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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 realitdtsnahe Bedingungen zu simulieren, wurden die dosis- und
zeitabhangigen Auswirkungen von zwei UFP-Aerosolen mit unterschiedlicher organischer
Beladung auf verschiedene Schlisselereignisse des AOP in einer Dreifachkultur in einem Air-
Liquid-System untersucht. Die Aerosole wurden chemisch und physikalisch charakterisiert.
Metabolomische Analysen erganzten die Untersuchungen, um die molekularen Mechanismen
aufzuklaren. Die Metabolitenprofile wurden mit Daten von Patienten und Tierversuchen

verglichen, um Hinweise auf pulmonale Erkrankungen zu erhalten.
Ergebnisse:

o UFP-Expositionen fiihrten zu nachhaltigen Veranderungen in allen untersuchten
SchlUsselereignissen des AOPs.

e Selbst niedrige UFP-Dosierungen und geringe organische Beladungen zeigten
negative Auswirkungen.

e Es wurden DNA-Schaden beobachtet, die mit einem erhéhten Risiko fur Lungenkrebs
verbunden sind.

e Die Metabolitenprofile gaben Hinweisen auf ein erhdhtes Risiko fir negative

Gesundheitseffekte in der Lunge hin.

Die Studie liefert starke Hinweise auf ein erhdhtes Risiko fur negative Gesundheitseffekte in
der Lunge nach UFP-Exposition. Die Ergebnisse sind relevant fir die offentliche Gesundheit
und Politik.
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2. Einfuhrung

Ultrafeine Partikel (UFP) mit einem Durchmesser von 1 bis 100 nm sind in stadtischen
Luftrdumen in hohen Konzentrationen vorhanden. Durch Inhalation kénnen sie die
Alveolarregion der Lunge erreichen, wo sie aufgrund der geringen Clearancerate langer
verweilen und mit biologischen Systemen interagieren. Dies kann zu potenziellen
Auswirkungen auf die Gesundheit fuhren. Die grofe Oberflaiche und die hohe
Oberflachenreaktivitdt von UFPs fuhren dazu, dass sie groRe Mengen an Metallen und
organischen Verbindungen adsorbieren kénnen. Diese adsorbierten Stoffe kdnnen toxische
Wirkungen haben, die ebenfalls zu Gesundheitsproblemen fuhren kdnnen (2023). In den
letzten Jahren wurde in der Forschung ein Fokus auf die gesundheitlichen Auswirkungen von
Feinstduben mit einem Durchmesser von 2,5 pym und 10 ym gelegt. Allerdings ist unklar, ob

die Ergebnisse auf UFPs Ubertragbar 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 Verknipfung von chemischen
Expositionen mit nachteiligen Gesundheitseffekten auf der Grundlage der zugrundeliegenden
biologischen Prozesse ermdglicht. Dieses innovative Konzept beschreibt einen kausalen
Zusammenhang zwischen molekularen Initiationsereignissen (molecular initiating event, MIE)
und Schlusselereignissen (key events, KEs), die zu einem adversen gesundheitlichen Effekt
(adverse outcome, AO) fuhren. AOPs dienen der strukturierten Aufbereitung toxikologischer
Daten, um Entscheidungen von Behorden zu erleichtern und gelten als wertvolle Werkzeuge

fur 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, Uber ihre Aufnahme in die
Zellen, bis hin zu mdoglichen gesundheitsbeeintrachtigenden Lungeneffekten. In Abb. 1B
werden die im Projekt verwendeten Testsysteme zur Uberprifung der einzelnen Ereignisse

dargestellt.

)
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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 Uberpriifung
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.




MIE:

Nanopartikel interagieren im Alveolarraum mit den dortigen Zellen (z.B. alveolare
Makrophagen, verschiedene Pneumozyten). In Abhangigkeit von Faktoren wie Dosis,
Expositionsdauer oder physikalisch-chemischen Eigenschaften kdénnen sie Gewebe
schadigen (KE2). Die Gewebeschadigung setzt Mediatoren frei wie u.a. Interleukin-1a (IL-1a),
IL-18 oder Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). Diese Mediatoren werden als danger-associated
molecular patterns (DAMPs) bezeichnet. Allen DAMPs ist gemeinsam, dass sie eine durch
den Nuklearfaktor-k3 (NF-kB) vermittelte verstarkte Expression von Schlisselproteinen des
Inflammasoms, einschliellich pro-IL-1f und NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3),
auslésen, was wiederum den Ubergang zu den Schliisselereignissen oxidativer Stress (KE1A)

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

Um das MIE und die nachfolgenden KEs besser verstehen zu kénnen, wurden die im Projekt
generierten UFPs physikalisch-chemisch charakterisiert. Die Abscheidungsrate wurde mit

einem Modell nach Lucci abgeschatzt (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 konnen aus den UFPs freigesetzt werden und bereits in
geringen Konzentrationen die Zellen in der Lunge schadigen (KE1C). PAHs sind genotoxisch,
das heildt, sie kénnen die DNA schadigen (KE3C). Sie koénnen auch oxidativen Stress
auslosen, der die Zellen zusatzlich schadigt. PAHs interagieren auflerdem mit Rezeptoren in

den Zellen und beeinflussen so verschiedene zellulare Prozesse.

Die Freisetzung von PAHs (KE1C) wurde indirekt durch die Messung der Cytochrom-P450
(CYP450)-Aktivitat Gberprift. CYP450 ist ein Enzym, das durch PAHs aktiviert wird. Daher

kann eine erhohte CYP450-Aktivitat auf eine Freisetzung von PAHs hindeuten.

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

Die Aktivierung des Inflammasoms spielt eine zentrale Rolle in der pulmonalen
Entzindungsreaktion. Die freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren verstarken die

Entziindung und tragen zur Rekrutierung von Immunzellen bei. Zusatzlich kdnnen nanoskalige
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Partikel direkt oxidativen Stress auslésen. 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 fur
oxidativen Stress sind miteinander verbunden und verstarken sich gegenseitig. So kann die
Entzindung zur Produktion von ROS fuhren, wahrend ROS wiederum die
Entzindungsreaktion verstarken kann. Dieser Teufelskreis kann zu einer chronischen

Entziindung und zu Lungenschaden flhren (Leso et al. 2018) (Rabolli et al. 2016).

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

Assay), Glutathion-Redox-Verhaltnis und Lipidperoxidation.

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

dem Olink Inflammation Panel untersucht.

KE2 ([chronische] Gewebeschadigunq):

In Abhangigkeit von der Konzentration, der Expositionsdauer und der Zusammensetzung
kénnen nanoskalige Partikel u.a. durch oxidativen Stress (KE1A) und Entziindung (KE1B) das
Gewebe schadigen (KE2). Durch chronische Gewebeschaden werden nachfolgende adverse

Effekte beglnstigt. Mechanismen der (direkten) Schadigung wurden unter MIE beschrieben.

Um die Zytotoxizitat zu beurteilen, wurden verschiedene Assays eingesetzt. Der Alamar-Blue-
Assay und der LDH-Assay messen die Stoffwechselaktivitat bzw. Zellmembranintegritat.

AulRerdem wurde die Zahl der lebenden Zellen gemessen.

KE3A (Kollagen):

Infolge von Gewebeschadigung werden reparaturfordernde Molekile freigesetzt, die die
Proliferation und Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten stimulieren. Diese
Myofibroblasten synthetisieren und lagern extrazellulare Matrix bzw. Kollagen an, um die
Wunde zu heilen (Halappanavar et al. 2020). Unter physiologischen Bedingungen dampfen
immunsuppressive Aktivitdten die Gewebereparatur nach einer Schadigung, um eine
uberschieRende Narbenbildung und Fibrose zu verhindern. Bei anhaltender Exposition kann
die Reparatur fortgesetzt aktiviert und die Immunsuppression inaktiviert werden. Dadurch
werden proinflammatorische Mediatoren, wie TGF-B1 (transforming growth factor 1) und IL-
13 weiter freigesetzt, was zur unkontrollierten Reparatur und der Entwicklung einer Fibrose
fuhren kann (Gieseck et al. 2018).
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Obwohl die direkte Untersuchung der Kollagen- bzw. extrazellularen Matrixbildung im Rahmen
des Projekts nicht stattfand, liefern die erhobenen Metabolomik-Daten Hinweise auf
Regulationsvorgange in den relevanten Stoffwechselwegen. Darlber hinaus erfolgte die

Analyse verschiedener inflammatorischer Marker.

KE3B, KE3C (sekundare, primare DNA-Schadigung):

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

DNA priméar schadigen.

Oxidative freie Radikale konnen ebenfalls DNA-Schaden verursachen, die, wenn sie nicht
korrekt repariert werden, zu sekundaren DNA-Schaden flhren koénnen, wie z.B.
Chromosomenbriichen oder Mutationen. In  Studien mit Umweltpartikel, wie
Dieselabgaspartikel, korreliert die ROS-Bildungskapazitat mit dem Auftreten von DNA-
Strangbriichen und Mutagenitat in vivo und in vitro (Bendtsen et al. 2020; Jacobsen et al.
2008).

Die primare DNA-Schadigung wurde mit dem Comet-Assay untersucht. Der Comet-Assay ist
ein Verfahren, um DNA-Strangbriiche zu messen, die durch verschiedene Einflisse, wie z. B.

PAHSs, verursacht werden konnen.

Die oxidative DNA-Schadigung wurde im Fpg-Comet-Assay uberpruft.

KE4 (Proliferation, Mutagenese):

Sowohl nanoskalige Partikel als auch Entziindungszellen konnen die DNA von Zielzellen, wie
Typ-llI-Pneumozyten, schadigen und deren Proliferation férdern. 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, koénnen irreversible genetische Veranderungen (Mutationen) entstehen. Diese
Mutationen kdénnen zur zelluldren Transformation und Lungenkrebs (AO2) fihren (Knaapen et
al. 2004).

Im Projekt sollten die Fahigkeit der exponierten Zellen, Kolonien zu bilden, mit dem Colony-
Efficiency-Assay untersucht werden. Dieser Assay misst die Klonogenitat der Zellen, also ihre
Fahigkeit, sich zu teilen und neue Kolonien zu bilden. Mutationen kénnen die Klonogenitat
beeinflussen, indem sie die DNA-Reparaturkapazitat oder andere wichtige zellulare Prozesse
beeintrachtigen. Als weiteren Test sollte der HPRT-Mutationstest durchgeftihrt werden. Kommt

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

Die Assays konnten nicht wahrend der Projektzeit durchgefihrt werden.

Metabolomische Analysen erganzten die Untersuchungen der Schlisselereignisse im AOP.
Das Metabolom umfasst alle Metabolite in einer Probe, also die Produkte und
Zwischenprodukte des zellularen Stoffwechsels. Veranderungen im Metabolom spiegeln
daher veranderte Stoffwechselprozesse wider. Die Analyse liefert ein tieferes Verstandnis 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 Haufigkeit  von
Hypersensitivitatspneumonitis und der Nachweis von Lungenfibrose bei gesunden
Erwachsenen und Kindern werden ebenfalls mit Luftverschmutzung in Verbindung gebracht.

Feinstaub, NO; und O3 gelten als ursachliche Faktoren (Singh and Singh 2021).

AO2 (Lungenkrebs):

Dieselabgase werden beim Menschen dosisabhangig mit einem erhdéhten Risiko fir
Lungenkrebs in Verbindung gebracht. Dieselabgase, TiO. und Ruf3 (Carbon Black) induzieren

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

Die direkte Prifung der AO1-3 war mit den verwendeten Modellen nicht mdglich, da diese
Tierversuche und/oder epidemiologische Untersuchungen benétigt. Die im Projekt
durchgeflihrten metabolomischen Untersuchungen ermoglichen jedoch eine indirekte
Beurteilung. Durch den Vergleich der Metabolitenprofile der exponierten Zellen mit Profilen
von erkrankten Tieren und Patientenpopulationen lassen sich Hinweise auf mdgliche

Gesundheitsbeeintrachtigungen ableiten.
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3. Zielstellung

Das Projekt verfolgte das Ziel, die einzelnen Ereignisse des entwickelten AOPs (Abb. 1) zu
Uberprifen, um Hinweise auf zu erwartende Gesundheitsbeeintrachtigungen durch UFP-
Exposition zu erhalten. Daflr wurden die in der Einflhrung 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 moéglich kommen,
soweit dies ein in vitro-System zulasst. Dazu wurden verschiedene Faktoren bericksichtigt,

die im Weiteren beschrieben werden.

Partikelgenerierung:

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

Umweltbedingungen weitgehend entsprechen.

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

Die Bedingung in dem in vitro-System sollten den realen Bedingungen so ahnlich wie moéglich
sein. Darum wurden die Zellmodelle in einem ALI-System exponiert (Abb. 2). Dieses System
simuliert die Atemwege des Menschen und erméglicht es, die Zellen an der Luft-Flussigkeits-
Grenzflache zu exponieren. Dies fuhrt zu einer héheren Relevanz der Ergebnisse aus ALI-

Experimenten fir die in vivo-Situation.

Zellexpositionssystem

Aerosolproduktion

GENERIERUNG DER UFP
s . sttt Expositionseinheit
Luftgetragene |
11 | 4= Gereinigte Partikel
i 'J Luft
' Luftstrom —
| . Trompete ——
Reduktion der Organik
(Catalytic Stripper) Lungerg;ellen 4
I (A549) ™.
Entfernung der Gasphase Membran “
(Charcoal Denuder) Niahrmedium

Aerosolcharakterisierung

(Zellexpositionssystem).

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




Zellmodelle:

Um die Bedingungen im Alveolarraum optimal zu simulieren, sollten die verwendeten
Zellmodelle diese Bedingungen bestmoglich widerspiegeln. Hierfir wurden Zellmodelle
eingesetzt, die die verschiedenen Zelltypen der Lunge reprasentieren. A549-Zellen sind eine
menschliche Lungenepithellinie. Sie exprimieren verschiedene Marker flir Pneumozyten Typ
II. Pneumozyten Typ Il 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 Entziindungsreaktion der Lunge
beteiligt sind. Aulierdem kénnen 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 einschlief3lich der Lungenfibrose fihren kénnen.

Macrophages (THP-1
.~ differentiated with PMA)
Alveolar lumen ------- S—— __,,,"'/ Alveolar type I
" epithelial cells (A549)
Epithelial basement Sg By -

b A
membrane e S — Fibroblasts (MRC-5)

Interstitial lumen -l

g ESg =

e e

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-ahnliche 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
durchgefuhrt. An diesem einfachen und reproduzierbaren System wurden erste
Untersuchungen zu den toxikologischen Wirkungen und deren molekularen Mechanismen

durchgefuhrt. In der zweiten Kampagne wurden die beschriebenen Zelltypen in einer




Dreifachkultur geziichtet (Abb. 3). Die apikale Position von A549 und THP-1 Zellen simuliert
die Epithelschicht der Alveolen, wahrend die basale Position von MRC5 Zellen die darunter
liegende Fibroblastenschicht simuliert. Dieses komplexere Modell ermoglicht die
Untersuchung der Interaktionen zwischen Epithelzellen, Monozyten und Fibroblasten, die fir
die Lungenfunktion und -pathologie wichtig sind. Bei allen Untersuchungen wurden

mindestens 3 biologische Replikate verwendet.

Studiendesign:

Das Studiendesign sollte die Untersuchung der méglichen Toxizitat von UFPs und den Einfluss
der organischen Beladung mit PAHs ermdglichen. Hierbei sollte sowohl die Toxizitat selbst als
auch die Dosis- und Zeitabhangigkeit der Reaktion sowie die Toxikokinetik untersucht werden
(Abb. 4).

Messkampagne (2021
Modell fiir ALI |Monokultur (A549)

Probentypen f.
Toxizitdtsend- |cells

Messkampagne [2021 2022
Modell fiir ALI |Monokultur (A549) Dreifachkultur (A549+THP1/MRC5)

Probentypen f.
Toxizitidtsend- |cells A549+THP1 (apikal) MRC5 (basal)

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.

Medium Medium Cell lysates apical Cell lysates basal

UFPs T_ow/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.

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

Daflir wurden folgende Aspekte beachtet:

UFPs mit unterschiedlichem organischem Gehalt (low/high SVOC): Die an UFP gebundenen
PAHs konnen, wie im AOP beschrieben, sich von den UFPs I6sen 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.




Konzentrationsunterschiede (Dosis-Wirkungs-Beziehung): Die Toxizitat steigt in der Regel mit
der Dosis. Die low/high SVOCs wurden deswegen unverdinnt und 1:10 verdinnt (SVOC dil.)
in das ALI System eingebracht.

Expositionsdauer: Ziel der Untersuchung war die Erfassung der akuten und verzdgerten
Toxizitat von UFPs. In der 1. und 2. Messkampagne wurden die Auswirkungen nach einer 4-
stiindigen Exposition untersucht. In der 2. Messkampagne wurden fir einige Parameter
zusatzliche Untersuchungen durchgefiihrt. Hierflir wurden die Zellen nach der 4-stiindigen
Exposition im ALI-System flir 24 Stunden im Inkubator belassen, ohne die UFP abzuwaschen.
Dadurch sollten akute von verzdgerten toxischen oder evtl. reversiblen Effekten abgegrenzt

werden, was zu einem besseren Verstandnis der Toxikokinetik beitragt.

Kompartimente: Die Untersuchungen wurden in verschiedenen Kompartimenten (Medium,
apikale und basale Zellen) durchgefihrt, um ein differenziertes Verstandnis Uber die Toxizitat
der eingesetzten UFPs zu erhalten. Die metabolomischen Untersuchungen des Mediums
ermoglichten beispielsweise Aussagen zur Zell-Zell-Kommunikation. Die apikalen Zellen
waren die erste Kontaktstelle und daher besonders anfallig fur toxische Effekte. Die basalen
Zellen wurden indirekt exponiert, konnten aber dennoch durch parakrine Signalwege betroffen

sein.

Im Rahmen des Projekts sollten mdgliche Gesundheitseffekte durch UFPs in einem
Lungenmodell untersucht werden. Dazu wurde ein AOP entwickelt, der die hypothetischen
Zusammenhange zwischen der Inhalation von UFPs und nachteiligen Gesundheitseffekten
beschreibt. Die einzelnen Schritte des AOPs sollten in einer in vitro-Studie mit
unterschiedlichen Expositionszeitraumen und Dosierungen in verschiedenen Kompartimenten
untersucht werden. Aullerdem sollte der Einfluss von PAHs auf die Toxizitat der UFPs
untersucht werden. Der Ansatz sollte die Komplexitat der UFPs bertcksichtigen und eine
Risikowahrscheinlichkeit fir 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)

Fir 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.

Fir 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
durchgefihrt werden sollte. Fur die Erzeugung der UFPs mit geringer organischer Beladung
wurde der Aerosolstrom aus dem miniCAST durch einen katalytischen Stripper geleitet. In
diesem wurden partikelgebundene mittelflichtige 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.

Aerosolproduktion
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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 Messgeraten tberwacht (Abb. 6).
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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 Partikelgrofienverteilung 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 fir die Wirkung von UFPs zu untersuchen (Tab.
1). Fir 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 pg/m3. Im
low SVOC-Aerosol lagen die PAH-Konzentrationen wunterhalb der jeweiligen

Bestimmungsgrenze (< 1 ng/m3).




Tab. 1:  UFP-Aerosol Parameter (2. Messkampagne)

Mittlerer
Mobilitaitsdurchmesser [nm] D02 cgea ]
Anzahl [#/cm?3] 4e05 + 1e04 6e05 + 4e04
Massenkonzentration [ug/m3] 102 +1 128+ 7
Konzentration an schwarzem
Kohlenstoff [ug/m?] 673 60+6
Deponierte UFP Masse im
ALI [ng/cm?] 1,4+0,2 1.5+0,2
Summe PAH [pug/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.
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Abb. 7: Konzentrationen der PAHs in den UFPs. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
der Konzentrationen in den wiederholten Expositionen an. LOQ: Bestimmungsgrenze.




4.1. Freisetzung von genotoxischen Substanzen (KE1C)

Monokultur:

Im EROD-Assay wird die CYP1A-Aktivitat und im BROD-Assay die CYP2B-Aktivitat
gemessen. Beide Enzymfamilien werden durch PAHs aktiviert. Die Exposition gegeniber
organischen UFPs mit einem hohen organischen Gehalt induzierte einen signifikanten Anstieg
der CYP1A-Aktivitdt und einen leichten Anstieg der CYP2B-Aktivitdt. UFPs mit einem
niedrigen organischen Gehalt haben die Aktivitaten nicht erhdht (Abb. 8). Als Kontrolle diente
bei allen versuchen die Exposition gegen Reinluft.
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Abb. 8: Auswirkungen auf den Fremdstoffmetabolismus durch UFPs in A549-Zellen. EROD und
BROD reprasentieren die Enzymaktivitaten von CYP 450-Monooxygenasen.

Dreifachkultur:

4-stiindige Exposition:

Die 4-stiindige Exposition fuhrt nur nach Exposition gegen low SVOC-Aerosolen zu einem
nicht-signifikanten, doch tendenziellen Anstieg der EROD-Aktivitat (Abb. 9) in den apikalen
(volles Muster) und basalen Zellen (gestricheltes Muster). Ein gleicher Trend wurde fur die
BROD-AKktivitat beobachtet.
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Abb. 9: Anderung der EROD/BROD-Enzymaktivitat 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-stiindige Exposition + 24-stiindige Inkubation:

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

dosisabhangige Induktion der Enzyme, speziell in den basalen Zellen (Abb. 10).
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Abb. 10: Anderung der EROD/BROD-Enzymaktivitat in der Dreifachkultur 24 Stunden nach Exposition
gegen UFP mit hohem/niedrigen organischen Gehalt (high/low SVOC)
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Monokultur:

Nur Aktivitdtssteigerung nach UFPs mit hohem SVOC-Gehalt

Dreifachkultur:

Nach akuter und verlangerter Exposition dosisanhangiger Anstieg nur nach UFPs mit
niedrigem SVOC-Gehalt.
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4.2. Oxidativer Stress (KE1A)
Monokultur:

Oxidativer Stress wurde durch Messung des zellularen oxidierten Glutathions, der MDA-
Freisetzung als Marker der Lipidperoxidation und der intrazellularen ROS mit dem DCFH-
Assay bewertet. Die Ergebnisse deuten bei low SVOC-Aerosolen auf einen ausgepragten
oxidativen Stress hin. High SVOC-Aerosole lassen keinen signifikanten oxidativen Stress
erkennen (Abb. 11).
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Abb. 11: Oxidativer Stress wurde durch Messung des =zelluldren Verhaltnisses von oxidiertem
Glutathion (GSSG) zum gesamten Glutathion, der MDA-Freisetzung und der intrazellularen
ROS (DCFH-Assay) Exposition gegen UFP mit hohem/niedrigen organischen Gehalt
(high/low SVOC) bewertet.

Dreifachkultur:

4-stiindige Exposition:

UFPs mit niedrigem organischem Anteil induzierten eine starkere ROS-Produktion in apikalen
und basalen Zellen, was zu einem Verbrauch von Glutathion (erhéhte GSSG-Werte) und
oxidativem Stress flihrte. Dies spiegelte sich auch in der erhéhten, 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 Gberein.
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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 intrazelluldren ROS (DCFH-Assay), des zellularen GSSG/GSH-
Verhaltnisses und der Konzentration an Malondialdehyd (MDA) bewertet.

4-stiindige Exposition + 24-stiindige Inkubation:

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

UFP-Aerosole vermindert, gegen die unverdiinnten unverandert (Abb. 13)
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Abb. 13: Gehalt an MDA nach Exposition gegen die verdiinnten und unverdinnten UFP-Aerosole mit
hohem/niedrigen organischen Gehalt (high/low SVOC) und anschliellender 24-stiindiger
Inkubation




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 unverdinnte/verdinnte UFPs mit low/high SVOC untersucht. Damit
ermdglichen die metabolomischen Daten eine Einschatzung der verzdgerten toxikologischen
Wirkung. Fir die bessere Ubersicht werden nachfolgend nur die wichtigsten Ergebnisse
beschrieben. Abb. 14 zeigt reprasentativ die Signalweganalyse mit MetaboAnalyst
(www.metaboanalyst.ca), die nach Exposition gegen unverdinnte und verdinnte 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 Vorlaufermetabolit von

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

High SVOC High SVOC diluted
o Purine
ce Purine D-GIn-Glu
Pentose (= - -
@ @ RNA m @
fimjno sugar, .FA ® 6
o CysMet glyoxylate and dicarboxylate ad . alactose -
o TCA - _ Amino sugar
® gilcacd @ Gly-Ser-Thr Ala-Asp-Glu o
® .Starch . ~ Pentose and glucuronate
2 5] A E ; orch @SH
= 4 PEP = ._alarcl
£ ° Arg OTI’D g 24 Bpé”mlgmfjt) @l%xylateanddicarboxylate la-Asp-Glu
p<0.05 0<0.05 |4°.1ca o
N ° o g 05 1 o
- o
@ @) 2 00 © @
8 o O
s ) 0 O
e a o O
o O &
o oo
- O gJeo O

T T T T T T 1 r T T T T T 1
0.0 01 0.2 03 0.4 05 0.6 0.0 01 0.2 0.3 0.4 05 06

Pathway Impact Pathway Impact

Abb. 14: Signalweganalyse der signifikant regulierten Metabolite in apikalen Zellen. Die Zellen wurden
fur 4 Stunden gegen UFPs mit hohem organischem Gehalt (SVOC, verdiinnt/unverdiinnt)
exponiert, bevor sie flir 24 Stunden nach-inkubiert wurden. Cys Met, Cystein-Methionin-
Metabolismus; TCA, Zitronensaure-Zyklus; tRNA, transfer-RNA (Ribonukleinsaure); GSH,
Glutathion; Arg; Argenin; PPP, Pentose-Phosphat-Weg; Trp, Tryptophan; Gly-Ser-Thr, Glycin-
Serin-Threonin-Signalweg; Ala-Asp-Glu, Alanin-Asparaginsaure-Glutaminsaure-Signalweg;
D-GIn-Glu, Glutamin-Glutaminsaure-Signalweg; Arg-Pro, Arginin-Prolin-Signalweg
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Monokultur:

e 1 oxidativer Stress nur nach UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt

Dreifachkultur:

e 1 akuter oxidativer Stress nur nach UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt
o Keinen verzdgerten Effekt auf Lipidperoxidation nach beiden UFP-Aerosolen
. Metabolomics:
UFPs mit hohem SVOC-Gehalt: Hinweis auf verzdégerten oxidativen Stress in

apikalen Zellen

i
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4.3. Entzindung (KE1B)
Monokultur:

Die Exposition gegeniber low oder high SVOCs fiihrte zu keiner Freisetzung der
Entzindungsmarker IL-8 oder IL-6 (Abb. 15).
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Abb. 15: Entzindliche Wirkungen von UFPs auf A549-Zellen. Die Freisetzung der Zytokine IL-8 und IL-
6 in das Medium wurde nach 4-stiindiger Exposition bestimmt.

Dreifachkultur:

4-stiindige Exposition:

Die 4-stiindige Exposition hat keine Effekte auf die proinflammatorischen Marker IL-13, IL-6

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

4-stindige Exposition + 24-stiindige Inkubation:

Beide UFPs hatten keinen Effekt auf die IL-1B-Freisetzung. IL-1p ist ein zentraler Faktor bei
akuten Entziindungen. Low SVOC-Aerosole fihrten zu einer deutlich geringeren Freisetzung
des proinflammatorischen Zytokins IL-6 gegenlber Kontrollbedingungen. High SVOC-
Aerosole erhdhten die Freisetzung des Chemokins IL-8, das hauptsachlich Neutrophile anlockt
und aktiviert (Abb. 16).

Eine umfassende Analyse, auch dosisabhangig, der (pro-)inflammatorischen Zytokinwerte
wurde zusatzlich mit Olink Inflammation Panels durchgeflhrt. Die Ergebnisse geben Hinweise
auf deutliche Unterschiede zwischen den beiden Zeitpunkten, aber auch zwischen den

einzelnen Bedingungen.
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Abb. 16: Entzindungseffekte 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-1B (a), IL-6 (b) und IL-8 (c) durch alle Zelltypen in das Probenmedium wurde nach
4-stiindiger Exposition (links) und 24-stiindiger Nach-Inkubation (rechts) bestimmt.

Metabolomics:

In basalen Zellen zeigten sich signifikante Veranderungen im Arachidonsaurestoffwechsel,
Glycerolipidstoffwechsel und der Fettsdurebiosynthese. Die Netzwerkvisualisierung und -
analyse mit STITCH (http://stitch.embl.de/) ergab eine Anreicherung der ungesattigten
Fettsaurebiosynthese und des Eicosanoid-Biosyntheseprozesses (Abb. 17). Die
Anreicherung war nach der Exposition gegeniber allen UFP-Aerosolen zu beobachten, jedoch
war sie nach der Exposition gegentber high SVOC-Aerosolen deutlich ausgepragter.
Eicosanoide sind Lipidmediatoren, die aus mehrfachungesattigten Fettsduren wie Arachidon-
, Eicosapentaen- und Dihomogamma-Linolensdure gebildet werden. Sie haben vielfaltige

Funktionen und kénnen 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 hinzugefigt wurden. Der markierte Bereich zeigt das
Netzwerk um die Arachidonsaure. GLUL, Glutamat; ADH, Alkohol Dehydrogenase; MTAP, S-
Methyl-5'-thioadenosine Phosphorylase; APRT, Adenin-Phosphoribosyltransferase; PNP,
Purin-Nukleosid-Phosphorylase; PTGS, Prostaglandinsynthase; ALOXS5, Arachidonat-5-
Lipoxygenase; PLAG1B, Phospholipase A2 Gruppe 1B




Monokultur:
e Beide UFP-Arten setzen weder IL-8 noch IL-6 frei.

Dreifachkultur:

o Keine akute/verzdgerte IL-1B-Freisetzung nach beiden UFP-Arten
e Keine akute IL-6/IL-8-Freisetzung nach beiden UFP-Arten

o Maogliche verzdgerte antiinflammatorische Wirkung (| IL-6) nach UFPs mit
niedrigem SVOC-Gehalt

o Maogliche verzdgerte inflammatorische Wirkung (1 IL-8) nach UFPs mit hohem
SVOC-Gehalt

e Metabolomics:
Hinweise auf verzdgerte pro-/antiinflammatorische Regulation in basalen Zellen

nach allen Expositionen (besonders ausgepragt nach high-SVOC-Aerosolen).
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4.4. Gewebeschadigung (KE2)

Monokultur:

Unabhangig von der organischen Beladung fihrten beide UFPs zu vermehrten
Zellmembranschaden (LDH, Abb. 18) und verminderter Stoffwechselaktivitat (Alamar-Blue-

Assay) gegentiber Kontrollbedingungen (Abb. 18).
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Abb. 18: Zytotoxizitat von UFP auf Alveolarepithelzellen. Die Zytotoxizitat wurde durch Messung der
LDH-Freisetzung und die Stoffwechselaktivitdt mit dem Alamar-Blue-Assay bewertet. Als
Negativkontrolle wurde Reinluft (Clean Air) verwendet.

Dreifachkultur:

4-stiindige Exposition:

Low SVOC-Aerosole induzierten Zytotoxizitat in allen Zellarten (Abb. 19, a) und verringerten
die Anzahl lebender apikaler Zellen (Abb. 19 c). High SVOC-Aerosole induzierten keine akute
Zytotoxizitat und keine signifikante Beeintrachtigung der Viabilitat. Beide Aerosole hatten keine
akute Auswirkung auf die Stoffwechselaktivitat (Abb. 19).
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Abb. 19: Auswirkungen von UFPs mit hohem/niedrigen organischen Gehalt (high/low SVOC) auf die
Zytotoxizitat (a, LDH-Freisetzung), die Stoffwechselaktivitdt (b, Alamar-Blue-Assay) und die Anzahl
lebender Zellen (c) nach 4-stiindiger Exposition.

4-stiindige Exposition + 24-stiindige Inkubation:

Beide unverdinnte UFP-Aerosole hatten keinen Einfluss auf die Zytotoxizitdt und
Stoffwechselaktivitat nach 24-stiindiger Nach-Inkubation (Abb. 20). Beide verdinnten
Aerosole erniedrigen die Stoffwechselaktivitat (durchgezogene Linie). Verdiinntes high SVOC-

Aerosol erhdhte die Zytotoxizitat (gestrichelte Linie).
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Abb. 20: Effekt der 24-stiindigen Nach-Inkubation auf die Zytotoxizitat (gestrichelte Linie) und
Stoffwechselaktivitat (durchgezogene Linie). Die Zellen wurden gegen unverdiinnte und
verdiinnte Aerosole exponiert. Die Zellen hatten eine basale LDH-Freisetzung von 14,5% nach
der Nach-Exposition gegeniber den Bedingungen im Inkubator (im Vergleich zu etwa 10%
nach 4-stindiger Exposition)




Metabolomics:

Die metabolomischen Daten ermoglichen keine direkten Aussagen zur Zytotoxizitat. Die
Signalweganalysen weisen in apikalen und basalen Zellen jedoch auf eine Regulation des
Zitronensaurezyklus nach allen Expositionen hin (Abb. 14). Der Zyklus ist ein wichtiger
Bestandteil des zellularen Energiestoffwechsels. Aullerdem war nach den meisten
Expositionen Glukose-1-phosphat (G1P) in den apikalen Zellen signifikant erniedrigt. Glukose-
1-Phosphat ist ein Substrat fur die Glycogenphosphorylase, ein Enzym, das Glycogen in
Glucose abbaut. Ein erniedrigtes G1P kann daher zu einer verminderten Energiegewinnung
in den Zellen flhren. Aulerdem ist G1P ein wichtiger Baustein fir die Nukleinsduresynthese.

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

Monokultur:
o Zytotoxizitdt nach beiden UFP-Arten

Dreifachkultur:

e Akute Zytotoxizitat: nur nach UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt

o Anzahl lebender Zellen (akut): | nach UFPs mit niedrigem SVOC-Gehalt

o Verzogerte Zytotoxizitat + Stoffwechselaktivitat: kein Effekt beider
unverdiinnter UFP-Arten;_Effekt beider verdiinnter UFP-Arten

o Metabolomics: indirekte Hinweise auf verzégerten Effekt auf Stoffwechsel in

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

Dreifachkultur (Metabolomics):

Wie in der Einfihrung beschrieben, wurde dieses Schllsselereignis nicht direkt durch ein

Testsystem Uberprift, 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.
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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 lasst sich
zumindest teilweise durch seine direkte Wirkung auf Fibroblasten (in unserem Modell die
basalen Zellen) und/oder Myofibroblasten erklaren. Serotonin stimuliert Fibroblasten, vermehrt
glattes Muskelaktin (SMA), Fibronectin und TGF-B zu exprimieren und vermehrt Kollagen

abzulagern. Diese Effekte kdnnen zur Lungenfibrose (AO3) flhren.
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Der Tryptophan-Metabolismus kann Gber den Indol-Weg verschiedene Metaboliten, wie z. B.
Indol-Acetaldehyd, bilden. Nach der Exposition gegentiber allen SVOC-Aerosolen war dieser
Metabolit verringert. Eine Hypothese besagt, dass Tryptophan tendenziell starker tGber den 5-
HT-Weg auf Kosten des Indol-Wegs Kkatabolisiert wird, was zu einer vermehrten

Serotoninproduktion fuhrt.

Dreifachkultur, Metabolomics:

e 1 Serotonin-Spiegel nach allen Expositionen in apikalen/basalen Zellen
e Hinweis auf Induktion der Fibrosebildung nach verzdgerter Exposition.
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4.6. Primare und sekundare DNA-Schadigung (KE3C, KE3B)
Monokultur:

Beide UFP-Arten schadigten nach 4-stlindiger Exposition primar die DNA, low SVOC-Aerosole
in einem hoéheren Umfang als high SVOC-Aerosole (Abb. 22, links). Interessanterweise
induzierten nur high SVOC-Aersoele DNA-Schaden Uber oxidative Mechanismen (sekundare
DNA-Schadigung) (Abb. 22, rechts).
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Abb. 22: Die primadre DNA-Schadigung (links) und oxidative, sekundare DNA-Schadigung (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
kénnte auf das verwendete einfache Lungenmodell zurlickzuflihren sein, in dem die Zell-Zell-
Kommunikation fehlte. Guanin, ein Bestandteil der DNA, war in beiden Gruppen nach der
Exposition signifikant erhéht. 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 Vorlaufer der Purin-Nukleotiden.
Die Spiegel dieser Vorlaufermetaboliten waren nach der Exposition gegenuber den UVPs
erhoht. Dies konnte auf einen erhdhten DNA-Abbau hindeuten oder darauf, dass die
Lungenzellen mehr DNA bendtigen, um entweder DNA-Schaden zu reparieren oder um zu

proliferieren.
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Dreifachkultur:

4-stiindige Exposition:

UFPs mit geringer organischer Belastung (low SVOC) schadigten direkt die DNA der basalen
Zellen und indirekt die DNA der apikalen Zellen. UFPs mit einem hohen organischen Gehalt
(high SVOC) schadigen nur direkt die DNA der apikalen Zellen (Abb. 23).
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Abb. 23: Primare (a) und sekundare DNA-schadigende 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-Schaden (a) und oxidative/alkylierende DNA-
Schaden (b) wurden mit dem Comet-Assay bewertet, der fir die Bestimmung von Fpg-Stellen
enzymatisch modifiziert wurde.




Metabolomics:

Die metabolomischen Analysen der apikalen/basalen Zellen und des Mediums ergaben nach
4-stuindiger Exposition mit anschlielender 24-stiindiger Inkubation Ubereinstimmend mit den

Ergebnissen der Monokultur-Exposition eine Anreicherung des Purinstoffwechsels.

Besonders ausgepragt waren die Regulationen in den apikalen Zellen nach allen Expositionen
und in den basalen Zellen nach der Exposition gegentiber dem high SVOC-Aerosol (siehe
Abbildung 14 als Beispiel fiur die Regulationen nach verdinnten/unverdinnten high SVOC-

Aerosolen in apikalen Zellen).

Monokultur:

e Primare DNA-Schaden nach beiden UFP-Arten
e Sekundare DNA-Schaden nur nach UFPs mit hohem SVOC-Gehalt
e Metabolomics: Regulation der DNA-Synthese

Dreifachkultur:

o Primare akute DNA-Schaden in apikalen Zellen nur nach UFPs mit hohem SVOC-

Gehalt

e Primare akute DNA-Schaden in basalen Zellen nur nach UFPs mit niedrigem
SVOC-Gehalt

e Sekundare akute DNA-Schaden in apikalen Zellen nur nach UFPs mit niedrigem
SVOC-Gehalt.

e Metabolomics: Verzdgerte 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 méglichen Gesundheitsbeeintrachtigungen durch die untersuchten UFPs kbénnen 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 gegenuber allen SVOP-Arten
nach 4-stindiger Exposition und 24-stindiger Inkubation signifikant reguliert: Glucosamin,

Iminodiessigsaure, Phenylglyoxylsaure wurden hoch- und Pipecolinsaure herunterreguliert.

Glucosamin scheint zumindest teilweise Uber den NF-kB-Signalwegs entziindungshemmend
zu wirken (Chuang et al. 2013). AuRerdem wurde beschrieben, dass Glucosamin in vivo den
durch chronische Zigarettenrauchexposition verursachten oxidativen Stress und die
Lungenentziindung lindern und in vitro die durch Zigarettenrauchextrakt induzierte |L-8-
Produktion unterdriicken kann (Wu et al. 2014). AuRerdem entsteht aus Glucosamin der
Nukleotidzucker Uridindiphosphat N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc). Erhdhte Spiegel an
UDP-GIcNAc wurden im Tumorgewebe von Rauchern nachgewiesen (Wikoff et al. 2015; Yu
et al. 2017)

Iminodiessigsédure wird mit Hypoxie assoziiert und wurde als Biomarker fir die Schwere eines

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

Phenylglyoxylséure ist ein direkter Vorlaufermetabolit von Benzoesaure. Uber die biologische
Funktion von Phenylglyoxylsaure ist wenig bekannt. Erhéhte Benzoesaure-Spiegel wurden in

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

Erhdhte Pipecolinsdurespiegel wurden in Patienten mit Plattenepithelkarzinome der
Speiserohre gemessen. Diese Zellen benétigen Pipecolinsdure 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-stundigen Inkubation signifikant verringert. Dies kann auf eine Erschépfung dieses

Systems durch (vorausgegangenen) oxidativen Stress hinweisen.

Weitere Hinweise auf mdgliche negative Auswirkungen der untersuchten UFPs auf die
Gesundheit ergeben sich aus den bereits unter den Schllsselereignissen beschriebenen
Regulationen bzw. Aktivierungen von Signalwegen oder Metaboliten. Erhdhte 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). Erhdhte Spiegel von Adenin wurden als Biomarker
zur Unterscheidung von Lungenkrebs-Patienten von Kontrollpersonen diskutiert (Callejon-
Leblic et al. 2016).
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Somit lasst 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:

e Lungenkrebs

e Lungenfibrose

e Asthma

e COPD

e Pulmonale arterielle Hypertonie

o Akutes Atemnotsyndrom
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5. Veroffentlichungen im Rahmen des Projekts

Vortrage:

» Generation and characterization of ultrafine soot particles with similar physical but
varying chemical properties enabling differential toxicological assessment in human
lung cells
A Das, J Pantzke, E Hartner, S Jeong, G Jakobi, T Groger, S Oder, S Di
Bucchianico1, M Sklorz, R Zimmermann
ETH Nanoparticles Conference 2022, Zirich
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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 gegenlber
UFPs bis hin zu den resultierenden mdglichen Gesundheitsschaden an der Lunge. Der AOP
basiert auf Daten zu nanoskaligen Partikeln und wurde im Projekt auf UFPs Ubertragen. Fir
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. Zusatzlich erfolgte eine Analyse der Dosis- und Zeitabhangigkeit der
beobachteten Effekte.

Die UFP-Expositionen flhrten zu nachhaltigen Veranderungen in allen untersuchten
Schliusselereignissen des AOPs (KE1-3). KE4 befindet sich noch in der Analyse. Diese

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

Vergleiche der Metabolitenprofile der Zellmodelle mit Daten von Patienten und Tierversuchen
erharteten dieses Risiko fur 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 fir die Gesundheitsbeeintrachtigung ist die verzogerte 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 verlangerter Exposition waren die Signalwege der
exponierten Zellen verandert (Abb. 24 zeigt exemplarisch die Analyse fur apikale Zellen).
Menschen, die am Arbeitsplatz exponiert werden oder in Wohngebieten mit hoher UFP-

Belastung leben, sind einer deutlich langeren Exposition ausgesetzt
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Abb. 24: Principal component analysis (PCA) der apikalen Zellen nach 4-stiindiger Exposition gegen
alle UFP-Aerosole mit anschlielender 24-stiindiger Ruhephase. Die Kontrollzellen wurden
gegen Reinluft exponiert.

Die Ergebnisse dieser Studie deuten auf ein erhdhtes Risiko fur Lungenfibrose, COPD und
andere pulmonale Erkrankungen hin. Fur die Entstehung von Lungenkrebs sind die
Untersuchungen zu DNA-Schaden besonders relevant. Alle untersuchten UFP-Aerosole
fuhrten zu akuten primaren und/oder sekundaren DNA-Schaden in apikalen und basalen

Zellen; d.h. die DNA-Schadigung wurde nicht nur durch oxidative Prozesse ausgeldst.

Die metabolomischen Analysen zeigten aktivierte Reparaturprozesse. Dies lasst sich an den
Regulationen im Purinstoffwechsel erkennen. Nicht reparierte DNA-Schaden kdnnen zu

Mutationen und folglich zur Entwicklung von Krebs fuhren.

Aus den vorliegenden Daten dieses in vitro-Projekts kann auf ein erhdhtes Risiko fur negative
Gesundheitseffekte in der Lunge nach UFP-Exposition geschlossen werden. Die
beobachteten Veranderungen in allen Schllsselereignissen des AOPs, die DNA-Schaden 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 flr die
offentliche Gesundheit und Politik.




Ausblick

Das vorliegende Projekt nutzte innovative Ansatze, um die Auswirkungen von UFPs auf die
Lunge in einem in vitro-System zu untersuchen. Das AOP-Konzept ermoglichte die
Identifizierung der wichtigsten Schritte, die zu negativen Gesundheitseffekten fuhren. Moderne
Methoden wie Omics-Analysen und das ALI-System mit Dreifachkultur lieferten detaillierte

Einblicke in die molekularen und zellularen Mechanismen.

In dem Projekt konnte zwar nur eingeschrankt Langzeiteffekte untersucht werden, aber die
Ergebnisse liefern dennoch wichtige Hinweise auf die potenziellen Gesundheitsrisiken von
UFPs.

Zukunftige 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 Verstandnis der Gesundheitsrisiken

von UFPs geleistet.
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