UFP mit hohem/niedrigen organischen Gehalt 
(high/low SVOC) bewertet. 

 

Dreifachkultur: 

4-stündige Exposition: 

UFPs mit niedrigem organischem Anteil induzierten eine stärkere ROS-Produktion in apikalen 

und basalen Zellen, was zu einem Verbrauch von Glutathion (erhöhte GSSG-Werte) und 

oxidativem Stress führte. Dies spiegelte sich auch in der erhöhten, wenn auch nicht signifikant, 

Lipidperoxidation wider. UFPs mit hohem organischem Anteil zeigten keine derartigen Effekte 

(Abb.  12). Diese Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen in der Monokultur überein.  
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Abb.  12: Oxidative Stressreaktion von apikalen und basalen Zellen, die 4 Stunden lang gegen UFP mit 
hohem/niedrigen organischen Gehalt (high/low SVOC) exponiert wurden. Oxidativer Stress 
wurde durch Messung der intrazellulären ROS (DCFH-Assay), des zellulären GSSG/GSH-
Verhältnisses und der Konzentration an Malondialdehyd (MDA) bewertet. 

 

4-stündige Exposition + 24-stündige Inkubation: 

24 Stunden nach der Exposition war der MDA-Gehalt nach Exposition gegen die verdünnten 

UFP-Aerosole vermindert, gegen die unverdünnten unverändert (Abb.  13) 

 

Abb.  13: Gehalt an MDA nach Exposition gegen die verdünnten und unverdünnten UFP-Aerosole mit 
hohem/niedrigen organischen Gehalt (high/low SVOC) und anschließender 24-stündiger 
Inkubation 
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Metabolomics: 

Das Medium sowie die apikalen und basalen Zellen wurden metabolomisch untersucht. In 

allen biologischen Proben wurde das Metabolom nach Exposition (4 Stunden plus 24 Stunden 

Inkubation) gegen unverdünnte/verdünnte UFPs mit low/high SVOC untersucht. Damit 

ermöglichen die metabolomischen Daten eine Einschätzung der verzögerten toxikologischen 

Wirkung. Für die bessere Übersicht werden nachfolgend nur die wichtigsten Ergebnisse 

beschrieben. Abb.  14 zeigt repräsentativ die Signalweganalyse mit MetaboAnalyst 

(www.metaboanalyst.ca), die nach Exposition gegen unverdünnte und verdünnte UFP-

Aerosole mit hohem organischem Gehalt (high SVOC) in den apikalen Zellen reguliert wurden. 

Eine Hochregulierung der GSH- und Glycin-Signalwege wurde v.a. nach der Exposition gegen 

high-SVOC-Aerosole in den apikalen Zellen beobachtet. Glycin ist ein Vorläufermetabolit von 

Glutathion (GSH), welches die wichtigste zelluläre Abwehr gegen oxidativen Stress darstellt. 

 
Abb.  14: Signalweganalyse der signifikant regulierten Metabolite in apikalen Zellen. Die Zellen wurden 

für 4 Stunden gegen UFPs mit hohem organischem Gehalt (SVOC, verdünnt/unverdünnt) 
exponiert, bevor sie für 24 Stunden nach-inkubiert wurden. Cys Met, Cystein-Methionin-
Metabolismus; TCA, Zitronensäure-Zyklus; tRNA, transfer-RNA (Ribonukleinsäure); GSH, 
Glutathion; Arg; Argenin; PPP, Pentose-Phosphat-Weg; Trp, Tryptophan; Gly-Ser-Thr, Glycin-
Serin-Threonin-Signalweg; Ala-Asp-Glu, Alanin-Asparaginsäure-Glutaminsäure-Signalweg; 
D-Gln-Glu, Glutamin-Glutaminsäure-Signalweg; Arg-Pro, Arginin-Prolin-Signalweg 
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Monokultur:  

• ↑ oxidativer Stress nur nach UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt 

Dreifachkultur: 

• ↑ akuter oxidativer Stress nur nach UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt  

• Keinen verzögerten Effekt auf Lipidperoxidation nach beiden UFP-Aerosolen 

• Metabolomics: 
UFPs mit hohem SVOC-Gehalt: Hinweis auf verzögerten oxidativen Stress in 

apikalen Zellen 
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4.3. Entzündung (KE1B) 

Monokultur: 

Die Exposition gegenüber low oder high SVOCs führte zu keiner Freisetzung der 

Entzündungsmarker IL-8 oder IL-6 (Abb.  15).  

 

Abb.  15: Entzündliche Wirkungen von UFPs auf A549-Zellen. Die Freisetzung der Zytokine IL-8 und IL-
6 in das Medium wurde nach 4-stündiger Exposition bestimmt. 

 

Dreifachkultur: 

4-stündige Exposition: 

Die 4-stündige Exposition hat keine Effekte auf die proinflammatorischen Marker IL-1β, IL-6 

und IL-8 gegenüber Kontrollbedingungen (Abb.  15). 

4-stündige Exposition + 24-stündige Inkubation: 

Beide UFPs hatten keinen Effekt auf die IL-1β-Freisetzung. IL-1β ist ein zentraler Faktor bei 

akuten Entzündungen. Low SVOC-Aerosole führten zu einer deutlich geringeren Freisetzung 

des proinflammatorischen Zytokins IL-6 gegenüber Kontrollbedingungen. High SVOC-

Aerosole erhöhten die Freisetzung des Chemokins IL-8, das hauptsächlich Neutrophile anlockt 

und aktiviert (Abb.  16). 

Eine umfassende Analyse, auch dosisabhängig, der (pro-)inflammatorischen Zytokinwerte 

wurde zusätzlich mit Olink Inflammation Panels durchgeführt. Die Ergebnisse geben Hinweise 

auf deutliche Unterschiede zwischen den beiden Zeitpunkten, aber auch zwischen den 

einzelnen Bedingungen. 
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Abb.  16: Entzündungseffekte von UFP auf apikale und basale Zellen, die gegen UFPs mit 
hohem/niedrigen organischen Gehalt (high/low SVOC) exponiert wurden. Die Freisetzung der 
Zytokine IL-1β (a), IL-6 (b) und IL-8 (c) durch alle Zelltypen in das Probenmedium wurde nach 
4-stündiger Exposition (links) und 24-stündiger Nach-Inkubation (rechts) bestimmt. 

 

Metabolomics: 

In basalen Zellen zeigten sich signifikante Veränderungen im Arachidonsäurestoffwechsel, 

Glycerolipidstoffwechsel und der Fettsäurebiosynthese. Die Netzwerkvisualisierung und -

analyse mit STITCH (http://stitch.embl.de/) ergab eine Anreicherung der ungesättigten 

Fettsäurebiosynthese und des Eicosanoid-Biosyntheseprozesses (Abb.  17). Die 

Anreicherung war nach der Exposition gegenüber allen UFP-Aerosolen zu beobachten, jedoch 

war sie nach der Exposition gegenüber high SVOC-Aerosolen deutlich ausgeprägter. 

Eicosanoide sind Lipidmediatoren, die aus mehrfachungesättigten Fettsäuren wie Arachidon-

, Eicosapentaen- und Dihomogamma-Linolensäure gebildet werden. Sie haben vielfältige 

Funktionen und können sowohl pro- als auch antiinflammatorische Wirkungen entfalten. 
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Abb.  17: Darstellung des mit STITCH erstellten Netzwerks der identifizierten, signifikant regulierten 

Metaboliten nach Exposition (4 h + 24 h Inkubation) gegen UFP-Aerosol mit hohem SVOC. 
Ovale: identifizierte Metabolite, Kreise: Metabolite, die von STITCH aufgrund von 
Datenbanken zu dem Netzwerk hinzugefügt wurden. Der markierte Bereich zeigt das 
Netzwerk um die Arachidonsäure. GLUL, Glutamat; ADH, Alkohol Dehydrogenase; MTAP, S-
Methyl-5'-thioadenosine Phosphorylase; APRT, Adenin-Phosphoribosyltransferase; PNP, 
Purin-Nukleosid-Phosphorylase; PTGS, Prostaglandinsynthase; ALOX5, Arachidonat-5-
Lipoxygenase; PLAG1B, Phospholipase A2 Gruppe 1B 
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Monokultur:  

• Beide UFP-Arten setzen weder IL-8 noch IL-6 frei. 
Dreifachkultur: 

• Keine akute/verzögerte IL-1β-Freisetzung nach beiden UFP-Arten 

• Keine akute IL-6/IL-8-Freisetzung nach beiden UFP-Arten 

• Mögliche verzögerte antiinflammatorische Wirkung (↓ IL-6) nach UFPs mit 
niedrigem SVOC-Gehalt 

• Mögliche verzögerte inflammatorische Wirkung (↑ IL-8) nach UFPs mit hohem 
SVOC-Gehalt 

• Metabolomics: 

Hinweise auf verzögerte pro-/antiinflammatorische Regulation in basalen Zellen 

nach allen Expositionen (besonders ausgeprägt nach high-SVOC-Aerosolen). 
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4.4. Gewebeschädigung (KE2) 

Monokultur: 

Unabhängig von der organischen Beladung führten beide UFPs zu vermehrten 

Zellmembranschäden (LDH, Abb.  18) und verminderter Stoffwechselaktivität (Alamar-Blue-

Assay) gegenüber Kontrollbedingungen (Abb.  18).  

 
Abb.  18: Zytotoxizität von UFP auf Alveolarepithelzellen. Die Zytotoxizität wurde durch Messung der 

LDH-Freisetzung und die Stoffwechselaktivität mit dem Alamar-Blue-Assay bewertet. Als 
Negativkontrolle wurde Reinluft (Clean Air) verwendet. 

 

Dreifachkultur: 

4-stündige Exposition: 

Low SVOC-Aerosole induzierten Zytotoxizität in allen Zellarten (Abb.  19, a) und verringerten 

die Anzahl lebender apikaler Zellen (Abb.  19 c). High SVOC-Aerosole induzierten keine akute 

Zytotoxizität und keine signifikante Beeinträchtigung der Viabilität. Beide Aerosole hatten keine 

akute Auswirkung auf die Stoffwechselaktivität (Abb.  19).  
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Abb.  19: Auswirkungen von UFPs mit hohem/niedrigen organischen Gehalt (high/low SVOC) auf die 
Zytotoxizität (a, LDH-Freisetzung), die Stoffwechselaktivität (b, Alamar-Blue-Assay) und die Anzahl 
lebender Zellen (c) nach 4-stündiger Exposition. 

 

4-stündige Exposition + 24-stündige Inkubation: 

Beide unverdünnte UFP-Aerosole hatten keinen Einfluss auf die Zytotoxizität und 

Stoffwechselaktivität nach 24-stündiger Nach-Inkubation (Abb.  20). Beide verdünnten 

Aerosole erniedrigen die Stoffwechselaktivität (durchgezogene Linie). Verdünntes high SVOC-

Aerosol erhöhte die Zytotoxizität (gestrichelte Linie). 

 

Abb.  20: Effekt der 24-stündigen Nach-Inkubation auf die Zytotoxizität (gestrichelte Linie) und 
Stoffwechselaktivität (durchgezogene Linie). Die Zellen wurden gegen unverdünnte und 
verdünnte Aerosole exponiert. Die Zellen hatten eine basale LDH-Freisetzung von 14,5% nach 
der Nach-Exposition gegenüber den Bedingungen im Inkubator (im Vergleich zu etwa 10% 
nach 4-stündiger Exposition) 
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Metabolomics: 

Die metabolomischen Daten ermöglichen keine direkten Aussagen zur Zytotoxizität. Die 

Signalweganalysen weisen in apikalen und basalen Zellen jedoch auf eine Regulation des 

Zitronensäurezyklus nach allen Expositionen hin (Abb.  14). Der Zyklus ist ein wichtiger 

Bestandteil des zellulären Energiestoffwechsels. Außerdem war nach den meisten 

Expositionen Glukose-1-phosphat (G1P) in den apikalen Zellen signifikant erniedrigt. Glukose-

1-Phosphat ist ein Substrat für die Glycogenphosphorylase, ein Enzym, das Glycogen in 

Glucose abbaut. Ein erniedrigtes G1P kann daher zu einer verminderten Energiegewinnung 

in den Zellen führen. Außerdem ist G1P ein wichtiger Baustein für die Nukleinsäuresynthese. 

Ein erniedrigtes G1P kann daher auch zu einer verminderten DNA- und RNA-Synthese führen. 

 

Monokultur:  

• Zytotoxizität nach beiden UFP-Arten 

Dreifachkultur: 

• Akute Zytotoxizität: nur nach UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt 

• Anzahl lebender Zellen (akut): ↓ nach UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt 

• Verzögerte Zytotoxizität + Stoffwechselaktivität: kein Effekt beider 

unverdünnter UFP-Arten; Effekt beider verdünnter UFP-Arten 

• Metabolomics: indirekte Hinweise auf verzögerten Effekt auf Stoffwechsel in 

apikalen/basalen Zellen nach allen Expositionen. 
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4.5. Kollagen (KE3A) 

Dreifachkultur (Metabolomics): 

Wie in der Einführung beschrieben, wurde dieses Schlüsselereignis nicht direkt durch ein 

Testsystem überprüft, sondern indirekt durch metabolomische Analysen.  

Signalweganalysen der signifikant regulierten Metaboliten in apikalen und basalen Zellen 

deuten auf eine Aktivierung des Tryptophan-Stoffwechsels nach Expositionen gegen alle 

SVOC-Aerosole hin. Abb.  21 veranschaulicht die Regulationen der einzelnen Metaboliten 

nach Exposition gegen alle UFP-Aerosole in apikalen Zellen.  

 

Abb.  21: Darstellung des Tryptophan-Metabolismus mit den Regulationen der Metaboliten nach allen 
Expositionen in apikalen Zellen. 

 

Im Fokus steht der Metabolit Serotonin (5-Hydroxytryptamin), der aus Tryptophan gebildet 

wird. Serotonin fungiert als biochemischer Botenstoff und kann von Lungenepithel- und 

Immunzellen sezerniert werden. Klinische Hinweise deuten auf eine Beteiligung von Serotonin 

an der Entstehung von Fibrose hin. Die pro-fibrotische Wirkung von Serotonin in vivo lässt sich 

zumindest teilweise durch seine direkte Wirkung auf Fibroblasten (in unserem Modell die 

basalen Zellen) und/oder Myofibroblasten erklären. Serotonin stimuliert Fibroblasten, vermehrt 

glattes Muskelaktin (SMA), Fibronectin und TGF-β zu exprimieren und vermehrt Kollagen 

abzulagern. Diese Effekte können zur Lungenfibrose (AO3) führen. 
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Der Tryptophan-Metabolismus kann über den Indol-Weg verschiedene Metaboliten, wie z. B. 

Indol-Acetaldehyd, bilden. Nach der Exposition gegenüber allen SVOC-Aerosolen war dieser 

Metabolit verringert. Eine Hypothese besagt, dass Tryptophan tendenziell stärker über den 5-

HT-Weg auf Kosten des Indol-Wegs katabolisiert wird, was zu einer vermehrten 

Serotoninproduktion führt. 

 

Dreifachkultur, Metabolomics: 

• ↑ Serotonin-Spiegel nach allen Expositionen in apikalen/basalen Zellen 

• Hinweis auf Induktion der Fibrosebildung nach verzögerter Exposition. 

 

 

 

  



 

   31 

4.6. Primäre und sekundäre DNA-Schädigung (KE3C, KE3B) 

Monokultur: 

Beide UFP-Arten schädigten nach 4-stündiger Exposition primär die DNA, low SVOC-Aerosole  

in einem höheren Umfang als high SVOC-Aerosole (Abb.  22, links). Interessanterweise 

induzierten nur high SVOC-Aersoele DNA-Schäden über oxidative Mechanismen (sekundäre 

DNA-Schädigung) (Abb. 22, rechts). 

 

Abb.  22: Die primäre DNA-Schädigung (links) und oxidative, sekundäre DNA-Schädigung (rechts) 
wurden mit dem Comet-Assay, mit oder ohne Fpg-Enzym, gegen UFP mit hohem/niedrigen 
organischen Gehalt (high/low SVOC) bewertet. Als Negativkontrolle wurde Reinluft (Clean Air) 
verwendet. 

 

Metabolomics Monokultur: 

Im Medium wurden durch die Exposition nur wenige Metabolite signifikant reguliert. Dies 

könnte auf das verwendete einfache Lungenmodell zurückzuführen sein, in dem die Zell-Zell-

Kommunikation fehlte. Guanin, ein Bestandteil der DNA, war in beiden Gruppen nach der 

Exposition signifikant erhöht. Die Signalweganalyse zeigte eine signifikante Regulation des 

Purinstoffwechsels, in dem die Hauptbestandteile der DNA, die Purin-Nukleotide synthetisiert 

und abgebaut werden. Hypoxanthin, Adenin und Guanin sind Vorläufer der Purin-Nukleotiden. 

Die Spiegel dieser Vorläufermetaboliten waren nach der Exposition gegenüber den UVPs 

erhöht. Dies könnte auf einen erhöhten DNA-Abbau hindeuten oder darauf, dass die 

Lungenzellen mehr DNA benötigen, um entweder DNA-Schäden zu reparieren oder um zu 

proliferieren. 
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Dreifachkultur: 

4-stündige Exposition: 

UFPs mit geringer organischer Belastung (low SVOC) schädigten direkt die DNA der basalen 

Zellen und indirekt die DNA der apikalen Zellen. UFPs mit einem hohen organischen Gehalt 

(high SVOC) schädigen nur direkt die DNA der apikalen Zellen (Abb.  23). 

 

Abb.  23: Primäre (a) und sekundäre DNA-schädigende Wirkungen (b) von UFP auf apikalen und 
basalen Zellen die 4 Stunden lang gegen UFP mit hohem/niedrigen organischen Gehalt 
(high/low SVOC) exponiert wurden. DNA-Schäden (a) und oxidative/alkylierende DNA-
Schäden (b) wurden mit dem Comet-Assay bewertet, der für die Bestimmung von Fpg-Stellen 
enzymatisch modifiziert wurde. 
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Metabolomics: 

Die metabolomischen Analysen der apikalen/basalen Zellen und des Mediums ergaben nach 

4-stündiger Exposition mit anschließender 24-stündiger Inkubation übereinstimmend mit den 

Ergebnissen der Monokultur-Exposition eine Anreicherung des Purinstoffwechsels. 

Besonders ausgeprägt waren die Regulationen in den apikalen Zellen nach allen Expositionen 

und in den basalen Zellen nach der Exposition gegenüber dem high SVOC-Aerosol (siehe 

Abbildung 14 als Beispiel für die Regulationen nach verdünnten/unverdünnten high SVOC-

Aerosolen in apikalen Zellen).  

Monokultur:  

• Primäre DNA-Schäden nach beiden UFP-Arten 

• Sekundäre DNA-Schäden nur nach UFPs mit hohem SVOC-Gehalt 

• Metabolomics: Regulation der DNA-Synthese 

Dreifachkultur: 

• Primäre akute DNA-Schäden in apikalen Zellen nur nach UFPs mit hohem SVOC-

Gehalt 

•  Primäre akute DNA-Schäden in basalen Zellen nur nach UFPs mit niedrigem 
SVOC-Gehalt 

• Sekundäre akute DNA-Schäden in apikalen Zellen nur nach UFPs mit niedrigem 
SVOC-Gehalt. 

• Metabolomics: Verzögerte Regulation des Purinstoffwechsels in allen Zellen; 

besonders in basalen Zellen nach UFPs mit hohem SVOC-Gehalt 
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4.7 Adverse Outcome (AO1-3) 

Die möglichen Gesundheitsbeeinträchtigungen durch die untersuchten UFPs können in den 

verwendeten Zellmodellen nicht direkt erfasst werden. Ein Ansatz ist der Vergleich der 

metabolomischen Profile mit Profilen von Patienten oder aus Tierversuchen. 

Vier Metabolite wurden in apikalen Zellen nach Expositionen gegenüber allen SVOP-Arten 

nach 4-stündiger Exposition und 24-stündiger Inkubation signifikant reguliert: Glucosamin, 

Iminodiessigsäure, Phenylglyoxylsäure wurden hoch- und Pipecolinsäure herunterreguliert.  

Glucosamin scheint zumindest teilweise über den NF-κB-Signalwegs entzündungshemmend 

zu wirken (Chuang et al. 2013). Außerdem wurde beschrieben, dass Glucosamin in vivo den 

durch chronische Zigarettenrauchexposition verursachten oxidativen Stress und die 

Lungenentzündung lindern und in vitro die durch Zigarettenrauchextrakt induzierte IL-8-

Produktion unterdrücken kann (Wu et al. 2014). Außerdem entsteht aus Glucosamin der 

Nukleotidzucker Uridindiphosphat N-Acetylglucosamin (UDP-GlcNAc). Erhöhte Spiegel an 

UDP-GlcNAc wurden im Tumorgewebe von Rauchern nachgewiesen (Wikoff et al. 2015; Yu 

et al. 2017) 

Iminodiessigsäure wird mit Hypoxie assoziiert und wurde als Biomarker für die Schwere eines 

akuten Atemnotsyndroms bei Erwachsenen identifiziert (Lin et al. 2019).  

Phenylglyoxylsäure ist ein direkter Vorläufermetabolit von Benzoesäure. Über die biologische 

Funktion von Phenylglyoxylsäure ist wenig bekannt. Erhöhte Benzoesäure-Spiegel wurden in 

Lungenkrebs-Pateinten gemessen (Musharraf et al. 2015; Yu et al. 2017).  

Erhöhte Pipecolinsäurespiegel wurden in Patienten mit Plattenepithelkarzinome der 

Speiseröhre gemessen. Diese Zellen benötigen Pipecolinsäure um das Redox-Gleichgewicht 

aufrechtzuerhalten und den durch oxidativen Stress verursachten DNA-Schaden und den 

Stillstand der Zellteilung zu verhindern (Liu et al. 2022). In unserem Projekt waren die Spiegel 

nach der 24-stündigen Inkubation signifikant verringert. Dies kann auf eine Erschöpfung dieses 

Systems durch (vorausgegangenen) oxidativen Stress hinweisen.  

Weitere Hinweise auf mögliche negative Auswirkungen der untersuchten UFPs auf die 

Gesundheit ergeben sich aus den bereits unter den Schlüsselereignissen beschriebenen 

Regulationen bzw. Aktivierungen von Signalwegen oder Metaboliten. Erhöhte Serotonin-

Spiegel wurden im Zusammenhang mit verschiedenen Lungenerkrankungen wie Asthma, 

pulmonale arterielle Hypertonie, COPD, Lungenkrebs und Fibrose beobachtet (Berger et al. 

2009; Distler et al. 2021; Pirina et al. 2018). Erhöhte Spiegel von Adenin wurden als Biomarker 

zur Unterscheidung von Lungenkrebs-Patienten von Kontrollpersonen diskutiert (Callejon-

Leblic et al. 2016). 
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Somit lässt sich zusammen, dass der Vergleich der metabolomischen Profile aus dem Projekt 

mit den Daten von Patienten und Tierversuchen auf negative Auswirkungen der untersuchten 

UFPs auf die Lunge hindeutet.  

 

Aus dem Profilvergleich der von UFPs regulierten Metaboliten mit erkrankten 

Menschen/Tiermodellen ergeben sich u.a. Hinweise auf: 

• Lungenkrebs 

• Lungenfibrose 

• Asthma 

• COPD 

• Pulmonale arterielle Hypertonie 

• Akutes Atemnotsyndrom 
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6. Fazit und Ausblick 

Fazit 

Ein kausaler Zusammenhang zwischen UFPs und negativen Gesundheitseffekten in der 

Lunge wurde im Rahmen des Projekts mithilfe eines AOPs beschrieben. Der AOP verdeutlicht 

die einzelnen Schritte dieses Zusammenhangs, beginnend mit der Exposition gegenüber 

UFPs bis hin zu den resultierenden möglichen Gesundheitsschäden an der Lunge. Der AOP 

basiert auf Daten zu nanoskaligen Partikeln und wurde im Projekt auf UFPs übertragen. Für 

jedes Ereignis im AOP kamen Testsysteme und/oder Omics-Analysen zum Einsatz, um die 

spezifischen Auswirkungen von UFPs zu untersuchen. Zwei UFP-Aerosole mit 

unterschiedlicher organischer Beladung, aber identischen physikalischen Eigenschaften, 

wurden hergestellt und physikalisch-chemisch charakterisiert. In Monokulturen und einer 

komplexeren Dreifachkultur wurden die Effekte dieser UFPs auf die einzelnen Ereignisse des 

AOPs untersucht. Zusätzlich erfolgte eine Analyse der Dosis- und Zeitabhängigkeit der 

beobachteten Effekte. 

Die UFP-Expositionen führten zu nachhaltigen Veränderungen in allen untersuchten 

Schlüsselereignissen des AOPs (KE1-3). KE4 befindet sich noch in der Analyse. Diese 

Ergebnisse deuten auf ein hohes Risiko für negative Folgen für die Gesundheit hin.  

Vergleiche der Metabolitenprofile der Zellmodelle mit Daten von Patienten und Tierversuchen 

erhärteten dieses Risiko für verschiedene pulmonale Erkrankungen nach UFP-Exposition. 

Bemerkenswert ist, dass selbst die niedrigsten UFP-Dosierungen und auch die 

Beladungsvarianten mit niedrigem organischem Gehalt keine unbedenklichen Auswirkungen 

im untersuchten Modell zeigten. 

Besonders relevant für die Gesundheitsbeeinträchtigung ist die verzögerte Reaktion der 

Zellen. Dies zeigte sich besonders deutlich bei den regulierten Metaboliten. Eine 

Hauptkomponentenanalyse (englisch: principal component analysis, PCA) trennte die 

Metabolite der exponierten Zellen nach beiden Expositionsdauern klar von denen der 

Kontrollzellen; d.h., nach akuter und verlängerter Exposition waren die Signalwege der 

exponierten Zellen verändert (Abb. 24 zeigt exemplarisch die Analyse für apikale Zellen). 

Menschen, die am Arbeitsplatz exponiert werden oder in Wohngebieten mit hoher UFP-

Belastung leben, sind einer deutlich längeren Exposition ausgesetzt 
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Abb.  24: Principal component analysis (PCA) der apikalen Zellen nach 4-stündiger Exposition gegen 

alle UFP-Aerosole mit anschließender 24-stündiger Ruhephase. Die Kontrollzellen wurden 
gegen Reinluft exponiert. 

 

Die Ergebnisse dieser Studie deuten auf ein erhöhtes Risiko für Lungenfibrose, COPD und 

andere pulmonale Erkrankungen hin. Für die Entstehung von Lungenkrebs sind die 

Untersuchungen zu DNA-Schäden besonders relevant. Alle untersuchten UFP-Aerosole 

führten zu akuten primären und/oder sekundären DNA-Schäden in apikalen und basalen 

Zellen; d.h. die DNA-Schädigung wurde nicht nur durch oxidative Prozesse ausgelöst.  

Die metabolomischen Analysen zeigten aktivierte Reparaturprozesse. Dies lässt sich an den 

Regulationen im Purinstoffwechsel erkennen. Nicht reparierte DNA-Schäden können zu 

Mutationen und folglich zur Entwicklung von Krebs führen. 

Aus den vorliegenden Daten dieses in vitro-Projekts kann auf ein erhöhtes Risiko für negative 

Gesundheitseffekte in der Lunge nach UFP-Exposition geschlossen werden. Die 

beobachteten Veränderungen in allen Schlüsselereignissen des AOPs, die DNA-Schäden und 

die vergleichenden Metabolitenprofile unterstreichen dieses Risiko. 

Bemerkenswert ist, dass selbst niedrige UFP-Dosierungen und geringe organische 

Beladungen negative Auswirkungen zeigten. Die Ergebnisse der Studie sind relevant für die 

öffentliche Gesundheit und Politik. 
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Ausblick 

Das vorliegende Projekt nutzte innovative Ansätze, um die Auswirkungen von UFPs auf die 

Lunge in einem in vitro-System zu untersuchen. Das AOP-Konzept ermöglichte die 

Identifizierung der wichtigsten Schritte, die zu negativen Gesundheitseffekten führen. Moderne 

Methoden wie Omics-Analysen und das ALI-System mit Dreifachkultur lieferten detaillierte 

Einblicke in die molekularen und zellulären Mechanismen. 

In dem Projekt konnte zwar nur eingeschränkt Langzeiteffekte untersucht werden, aber die 

Ergebnisse liefern dennoch wichtige Hinweise auf die potenziellen Gesundheitsrisiken von 

UFPs.  

Zukünftige Forschung sollte sich auf die Untersuchung der Langzeiteffekte von UFP-

Expositionen und auf die Validierung der Ergebnisse in vivo konzentrieren.  

Das vorliegende Projekt hat einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der Gesundheitsrisiken 

von UFPs geleistet.  
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