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Partikel-induzierter Zellmigrationstest (PICMA)

Zellkulturmodell fiir Entziindungsreaktionen in der
Lunge durch Partikel und Fasern am IPA etabliert

Isabell Schremmer, Gotz Westphal, Nina Rosenkranz, Thomas Briining, Jiirgen Biinger

Die berufliche Exposition gegeniiber Partikeln und Stauben kann zu arbeitsbedingten Atemwegs- und Lungenkrank-
heiten fiihren. Mit dem am IPA etablierten Partikel-induzierten Zellmigrationstest (PICMA) kann der erste Schritt der
Entziindungsreaktion nach einer Exposition gegeniiber partikel- oder faserférmigen Stauben abgebildet werden.
Hierbei handelt es sich um die Einwanderung von ,,Entziindungszellen®“ (Makrophagen, neutrophile Granulozyten) in
die Lunge bis hin in die Lungenbldschen (Alveolen). PICMA ist eine einfache, robuste aber hochgradig standardisierte
In-vitro-Methode mit hohem Durchsatz fiir ein Screening von partikelférmigen Arbeitsstoffen.

Berufsbedingte Atemwegs- und Lungenerkrankungen durch Partikel
oder faserformige Partikel sind die weitaus haufigsten beruflich
bedingten Erkrankungen infolge des Berufs mit teils sehr schwerem
Verlauf oder sogar tédlichem Ausgang. Laut Statistik der Unfallversi-
cherungstragerwurden im Jahr 2014 allein 1.956 Falle von Asbestose
(BK 4103), 832 Fille von Lungen beziehungsweise Kehlkopfkrebs
im Zusammenhang mit Asbestexpositionen (BK4104), 1.040 Fille
von asbestbedingten Mesotheliomen (BK 4105) und 758 Quarz-
staublungenerkrankungen (Silikose, BK4101) als Berufskrankheit
anerkannt (DGUV-Statistiken fiir die Praxis 2014). Damit belegten
diese Erkrankungen nach der Larmschwerhorigkeit die Platze zwei
und drei deram h&ufigsten anerkannten Berufskrankheiten (BAuA,
2014). Trotz des 1993 erfolgten Verbots von Asbest ist infolge der
langen Latenzzeit die Anzahl der asbestbedingten Erkrankungen
im Jahr 2014 noch einmal angestiegen. Im Gegensatz dazu sind
Lungenerkrankungen durch Quarz, dank gezielter Prdventions-
maBnahmen und des Riickgangs hoch exponierter Berufszweige,
wie beispielsweise des Untertagebergbaus, riickldufig. Allerdings
sind Belastungen mit Partikeln und Fasern allgegenwartig. Zudem
werden heute neue Gefahrdungen diskutiert, die sich aus dem
zunehmenden Einsatz von neuen Werkstoffen, wie beispielswei-
se Nanomaterialien, ergeben konnen. Sogenannte ,,Multi-walled
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carbon nanotubes“ (MWCNT) erwiesen sich im Tierexperiment als
starke Kanzerogene, die in der Rattenlunge sogar starker wirkten
als Asbest (Rittinghausen et al. 2014).

Eine zeitnahe toxikologische Bewertung aller neuen Nanopartikel
und -fasern ist derzeit aufgrund des hohen Zeit- und Kostenauf-
wandes fiir tierexperimentelle Studien nicht moglich. Es werden
deshalb sensitive In-vitro-Methoden bendétigt, die eine valide und
zeitnahe Gefahrdungsbeurteilung neuer oder unzureichend unter-
suchter Materialien ermoglichen. In-vitro-Methoden sind im Ver-
gleich zu tierexperimentellen Methoden deutlich kostengiinstiger
und erlauben einen deutlich hoheren Probendurchsatz. Zudem ist
der Ersatz von Tierversuchen aus ethischen Griinden gefordert. Die
Etablierung zuverlassiger In-vitro-Methoden erfordert allerdings
eine solide Datenbasis. Ein In-vitro-System muss die Wirkung von
Stoffen, die aus tierexperimentellen oder humanen Daten bekannt
sind, zuverldssig abbilden. Dies erfordert die Untersuchung einer
ausreichenden Zahl von Stoffen mit bekannter Wirkung. Ein Test-
system ist nur dann ausreichend aussagekraftig, wenn es geni-
gend sensitiv ist, einen gesundheitlich bedenklichen Partikel richtig
zu erkennen und geniigend spezifisch, um einen unbedenklichen
Partikel nicht falschlich als besorgniserregend einzustufen. Da-
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riiber hinaus muss eine solche Methode geniigend robust sein
beziehungsweise eine geringe Fehleranfalligkeit aufweisen. Sie
sollte die mogliche gesundheitsgefahrdende Wirkung des unter-
suchten Stoffes spezifisch abbilden und ausreichend differenzie-
ren zwischen Partikel ohne Wirkung und solchen mit schwacher,
mittlerer und starker Toxizitdt. Ein Testsystem, das valide spezielle
Gefahrdungen durch Partikel abbildet, existiert derzeit nicht. Die
verfiigbaren Untersuchungsmethoden, die fiir losliche Stoffe ent-
wickelt wurden, bilden entweder keine relevanten toxikologischen
Endpunkte fiir Partikel ab oder werden durch die Anwesenheitvon
Partikeln verfalscht.

Auswirkungen von Partikelexpositionen

Um einen geeigneten Endpunkt fiir ein In-vitro-System zu identi-
fizieren, muss man den Mechanismus der toxischen Wirkung gut
kennen: Der Entziindungsprozess in der Lunge als Reaktion auf
die Inhalation von Partikeln oder Fasern wird geférdert durch die
Interaktion verschiedener Zelltypen. Nachdem ein Partikel in die
Alveolen gelangt, nehmen Alveolarmakrophagen sie auf. Die Par-
tikel werden in den Lysosomen der Makrophagen aufgeldst oder
aus der Lungen tiber den Lymphfluss abtransportiert. Schwerlosli-
che anorganische Partikel kdnnen von den Zellen aber nicht abge-
baut werden und iiberfordern bei hoher und/oder langdauernder
Exposition diesen Reinigungsprozess der Lunge. Fasern ab einer
gewissen Lange konnen durch Makrophagen nicht aufgenommen
werden. Infolge dieser ,,frustranen® Phagozytose oder Uberlastung
des Reinigungsprozesses der Lunge durch hohe und anhaltende
Expositionen werden aus dem Blutstrom weitere Makrophagen
und schlieBlich neutrophile Granulozyten angelockt. Das Anlocken
der Zellen geschieht tiber Botenstoffe (Chemokine), die von den
gestressten Immunzellen abgesondert werden. Die zur Verstar-
kung angelockten Entziindungszellen wandern nun in Richtung
der Freisetzungsquelle der Botenstoffe. Dieser Vorgang wird als
Chemotaxis bezeichnet.

Neutrophile Granulozyten (kurz ,Neutrophile“) nehmen Partikel
nicht auf, sondern versuchen sie chemisch zu bekdmpfen. Hier-
bei werden zellschddigende Stoffe freigesetzt, die letztlich fiir die
schadigenden Wirkungen einer Entziindung verantwortlich sind —
unter anderem reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Auf Basis dieser
dauerhaften Entziindung entstehen schwere, partikelinduzierte
Lungenerkrankungen. Hierzu gehdren die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD), Fibrosen (z. B. Silikose und Asbesto-
se) und Krebserkrankungen durch Partikel und Fasern (IARC 1997
und 2009).

Die Starke dieser entziindlichen Reaktion der Lunge ist fiir ver-
schiedene Partikel und Fasern sehrunterschiedlich. Jedoch selbst
solche Partikel, die kaum toxische beziehungsweise entziindliche
Wirkungen zeigen, kénnen bei dauerhafter Uberlastung der Reini-
gungsmechanismen der Lunge krebserzeugende Wirkungen haben.
Fiir diese kanzerogene Wirkung von granuldren Partikeln ohne spe-
zifisch toxische Wirkung (GBS) wird aber ein schwellenabhangiges
Wirkprinzip angenommen: Erst bei dauerhafter Uberlastung der
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Reinigungsmechanismen wird eine chronische Entziindung ver-
ursacht (Uberladungshypothese). Bei Belastungen, die nicht zu
einer Uberladung filhren, wire damit kein zusatzliches Tumorrisiko
gegeben (Deutsche Forschungsgemeinschaft, 2013).

Der Mechanismus der toxischen Wirkung von Partikeln mit un-
terschiedlicher Grofe ist im Prinzip gleich. Allerdings kann die
Hohe der Wirkschwelle von mikro- und nanoskaligen Partikeln
sehr unterschiedlich sein. Es wird vermutet, dass sehr kleine,
nanoskalige Partikel in Form ihrer Agglomerate bei gleicher Mas-
se ein grofleres Volumen im Makrophagen einnehmen. Dies soll
— bezogen auf die Partikelmasse — zu einer grofieren Entziin-
dungswirkung fithren (AGS 2015). Neben der Gréf3e der Partikel
konnen sich aber auch deren Oberflacheneigenschaften auf die
Partikeltoxizitat auswirken.

Bislang konnen Untersuchungen, die zuverldssig Gefahrdungen
durch Partikel und Fasern abbilden, nur im Tierversuch durchge-
fiihrt werden (Klein et al. 2012). Ein besonders zuverldssiger experi-
menteller Parameter, der auf entziindliche Wirkungen in der Lunge
schlieBen ldsst, ist dabei die eben beschriebene Einwanderung
von ,,Neutrophilen“in die Lunge. Derzeit existieren allerdings noch
keine funktionellen /n-vitro-Verfahren, die diese akut entziindli-
chen Wirkungen von Partikeln zuverldssig abbilden. Daher wurde
im IPA ein solches In-vitro-System etabliert und validiert. Es kann
als pradiktiver Test fiir neue Stoffe dienen und schnellere und kos-
tengiinstige Ergebnisse von inhalativ aufgenommenen Partikeln
liefern, als es im Tierversuch moglich ist.

Prddiktive Methode fiir inflammatorische Partikeleigenschaften
Fiir den Partikel-induzierten Zellmigrationstest (PICMA, engl. Par-
ticle-induced cell migration assay) wird am IPA die sogenannte
»-Boyden Chamber“-Technik (Boyden, 1962) eingesetzt. Zunéchst
wird eine Alveolarmakrophagenzelllinie (NR8383) mit den Parti-
keln inkubiert. NR8383 Zellen weisen wesentliche Eigenschaf-
ten menschlicher Alveolarmakrophagen auf (Helmke et al. 1989).
NR8383 Makrophagen konnen beispielsweise Partikel aktiv auf-
nehmen und kdnnen eine Reihe biochemischer Botenstoffe bilden.
Die Uberstinde der exponierten NR8383 Makrophagen werden
nun dahingehend untersucht, ob sie ,,Neutrophile“ Entziindungs-
zellen anlocken.

Als Modellzelllinie fiir Neutrophile werden differenzierte HL-60
Zellen (dHL-60 Zellen) eingesetzt. Diese dHL-60 Zellen kénnen in
Richtung chemotaktischer Signale wandern (Breitman et al. 1980).
In diesem Experiment werden dHL-60 Zellen in einen Einsatz mit
kleinen Lochern (hier3 pm) am Boden gegeben. Dieser Einsatz wird
in einen Trog einer 24-Well-Platte eingehdngt. Der untere Trog ent-
halt die von den exponierten Makrophagen gewonnenen Zelliiber-
stande. Sind chemotaktische, entziindungsférdernde Botenstoffe
enthalten, wandern die dHL-60 Zellen durch die Lcher am Boden
in den Trog mit den Botenstoffen (Abbildung 1). Die Anzahl derin
den Trog eingewanderten Zellen ist daher ein MaSR fiir die Freiset-
zung entziindlicher Botenstoffe durch die mit Testpartikeln inku-
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Chemotaxisassays. Ein Insert mit permeablem PET-Boden trennt die Zellsuspension (im Insert) vom
Chemoattraktans (unten im Well). Je nach chemoattraktiver Wirkung migrieren die Zellen aus dem Insert ins Well. Sie werden gefarbt, abgeldst und
nach dem Entfernen des Inserts mit einem Photometer quantifiziert. Abbildung modifiziert nach www.gbo.com/bioscience.

bierten Makrophagen. Die eingewanderten Zellen werden mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gefarbt und ihre Anzahl photometrisch bestimmt.

Fiir diese Experimente werden permanente Zellkulturen verwendet.
Im Gegensatz zu frisch aus Tieren isolierten Zellen ist so eine hohe
Reproduzierbarkeit als Voraussetzung fiir vergleichende Untersu-
chungen gewdhrleistet. Um das System zu etablieren, wurden zu-
ndchst Partikel untersucht, die beim Menschen oderim Tierexpe-
riment erwiesenermafien neutrophile Entziindungen hervorrufen,
im Vergleich zu Partikeln mit bekanntermafien schwacher oder
keiner entziindlichen Wirkung. Hierzu wurden folgende Partikel
vergleichend untersucht: grober kristalliner Quarz, verschiedene
Arten und KorngréRen von Titandioxid (Rutil und Anatas), Indus-
trieruf als Partikel mit bekannter starker entziindlicher Wirkung
und als Partikel mit sehr geringer entziindlicher Wirkung Barium-
sulfat (BaSO,). Als Hypothese wird angenommen, dass Partikel
unterschiedlich starker Entziindungswirkung ein unterschiedliches
Ausmaf3 der Zellwanderung bewirken. Weiterhin sollten die Partikel
konzentrationsabhéangig wirken.

Physikochemische Partikeleigenschaften (GréRe, Identitat, Kristalli-
nitdt) konnen einen entscheidenden Einfluss auf die inflammatori-
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schen Eigenschaften der Partikel haben. Daher wurden die Identitat
der Partikel und ihre kristalline Struktur mit Hilfe der Rontgenpulver-
diffraktometrie (XRPD) bestétigt. Die Rasterelektronenmikroskopie
(SEM) diente zur Bestimmung der Gro3e der trockenen Partikel.
Die Grof3e der gebildeten Agglomerate wurde mittels Dynamischer
Lichtstreuung bestimmt. Diese physikochemischen Analysen er-
folgten in der Arbeitsgruppe von Prof. Mathias Epple (Leiter des
Instituts fiir Anorganische Chemie, Universitat Duisburg-Essen).

Erste Ergebnisse des PICMA

Wenn NR8383 Makrophagen verschiedenen Mengen an Quarz, Ti-
tandioxid oder IndustrieruB, mit unterschiedlicher Partikelgrofe und
Beschaffenheit ausgesetzt wurden, fiihrte dies zu Zelliiberstanden,
die differenzierte HL-60 Zellen anlocken. Dieser vergleichsweise
starke Effekt ist abhdngig von der Masse der Partikel, denen die
Makrophagen vorher ausgesetzt waren (Abbildung 2).

Quarzpartikel, die im Tierexperiment eine starke entziindliche Wir-
kung haben und beim Menschen Silikose und Lungentumoren aus-
l6sen kénnen, verursachen in diesem System konzentrationsab-
hangig eine vergleichsweise starke und statistisch signifikante
Migration von dHL-60 Zellen. Etwas schwadcher war die Wirkung von
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Abbildung 2: Zellmigration von dHL-60 Zellen in Richtung von Zellkulturiiberstanden von NR8383 Alveolarmakrophagen, die mit verschiedenen

Partikeln inkubiert wurden.
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amorphem SiO,, das als Nanopartikel verfiigbar war. Auch Partikel
des weniger stark entziindlichen Titandioxid-Minerals Rutil l6sen
eine signifikante und dosisabhangige Migration von dHL-60 Zellen
aus. Hierbei wirkte das grobe Rutil starker als die Rutilnanoparti-
kel. Bariumsulfat-Partikel, die im Tierversuch einen inerten Cha-
rakter haben, verursachen dagegen keine Zellmigration. Auch das
vergleichsweise schwach inflammatorisch wirksame Titandioxid-
Mineral Anatas l6st kaum Zellmigration von dHL-60 Zellen aus (Ab-
bildung 3) (Westphal et al. 2015).

Fazit

Mit dem In-vitro-Test PICMA kann erstmals auf Basis von etab-
lierten, permanenten Zelllinien die entziindliche Partikelwirkung
funktionell untersucht werden.

Zelliiberstande von NR8383 Makrophagen, die gegen verschiedene
Staube exponiert waren, wirken stark chemotaktisch auf differen-
zierte HL-60 Zellen. Diese Wirkungen geben die entziindlichen Wir-
kungen dieser Staube wieder. Hierfiir spricht insbesondere, dass
BaS0,, das im Tierexperiment kaum entziindliche Wirkung zeigt,
auch nicht zu Zelltiberstanden fiihrt, die dHL-60 Zellen anlocken.
Quarz hingegen, das fiir seine inflammatorische Wirkung in der
menschlichen Lunge bekannt ist, fiihrt zu Zelliberstdnden, die
dosisabhédngig dHL-60 Zelle anlocken.

Der etablierte PICMA-Screening-Test zeichnet sich zusammenfas-

send durch folgende Eigenschaften aus:

1. Erdifferenziert zwischen Partikeln ohne, mit schwacher und
mit starker Entziindungswirkung

2. Eristrobust und gut reproduzierbar

3. Erkanninjedem gdngigen Zelllabor mit geringen Kosten
und hohem Durchsatz eingesetzt werden.

Aus dem Vergleich mit tierexperimentellen Studien oder Human-
daten, kann die Ubertragbarkeit des In-vitro-Modells iiberpriift
werden. So kénnen Hinweise auf die Ursachen fiir unterschiedli-
che Partikelwirkungen gefunden werden. Diese Daten sind fiir die
Gefahrdungsbeurteilung von Partikeln und somit fiir die Pravention
Staub-bedingter Lungenerkrankungen von besonderer Bedeutung.
DerTest soll dazu genutzt werden, um die Anfrage der Berufsgenos-
senschaft Holz und Metall (BGHM) zur Biobestandigkeit und den
biologischen Wirkungen von kritischen WHO-Fasern aus kohlefaser-
verstarkten Kunststoffen (CFK-Fasern, Faserbruch aus CFK-Material,
thermisch belastete Fasern aus der Bearbeitung und Verwendung
von CFK) zu bearbeiten. Erste Voruntersuchungen haben gezeigt,
dass im Test auch mit Fasern (4 Asbestformen) unterschiedlich
starke Migrationseffekte ausgelost werden kénnen. Hierbei muss
naturgemdf die Biobestédndigkeit parallel mit anderen geeigneten
Methoden untersucht werden.
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