Inhalt

Inhalt
T INNAI s I
2 ZUSAMMENTASSUNG .. ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e e bt e e e e e e e e e e nnnneees 1
D22 TS TU [0 o 0 = PRSP 3
3 EINIEIUNG e 5
R 2t e (1o o 11 18 o PP 5
R T = o o o = o 1] RSP 7
3.3 DerVerdauungstrakt ............cooiiiiiiiiiiiie e 9
B I 1= =Y o T O 12
3.5  Toxikologische ENdpunKie........cccooiiiiiiiiiiiiee e 14
3.6 ZICISEIZUNG....coiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee et 17
4 Material und Methoden...........cooooiiiiiiiii 18
4.1 = (Y o= SR 18
4.1.1 [N F=TaTo] o= T 1= PP 18
4.1.2 ChemiKali®N .....coooeeeeeeeeeee e 18
g I B 1T - | (= R 20
4.1.4  Verbrauchsmaterialien und KitS...........ooooeiiiiiiii i, 21
415 ZEllliNIEN ... 21
4.1.6 ZellKURUMMEAIEN ... 22
4.1.7 o T =Y 22
418 SOMWAIE ... 23
Y] 1= 1 T Yo 1= o TR 24
4.2.1 Auswahl und Charakterisierung der Aluminiumspezies ............cccceeeeevveeevnnnnnnn. 24
4.2.2  SAXS-MESSUNGEN ...ttt ettt e e e e e e nneee s 26
4.2.3  MikrowellenaufSChIUSS .......ccoooiiiiiiiiee 26
424  Atomabsorptionsspektrometrie. ... 26
4.2.5 Ultrazentrifugation und Bestimmung der lonenfreisetzung ..............cccceeennnnnenn. 27
4.2.6  Artifizieller Verdau von Nanopartikeln..............ccoooviviiiiiiiiiiiecicee e, 27
4.2.7  Zellkultivierung und INKUDALION ........ccooiiiiieee 29
4.2.8  Aufnahme- und Transportexperimente im Transwellsystem ................cccooveeee. 31
42,9  ZellViabiltAtSteStS ... 32
4.2.10 Messung der zellularen IMpedanz............cc.oooeviiiiiiiiiiii e, 34
4.2.11  High-Content-AnalySe ...........cooiiiiiiiiiiii e 35
4.2.12 Durchflusszytometrische Bestimmungen............cccooceeiiiiiiiiiicce e, 35
4.2.13 RNA-Isolation und Transkriptomanalyse .............ccooooieiiiiiiieeen 40
4.2.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ..........uciiiiiiiiiiiiicii e, 40
4.2.15 Isolation der ProteinCoroNa...........oooo e 41
4.2.16 2D-SDS-PAGE und ProteomanalySe ...........coooiiiiiiiiciiiieeeeeeeeeee e, 41
4.2.17 Statistische Methoden ...........cooooiiiiiiiiii 42



Inhalt

4.2.18 Kooperationen und Projektpartner...........ccccoooiiiiiiiiiiiiie e, 43
5 EIgEDNISSE ... 44
5.1  Charakterisierung der AlUMINIUMSPEZIES ..........cueeiiieiiiiiiiiiiiiiie e 44
5.2  Bestimmung der lonenfreisetzung Al-haltiger Nanopartikel .............cccccoeeeeiiiiinnie, 47
5.3  Charakterisierung der spezifischen Proteincorona .........ccccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 49
5.4  Zellviabilitatsbestimmungen ... 51
5.4.1 ZytOTOXIZIAISTESTS ... 51
5.4.2  Messung der zellularen Impedanz.............ccccceiiiiiiiiiiiiiicii e 53
5.5  Artifizieller Verdau Aluminium-haltiger Verbindungen ............ccccccoiiiiiiiiiinnnnns 55
5.5.1 Analytische Ergebnisse des artifiziellen Verdaus.............cccccvveeiiiiiiiiieiinnnnne. 55
5.5.2  Toxikologische Wirkung artifiziell verdauter Aluminiumspezies ....................... 57
5.6  Aufnahme- und TransportStudiEn .............oooiiiiiiiiiiii e 60
5.6.1 Aufnahme und Transport im Transwellsystem...........ccccccoiiie, 60
5.6.2  GranularitAtSanalySe .........cooooiiiiiiii i 61
5.7  TranskriptomanalySe .........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 64
5.7.1 Vergleichende Auswertung der Microarrayergebnisse.............cccceeeeeeeeeeeeeeeenn. 64
5.7.2  Verifizierung der Transkriptomanalyse ...............cccoooiiiiiiiiiii i 66
5.7.3  Datenauswertung der TranskriptomanalySe ..............ccccccuummmmimiiimiiiiniiiiiiiinnnns 68
5.8 Messung zellularer Effekie ... 71
5.8.1 Fluorometrische Testverfahren zur Bestimmung weiterer toxikologischer
ENAPUNKLE ... e e e e e e e 71
5.8.2  Apoptose- / NEKrOSEMESSUNGEN .........uuuuuuuuumummniiinriiinenninnnnnnnnenennnnnnnnsnennnnnnnnne 74
5.8.3  Analyse von Gentoxizitat, veranderter Proliferation und DNA-Schadigung....... 77
5.9 Einfluss verschiedener Gegenionenspezies auf die Toxizitat von Aluminium ......... 80
5.9.1 Zytotoxizitat verschiedener AluminiumSpPEZIes ...............uuevvumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 80
5.9.2  Apoptose- / Nekrosemessungen nach Inkubation mit Aluminiumacetylacetonat
82
5.9.3 Kombinationsexperimente verschiedener Aluminiumspezies .......................... 84
G D 1= (U 1= T o 87
6.1  Exposition, intestinale Aufnahme und systemische Verteilung von Aluminium ....... 87
6.1.1 AuRere Exposition und systemische Verteilung von Aluminium....................... 87
6.1.2  Aufnahme- und Transportstudien von Aluminiumspezies.........ccccccceeeveeeerennn. 90
6.2  Charakterisierung der AlUMINIUMSPEZIES ..........ueeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 94
6.2.1 Analytische Experimente zur Charakterisierung von Aluminiumspezies .......... 94
6.2.2 lonenfreisetzung von AlUMINIUMSPEZIES.........cccvvuieiiiieeiieeecce e 96
6.2.3  Artifizieller Verdau von AlUMINIUMSPEZIES ...........uuvuuurrumimiiniiiiiiiiieieiieinennenennnnns 97
6.2.4 Untersuchung der ProteinCorona.............ccooiveeiiiiiiii e 98

6.3  Toxikologische Wirkmechanismen verschiedener Aluminium-spezies auf Intestinal-
UNA Leberzellen ... 99

6.3.1 Toxikologische Wirkung von AlUMINIUMSPEZIES .............uuuvuuriiimiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 99



Inhalt

6.3.2  Toxikologische WirkmechaniSmen .............cccoiiiiiiiiiiiiiciii e, 101
6.3.3  Einfluss von Gegenionen auf die Toxizitat von Aluminium..............cccccuvvnnnnns 106

6.4  Toxikologisches Potenzial von oral aufgenommenem Aluminium fur die
menschliche Gesundheit und die Risikobewertung............ccccoooiiiiicii e, 108
7 LiteraturverzZeiChNis ....... oo v
8  ADKUrzZUNGSVEIZEICHNIS. ......ccciiieeeii e XIX
9 AbDbIldUNGSVErZEIChNIS ... XXI
10 TabelleNVerZEICNNIS. .......cooviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e XXIV
T ANNANG ..o XXV
12 Erklarung der Eigenstandigkeit.............ooovuiiiiiiiii XXXVI
13 DAnKSAQUNG ....cooiiiiiiiiiiiiiiiee ettt XXXVII
14 LebeNSIAUS ... XXXIX
15 Verdffentlichungen, Vortrage, Konferenzen.........cccccceeeiiiiiiiiiiiiccii e XLI

16

[N\ T0) 174 o [P RPR XLII



