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Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

C/SiC: Kohlenstoffverstarktes Siliciumcarbid

DEG: Differenziell exprimierte Gene

EDX: Energiedispersive Rontgenspektroskopie

ELPI: Elektrischer Niederdruckimpaktor (engl. Electrical Low-Pressure Impactor)
GFP: Grun fluoreszierendes Protein

ICP-MS: Massenspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma

IR: Infrarot

kb: Kilobasen

Kfz: Kraftfahrzeug

LfU: Bayerisches Landesamt fir Umwelt

PKW: Personenkraftwagen

REM: Rasterelektronenmikroskopie / Rasterelektronenmikroskop
RNA: Ribonukleinsaure

RT-gPCR: Reverse transcription quantitative realtime polymerase chain reaction
UFP: Ultrafeine Partikel

XRD: Rontgenbeugung (engl. X-Ray-Defraction)
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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Bremsprozesse von Fahrzeugen im Stral3enverkehr fihren zum Abrieb von Bremsbelagen
und tragen zur Feinstaubemission von PKW bei. Es handelt sich hierbei haufig um ultrafeine
Partikel (UFP) metallischer Natur, deren mogliche dkotoxische Wirkung auf Pflanzen im Rah-
men dieses Projekts untersucht wurde.

Bisher gibt es kaum Studien dartber, inwieweit Pflanzen oder andere Organismen von Brems-
abrieben beeintrachtigt werden. Zusatzlich sind viele Nahrungspflanzen einer Belastung dau-
erhaft ausgesetzt, weswegen die Moglichkeit eines Eintrages in Lebensmittel und — tUber die
Nahrungskette - einer Exposition der Bevolkerung besteht. Deshalb sollten in diesem Teilpro-
jekt die Aufnahme von UFP in pflanzliche Gewebe und deren dkotoxikologisches Potenzial
untersucht werden.

Aus diesen Griinden wurden in Teilprojekt 5 Partikelproben aus Bremsabrieb unter mdglichst
realititsnahen Bedingungen erzeugt, gesammelt und umfassend charakterisiert. Es wurde
festgestellt, dass mit Erh6hung der kinetischen Energie der Anteil von UFP im Bremsenabrieb
steigt. Des Weiteren liegen die emittierten Partikel groRtenteils agglomeriert vor. Die chemi-
sche Zusammensetzung der UFP wurde mittels single particle ICP-MS (spICP-MS) charakte-
risiert.

Die Durchfihrung von kontrollierten Expositionsexperimenten mit luftgetragenen UFP aus
Bremsenabrieb sollte Aufschluss Uber physiologische Kurz- und Langzeiteffekte geben. Ver-
anderungen in der Genexpression konnten identifiziert werden, jedoch wurde keine Reduktion
der Fitness der Pflanzen gefunden. Allerdings legen die gemessenen Transkriptomverande-
rungen nahe, dass die Synthese von potentiell auch fir den Menschen toxischen Abwehrstof-
fen aktiviert werden kénnte, was Fragen fur die Kultivierung von Pflanzen in urbanen Umge-
bungen (,Urban farming®“) aufwirft. Zusatzlich wurde sowohl nach kontrollierter Exposition als
auch in Feldversuchen eine Quantifizierung der UFP mittels spCP-MS durchgeflhrt. Hierbei
hat sich unter anderem gezeigt, dass die UFP-Deposition an einem stark belasteten Standort
fur die meisten Elemente mit der kontrollierten Exposition vergleichbar ist. Eine Aufnahme von
UFP in pflanzliche Gewebe mit Transmissionselektro-nenmikroskopie konnte nicht gezeigt
werden.

Zudem stellte sich die Frage, ob durch die Verwendung neuartiger verbundkeramischer Frik-
tionsmaterialien in Bremsen eine schadliche Wirkung auf Organismen mdglicherweise redu-
ziert werden kann. Die Ergebnisse aus diesem Projekt zeigen, dass durch den Einsatz kera-
mischer Leichtbaubremsscheiben die UFP-Emission im Gegensatz zu herkdmmlichen Syste-
men um bis zu 95% reduziert werden kann.
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Einleitung

2 Einleitung

In der Luft befindlicher Feinstaub besteht aus einer groften Bandbreite verschiedener Partikel.
Generell wird eine Klassifizierung der Partikel basierend auf deren Durchmesser vorgenom-
men. PM1o beschreibt alle Partikel mit einem Durchmesser kleiner als 10 pm, PM2 5 beinhaltet
alle Partikel mit einem Durchmesser unter 2,5 ym und Ultrafeinstaub besteht aus Partikeln
kleiner als 100 nm (PMo,1) (Pratico & Briante 2020). Feinstaubbelastung stellt eine zentrale
Komponente der atmospharischen Luftverschmutzung dar und gefahrdet die Gesundheit der
menschlichen Bevolkerung in hohem Malde. Im Jahr 2015 wurden ~ 4,2 Millionen frihzeitige
Todesfalle auf Luftverschmutzung durch PM; s zurlickgefiihrt. Damit nimmt PM2 s den flinften
Platz globaler Risikofaktoren fur frihzeitige Todesfalle ein (Cohen et al. 2017).

StralRenverkehr ist eine bedeutsame Quelle fur die Luftverschmutzung durch Feinstaub. Der
durch Fahrzeuge entstehende Eintrag kann in abgasbezogene und nicht-abgasbezogene
Emissionen unterteilt werden. Als Quellen nicht-abgasbezogener Partikel kdnnen beispiels-
weise die Aufwirbelung von Staub an Stralten oder Abriebprozesse am Reifen, der Stralden-
oberflache sowie an Bremsen genannt werden (Thorpe & Harrison 2008). Bremsabrieb kann
in stadtischen Umgebungen fir mehr als 50 % der nicht-abgasbezogenen und fur bis zu 21 %
aller durch den Verkehr verursachten PMo-Emissionen verantwortlich sein (Grigoratos & Mar-
tini 2015).

Ein erheblicher Anteil der durch Bremsabrieb verursachten Emissionen besteht aus metalli-
schen UFP mit einer GréfRe < 100 nm, welche als besonders problematisch bezliglich Gesund-
heits- und Umweltrisiken gesehen werden. Es wird beispielsweise davon ausgegangen, dass
UFP bis in die alveolaren Regionen der Lunge eindringen und eine gegenuber groeren Par-
tikeln erhoéhte Mobilitat in der Umwelt aufweisen (Hedberg et al. 2017).

Die Toxizitat von diversen Metallen, beispielsweise Pb, Cd, Zn oder Cu auf Pflanzen und Oko-
systeme wird seit Jahrzehnten untersucht und ist mittlerweile klar erwiesen (Nagajyoti et al.
2010). Die Tatsache, dass die Effekte metallischer Ultrafeinstaube auf die Vegetation dahin-
gehend nahezu véllig unerforscht sind, stellt einen Mangel an Wissen iiber die Okotoxizitét
einer potenziell bedeutsamen Belastungsquelle dar. Zudem stellt sich die Frage, ob und in
welchem Umfang die Aufnahme von metallischen UFP in pflanzliche Gewebe erfolgt und da-
her eine Gefahrdung der menschlichen Gesundheit, tGber aus Pflanzen gewonnene Lebens-
mittel, darstellt.

Aus den genannten Griinden wurden in diesem Teilprojekt metallische UFP prazise analysiert
und die Effekte genau charakterisierter, metallischer UFP definierter Herkunft auf Pflanzen
untersucht. Zudem sollte die Abschatzung des Eintritts solcher Partikel in Lebensmittel erm6g-
licht und wichtige Impulse zur Weiterentwicklung technischer Lésungen gegeben werden, vor
allem in Bezug auf 6kologisch weniger problematische Bremsmaterialien.

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 5 6



Aufgabenstellung und Vorgehensweise

3 Aufgabenstellung und Vorgehensweise

3.1 Arbeitspaket 1 (AP1): Charakterisierung metallischen Ultra-
feinstaubes aus dem Verkehr

Um Erkenntnisse Uber die Luftbelastung durch metallische Ultrafeinstaube zu gewinnen, wur-
den Messungen an Luftiberwachungsstationen des LfU durchgefuhrt. Dafur wurde ein Ver-
fahren erarbeitet, das Anzahl- und Massenkonzentrationen von ultrafeinen metallischen Parti-
keln in der Luft erfassen kann. Die ultrafeinen Partikel in den Luftproben wurden mit dem Im-
paktorsystem ELPI groRenselektiv getrennt und gesammelt. Fir die Analyse wurden die UFP
(16-100 nm) in einer micellenbildenden Tensidldsung dispergiert und die Einzelpartikel damit
sterisch stabilisiert. Die elementspezifische Analyse partikularer Metalle im Ultrafeinstaub er-
folgte mittels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (Triple Quadrupol ICP-
MS, Agilent 8900) im Single Particle Modus (spICP-MS). Das Messverfahren splICP-MS ba-
siert auf der Analyse einzelner Partikel mit Bestimmungsgrenzen bis in den Ultraspurenbereich
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Analytisches Verfahren zur Bestimmung luftgetragener metallischer UFP
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

Gemessen wurde an bayerischen Messstationen mit hohem Verkehrsaufkommen sowie an
»Reinluftstandorten” (stadtischer und regionaler Hintergrund) (Abbildung 2). Diese Orte wur-
den flr die Expositionsexperimente mit Pflanzen vorgesehen. Alle Messungen wurden tags-
Uber (8-18 Uhr) bei trockenem Wetter durchgefiihrt.

Andechs / Rothenfeld Augsburg / LfU Augsburg / Karlstralke

Regionaler Hintergn " stadtischerHintergrund

Abbildung 2: Messstandorte

3.2 Arbeitspaket 2 (AP2): Freilandexpositionsexperimente | — Auf-
nahme von metallischem Ultrafeinstaub aus dem Verkehr

Um Informationen Uber die Aufnahme von metallischen Nanopartikeln in pflanzliche Gewebe
zu erlangen, wurden in méglichst unmittelbarer Nahe der Messstationen (s. AP1) Expositions-
experimente mit Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) und Lactuca sativa (Kopfsalat)
durchgeflihrt. An der Universitat Bayreuth wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen
der Pflanzen zum Nachweis metallischer Ultrafeinstaube durchgefiihrt, um diese lokalisieren
zu kénnen und eine genaue Differenzierung zwischen Oberflache und Gewebe zu erreichen.

3.3 Arbeitspaket 3 (AP3): Kontrollierte Erzeugung von metallischen
Ultrafeinstauben durch Bremsabrieb

Um metallische UFP durch Bremsabrieb kontrolliert herzustellen, waren zunachst geeignete
Prifregime im Labormalistab zu evaluieren. Dem Lehrstuhl Keramische Werkstoffe stand ein
Bremsenprufstand zur Verfigung, bei dem Bremsscheiben in realer GroRe geprift werden
konnten und mit Hilfe eines Schwungrades die Energie eines sich bewegenden Fahrzeuges
simuliert werden konnte (Abbildung 3). Verschiedene typische Fahrsituationen aus dem PKW-
Verkehr (,Use Cases”) wurden identifiziert, die in Form von geschwindigkeits- und brems-
druckabhangigen Bremszyklen auf dem Bremsenprifstand nachgebildet wurden.
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

Abbildung 3: Bremsenprifstand

Zur Festlegung dieser typischen Prifszenarien wurden in Abwagung der realisierbaren Prif-
bedingungen am Bremsenprifstand drei ,Use Cases" festgelegt. Diese galten fir das gesamte
Projekt und wurden fur alle Bremspaarungen bzw. Kombinationen aus Bremsscheiben und
Bremsbelagen untersucht. Die durchgefiihrten Versuchsreihen bestanden aus direkt hinterei-
nander durchgeflihrten Stopp-Bremsungen (n > 20) mit zu den ,Use-Cases” korrespondieren-
den Energien. Besonders wurde dabei die zukunftige Verwendung der mechanisch betatigten
Bremse berucksichtigt, die im Zuge der Elektromobilitat eher als Not- denn als Betriebsbremse
Verwendung finden wird. Daher sollte im Ergebnis mindestens ein exemplarischer Notbrems-
vorgang und ein Betriebsbremsvorgang auf dem Bremsenprifstand simuliert werden, was bei
der Festlegung der Use Cases berlcksichtigt wurde. Zusatzlich wurden die Materialien, die
als Bremsscheibe und Bremsbelag benutzt werden sollten, ausgewahlt. Fur die tribologischen
Messungen wurden eine Graugussbremsscheibe aus der Legierung EN-GJL-150 sowie eine
kommerziell verfigbare Carbon-Keramik-Bremsscheibe genutzt. Bremsbelage waren dem
Stand der Technik entsprechend Low-Met Belage vom Typ HP306 der Firma TMD Friction,
Leverkusen. Eine zweite Belagsart bestand aus C-faserverstarktem Siliziumcarbid (C/SiC),
welches am Lehrstuhl Keramische Werkstoffe selbst gefertigt werden kann.

Neben der Erzeugung des Bremsabriebs war die Erfassung der metallischen UFP ein wesent-
licher Bestandteil des Projekts. Um geeignete Stellen flr die Detektion der Feinstaubpartikel-
Messung zu wahlen, wurden Vorversuche durchgeflihrt. Es wurde am Auslauf des Bremsbe-
lages und im Absaugstrang des Bremsenprifstandes Positionen ermittelt, bei denen die
Menge an erzeugten Feinstaubpartikeln zuverlassig und reproduzierbar gemessen, aufgefan-
gen und verglichen werden kann. Zur Sammlung des Bremsabriebs waren geeignete Auffang-
behalter in Kombination mit dem Feinstaubdetektor und -Filter im Absaugstrang getestet. Flr
die UFP-Fraktionen wurde den Impaktor ELPI+ eingesetzt.

Es musste jedoch festgestellt werden, dass die Leistung der vorhandenen Absaugung nicht
ausreicht, um mit eingebrachtem Filter die benttige Absaugwirkung zu erzielen. Ebenso
konnte durch die durchgefiihrten Messungen des LfU mit Hilfe des High Resolution Impaktor
ELPI+ bestatigt werden, dass die vorhandene Absaugung nicht ausreichend ist, um den ge-
samten am Bremsenprifstand wahrend der Bremsungen entstehenden Feinstaub abzusau-
gen. Aus diesem Grund wurde im Rahmen des Forschungsprojektes eine neue Absaugung
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

beschafft und eingebaut. Nach Abschluss der Vorversuche wurden verschiedene Reibpaarun-
gen gefertigt und am Bremsenprfstand tribologisch untersucht. Begonnen wurde zunachst
mit der Paarung Grauguss (Bremsscheibe) und Low-Met (Bremsbelag). Von beiden ist die
Zusammensetzung bekannt bzw. konnte bestimmt werden. Diese Bremspaarung steht flr den
Stand der Technik und reprasentiert die Bremspaarung der Gberwiegenden Mehrheit der PKW
in Europa. Gemessen wurden fiir alle ,Use Cases* der Verschleill (volumetrisch (mm3MJ) und
gravimetrisch (mg/MJ)), der Reibwert, die Reibarbeit und die Temperaturen von Bremsbelag
und Bremsscheibe. Von Relevanz war, ob ein niedriger Gesamtverschleild auch eine niedrige
Menge an Feinstaub bedeutet. Verfolgt wurde auch, ob sich der Feinstaubanteil und die
Feinstaubzusammensetzung bei wiederholten Bremsungen auf ein Level einpendelt, ansteigt
oder sich reduziert. Auch der Einfluss der Temperatur auf die Menge an Feinstaub und dessen
Zusammensetzung wurde in AP3 in Verbindung mit AP4 ermittelt.

Nach Untersuchung dieser Reibpaarung wurde als Bremsscheibe die Carbon-Keramik-
Scheibe benutzt, die prinzipiell eine mind. finffach héhere Lebensdauer hat als Grauguss-
Bremsscheiben und auch keine Oxidationsspuren zeigt. Um den Verschleil und Feinstauban-
teil zu bestimmen, wurden die gleichen ,Use Cases* wie bei der Paarung Grauguss-Low-Met
angewendet und die Ergebnisse verglichen. Gleiches galt fir die Paarung Carbon-Keramik als
Bremsbelag mit einer Grauguss-Bremsscheibe und einer rein keramischen Bremspaarung, die
aus C/SiC Belagen und einer C/SiC Bremsscheibe besteht.

3.4 Arbeitspaket 4 (AP4): Charakterisierung der durch Bremsabrieb
erzeugten Feinstaube

Der gesammelte Bremsabrieb sowie die Oberflachen der verwendeten Bremsbeldge wurden
im REM (Rasterelektronenmikroskop) untersucht. Zur Analyse wurden die Bremsabriebspar-
tikel auf ein Kohlenstoffpad aufgebracht und mit Gold besputtert. Die untersuchten Bremsbe-
lage (30 x 30 x 10 mm?) wurden ebenfalls mit Gold besputtert und im Ganzen in das REM
eingeschleust. In beiden Fallen wurde ferner die energiedispersive Rontgenspektroskopie
(EDX) genutzt, um Rickschlisse auf die in den Proben vorhandenen Elemente ziehen zu
kénnen. Zusatzlich wurden die TEM (Transmissionselektronenmikroskopie) und das Laser-
Granulometer flr die Ermittlung der Korngré3en der Bremsabriebpartikel eingesetzt. Mittels
der Massenspektrometrie (ICP-MS) wurde chemische Zusammensetzung der verwendeten
Ausgangsmaterialien fur die Bremsung untersucht. Chemische Charakterisierung der UFP
wurde mittels spICP-MS (s. AP1) durchgefuhrt.

3.5 Arbeitspaket 5 (AP5): Entwicklung von Reporterlinien fiir die
empfindliche Messung von physiologischen Effekten

Molekularbiologische Techniken erlauben die Nutzung von stressresponsiven Promotoren und
Reporterproteinen fir den zeitlich und raumlich aufgelésten Nachweis toxikologischer Effekte
auf Modellorganismen wie A. thaliana. Auf diese Weise kdnnen physiologische Veranderun-
gen mit einer in anderen Arten nicht erreichbaren Empfindlichkeit nachgewiesen werden. So
kénnen grundlegende Erkenntnisse gewonnen werden, die dann auf Nutzpflanzen und 6kolo-
gisch besonders relevante Arten Ubertragen werden kdénnen.
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

Um das bestehende Instrumentarium zu erweitern, sollten basierend auf umfangreichen Tran-
skriptomdaten zur Metallbelastung von Pflanzen geeignete Promotoren fiir die Generierung
von Reporterlinien zur Detektion von durch metallische Ultrafeinstdube verursachten Stress-
Effekten identifiziert und die entsprechenden A. thaliana-Linien erzeugt werden. DNA-Kon-
strukte wurden in geeignete Genotypen durch Transformation eingebracht.

3.6 Arbeitspaket 6 (AP6): Aufbau kontrollierter Expositionsexperi-
mente mit Pflanzen

Wesentliches Ziel des Projektes waren kontrollierte Expositionsexperimente mit genau cha-
rakterisierten Mischungen metallischer Feinstaubpartikel, die aus im StralRenverkehr relevan-
ten Quellen stammen. Die Projektpartner haben eine Expositionskammer konstruiert, in denen
Pflanzen kontrolliert erzeugten und im Detail charakterisierten Bremsabrieben ausgesetzt wer-
den kdnnen (Abbildung 4). Damit wurde eine realitdtsnahe Belastung der Pflanze mit Fein-
staub nachgestellt und untersucht.

Abbildung 4: Versuchsaufbau zur Durchfihrung kontrollierter Expositionsexperimente
mit Pflanzen: Impaktorsystem ELPI+ mit Expositionskammer sowie zu ex-
ponierende Pflanzen

Die Evaluation verschiedener Belastungsszenarien wurde durch ICP-MS-Messungen und
elektronenmikroskopische Analysen der Blatter exponierter Pflanzen durchgeflihrt. Auch hier
sollten Elemente quantifiziert und Erkenntnisse Uber die Lokalisation der Partikel erreicht wer-
den.

3.7 Arbeitspaket 7 (AP7): Molekulare Charakterisierung physiologi-
scher Effekte, Entwicklung von 6kotoxikologischen Markern

Nach Etablierung geeigneter Expositionsbedingungen in AP6 sollte der Einfluss von metalli-
schen UFP auf Pflanzen anhand des Modellsystems A. thaliana untersucht werden. Hierzu
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

wurde von den exponierten Pflanzen RNA extrahiert und eine Transkriptomanalyse mittels
RNA-Sequenzierung durchgefuhrt.

Okotoxikologische Langzeiteffekte auf die Fitness von Pflanzen wurden untersucht, indem
diese nach Expositionen weiter bis zur Samenreife kultiviert wurden. Samenproduktion sowie
deren Keimfahigkeit wurden als Parameter zur Bestimmung der Fitness quantifiziert.

3.8 Arbeitspaket 8 (AP8): Freilandexpositionsexperimente Il — De-
tektion und Quantifizierung 6kotoxikologischer Effekte

In der Nahe von Stationen aus AP1 wurden A. thaliana und Kopfsalat kultiviert. Zur Bestim-
mung der Anzahlkonzentrationen von UFP auf den oberirdischen Pflanzengeweben wurden
UFP extrahiert (Laughton et al., 2021). Die erhaltenen Extrakte wurden mittels spICP-MS auf
metallische Partikel untersucht. Die Ergebnisse wurden mit den systematisch erhobenen Da-
ten zur Konzentration von metallischen luftgetragenen Nanopartikeln (AP1) sowie den Daten
zu Partikelkonzentration aus kontrollierten Expositionen (AP6) abgeglichen, um unter realen
Bedingungen mogliche 6kotoxikologische Effekte einschatzen zu kénnen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung von metallischem Ultrafeinstaub aus dem
Verkehr

An allen untersuchten Messstellen konnten ultrafeine Partikel detektiert werden (Abbildung 5).
Die héchsten Partikelanzahlkonzentrationen wurden in der Innenstadt gemessen, gefolgt vom
stadtischen und regionalen Hintergrund.
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Abbildung 5: Mittlere Partikelanzahlkonzentration in der Luft tagsiiber an drei Standorten

Das Vorkommen von UFP in der Aulienluft ist offensichtlich von den Emissionsquellen der
entsprechenden Standorte gepragt. In der Innenstadt stellt vor allem der Kfz-Verkehr die do-
minierende Quelle fur die UFP dar (ca. 21 000 Kfz/24h). Es zeigt sich zudem, dass die Anzahl
der metallischen UFP an dem verkehrsbelasteten Standort viel hoher als an den Hintergrund-
messstellen ist (Abbildung 6). Vor allem die Metalle Eisen, Aluminium, Kupfer, Zinn und Titan
konnten in hoher Partikelanzahl nachgewiesen werden.
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Abbildung 6: Anzahl ultrafeiner metallischer bzw. metallhaltiger Partikel (16-100 nm) an
drei Standorten

Metallische Ultrafeinpartikel sind Gberwiegend primare Partikel, die hauptsachlich bei verschie-
denen Abriebprozessen (Bremsabrieb, Reifenabrieb, Fahrbahnabrieb etc.) entstehen oder als
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nanopartikulare Treibstoffadditive (wie Ceroxid) aus den Kfz freigesetzt werden (Sanderson,
2014). Eine eindeutige Zuordnung einzelner gemessener Metalle zu spezifischen Quellen ist
schwierig, da die einzelnen Elemente in mehreren Bauteilen eingesetzt werden. Aus dem cha-
rakteristischen Vorkommen der einzelnen Metalle, die wie Zinn und Kupfer Uberwiegend aus
Bremsbelagen stammen, kdnnen jedoch Rickschlusse auf diesen Eintragsweg gezogen wer-
den. Die Messstelle in der Innenstadt befindet sich in einem Bereich (Ampelkreuzung), in dem
Fahrzeuge haufig abgebremst werden. Es ist daher davon auszugehen, dass metallische UFP
an diesem Standort Gberwiegend aus dem Bremsabrieb stammen. Die Metalle Eisen, Alumi-
nium und Zink sind ebenfalls in Bremsbelagen vorhanden, kénnen aber auch aus anderen
Quellen freigesetzt werden.

Fur UFP gibt es derzeit weder einen Richt- noch einen Grenzwert zum Schutz der Gesundheit.
Um solche Werte abzuleiten, misste der Zusammenhang zwischen der auf den Menschen
einwirkenden Menge an UFP und der daraus resultierenden Wirkung bekannt sein. Eine der-
artige Dosis-Wirkungsbeziehung kann mit den vorliegenden Daten aktuell nicht aufgestellt
werden. Die Datenlage lasst zum gegenwartigen Zeitpunkt noch keine toxikologische Bewer-
tung der hier gemessenen UFP zu. Die WHO empfehlt die UFP-Konzentrationen tiber 10 000
Partikel/cm?® (Tagesmittel) als Orientierungshilfe fiir Entscheidungen Uber die Prioritaten der
Uberwachung von UFP-Emissionsquellen anzusehen. Gesundheitliche Bewertungen sind mit
dieser Kilassifizierung nicht verbunden (WHO global air quality guidelines, 2021).

Spezifische Grenzwerte fiir UFP sind bislang nur in den neuen Abgasnormen fir Kraft-fahr-
zeuge festgelegt. Die Normen Euro 5 und Euro 6 enthalten einen Emissionsgrenzwert von 6 x
10" Feststoffpartikel pro Testzykluskilometer. Dieser Wert gilt fiir Partikel mit einem Durch-
messer > 23 nm (Commission regulation no. 692/2008). Kleinere Partikel konnen wegen feh-
lender Messmethoden noch nicht in die Regelung einbezogen werden. Derzeit wird an der
Entwicklung von Messverfahren gearbeitet, mit denen Partikel < 10 nm routinemafig erfasst
werden kénnen.

Die neue Norm Euro 7 fur Kraftfahrzeuge soll voraussichtlich 2025 eingefihrt werden. Erst-
mals soll es nicht nur Grenzwerte fir Auspuffabgase geben, sondern auch fur Emissionen von
Bremsen und Reifen.

4.2 Freilandexpositionsexperimente | — Aufnahme von metalli-
schem Ultrafeinstaub aus dem Verkehr

Im Rahmen des Arbeitspakets 2 wurden die Modellpflanze Arabidopsis thaliana und Kopfsalat
(Lactuca sativa), welcher eine bedeutende Nahrungspflanze darstellt und dessen konsumierte
Organe eine grole, direkt exponierte Oberflache besitzt, an den in Arbeitspaket 1 charakteri-
sierten Standorten flir 4 Tage im Juni 2021 exponiert. Mit dem so generierten Material wurden
zunachst elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgeflihrt um zu klaren, ob (i) metal-
lische UFP innerhalb von Blattgeweben gefunden werden und (ii) metallische UFP auf Blatt-
oberflachen gefunden werden und in welcher Form diese vorliegen.
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Zunachst wurden Blatter der Pflanzen in ein Epon-Kunstharz eingebettet, um mit einem Mikro-
tom sehr diinne Schnittpraparate anfertigen zu kénnen. Diese Schnitte wurden dann mithilfe
eines Transmissionselektronenmikroskops untersucht, wobei spezifisch die Regionen unter-
halb der Spaltéffnungen betrachtet wurden. Dabei zeigte sich, dass die Schnitte keine Ruck-
schlisse auf Unterschiede in der Anwesenheit von UFP zulassen.

In Abbildung 7: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Spaltéffnungen
von Lactuca sativa Pflanzen aus den Freilandexpositionsexperimenten. Abgebildet sind Quer-
schnitte von Blattern, das Blattinnere befindet sich in jedem Bild unten. Bei den Aufnahmen
der unteren Reihe handelt es sich jeweils um VergroRerungen der Aufnahmen der oberen
Reihe. Es konnten keine Unterschiede detektiert werden

ist anhand einiger Schnitte von Lactuca sativa exemplarisch dargestellt, dass in keiner der
untersuchten Proben UFP in der Nahe der Spaltéffnungen gefunden wurden.

Regionaler Hintergrund Stadtischer Hintergrund Innenstadt-Ampelkreuzung

Abbildung 7: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Spaltéffnungen
von Lactuca sativa Pflanzen aus den Freilandexpositionsexperimenten.
Abgebildet sind Querschnitte von Blattern, das Blattinnere befindet sich in
jedem Bild unten. Bei den Aufnahmen der unteren Reihe handelt es sich
jeweils um Vergrofierungen der Aufnahmen der oberen Reihe. Es konnten
keine Unterschiede detektiert werden

Des Weiteren wurden die A. thaliana-Proben mithilfe von Rasterelektronenmikroskopie auf
das Vorhandensein von Partikeln auf Blattoberflachen hin untersucht. In Abbildung 8 ist dar-
gestellt, dass sowohl im regionalen Hintergrund als auch im Hintergrund der Innenstadt-Am-
pelkreuzung agglomerierte partikulare Ablagerungen auf den untersuchten Blattoberflachen
zu finden sind. Mittels energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX) wurde im Elektronen-
mikroskop zuséatzlich die elementare Zusammensetzung dieser Ablagerungen untersucht. Es
wurde eine Vielzahl von Elementen nachgewiesen, beispielsweise Kupfer konnte vor allem
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nach einer Exposition in der Innenstadt detektiert werden (Abbildung 21). Das Vorkommen
von Kupfer in Bremsenabrieb wurde bereits beschrieben. (Hulskotte et al. 2007).

Regionaler Hintergrund

Abbildung 8: REM-Aufnahmen von A. thaliana Blattproben aus zwei Standorten der
Freilandexposition

In Abbildung 9 ist eine Region, in der mittels EDX Kupfer nachgewiesen wurde, im Detail dar-
gestellt. Es lasst sich erkennen, dass die Partikel in gréReren Agglomeraten auftreten.

Abbildung 9: REM-Detailaufnahme von Cu-enthaltenden Partikeln auf der Blattoberfla-
che einer A. thaliana-Pflanze, die 4 Tage an einer Ampelkreuzung in der
Innenstadt von Augsburg stand
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4.3 Kontrollierte Erzeugung von metallischen Ultrafeinstauben
durch Bremsabrieb

4.3.1 Evaluierung des Reib- und VerschleiBverhaltens

Fir die kontrollierte Erzeugung metallischer Ultrafeinstdube durch Bremsabrieb ist es wichtig,
das Reib- und Verschleilverhalten der Reibpaarung zu untersuchen. Hierzu wurden bei den
vorher festgelegten ,Use-Cases*:

e Stadtfahrt: Bremsung aus 50 km/h (Exin = 0,12 MJ),
e Uberlandfahrt: Bremsung aus 100 km/h (Exin = 0,48 MJ) sowie
e Autobahnfahrt: Bremsung aus 190 km/h (Exin = 1,74 MJ)

die durchschnittlichen Reibwerte und der kumulierte, wahrend der Bremsungen auftretende
Verschleild der verwendeten Bremsbelage gemessen. Hierbei wurden Bremsscheiben an der
Vorderachse betrachtet. Da 2/3 der Bremsenergie an der Vorderachse dissipiert wird, entfallt
bei einer Bremsung rund 1/3 der gesamten kinetischen Energie des zu bremsenden PKW auf
eine Bremsscheibe an der Vorderachse. Die Bremsenergien fir jeweils eine einzelne Stopp-
Bremsung bei den drei untersuchten ,Use-Cases* betrugen entsprechend ca. 0,04 MJ (Stadt),
0,16 MJ (Uberland) sowie 0,58 MJ (Autobahn).

Die durchschnittlichen Reibwerte der untersuchten Reibpaarung wurden in Abhangigkeit der
oben genannten ,Use-Cases” bei zwei unterschiedlichen Bremsdriicken (2 MPa sowie 3 MPa)
gemessen. Dabei wurde festgestellt, dass die Reibwerte bei 2 MPa Bremsdruck tendenziell
etwas héher ausfallen, jedoch bewegen sich die Unterschiede innerhalb der ermittelten Stan-
dardabweichung. Weiterhin ist ein abnehmender Trend des Reibwerts hin zu hoheren (Gleit-)
Geschwindigkeiten (Stadt — Uberland — Autobahn) erkennbar.

Fur die kontrollierte Erzeugung von metallischen Ultrafeinstduben ist das VerschleiRverhalten
der Bremsbelage von Ubergeordneter Bedeutung. Der volumetrische VerschleilRkoeffizient k
(Imm3/MJ]) gibt hierbei Aufschluss dartber, wie viel Bremsbelagsvolumen je dissipierter Brem-
senergie verschlissen wird. Dabei ist der auftretende Verschleil® abhangig von der Startgleit-
geschwindigkeit bzw. der in einer Bremsung zu dissipierenden Bremsenergie (s. 0.).

Die gemessenen volumetrischen VerschleiRkoeffizienten in Abhangigkeit der oben genannten
,Use-Cases" steigen sowohl fir 2 MPa Bremsdruck als auch fur 3 MPa Bremsdruck mit zu-
nehmender (Startgleit-)Geschwindigkeit an. Ferner konnte festgestellt werden, dass der Ver-
schleiRkoeffizient bei 2 MPa Bremsdruck vor allem bei Stadt- und Uberlandbremsungen deut-
lich héher ausfallt als bei den Vergleichsmessungen bei 3 MPa. Insgesamt ist bei beiden
Bremsdriicken der Verschleillkoeffizient bei den Autobahnbremsungen am héchsten, wobei
der gemessene Wert bei 2 MPa Bremsdruck im Vergleich zu 3 MPa Bremsdruck um ca. 40 %
hoéher liegt. Folglich wird bei diesen Bremsungen am meisten Bremsstaub und UFP emittiert.
Insgesamt wurde der hochste Verschleil3koeffizient bei einer Autobahnbremsung mit 2 MPa
Bremsdruck gemessen, weshalb die durchgefiihrten kontrollierten Expositionsexperimente mit
Pflanzen bei 2 MPa Bremsdruck sowie einer Startgleitgeschwindigkeit, die den Autobahn-
bremsungen entspricht, durchgefiihrt wurden.
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4.3.2 Erfassen des entstehenden Bremsabriebs

Im Gegensatz zu der vorhandenen Absaugung wird bei der neuen Absaugung nicht nur an
einer Stelle unterhalb des Bremssattels abgesaugt. Stattdessen befindet sich oberhalb der
Bremsscheibe ein weiteres Absaugelement (Abbildung 10, Mitte, re.). Ferner verfligt die neue
Anlage Uber zwei unterschiedliche Betriebsmodi, wobei zwischen einem Modus mit und einem
Modus ohne Probennahme unterschieden wird (Abbildung 11). Im Prufstandbetrieb ohne Pro-
bennahme wird der entstehende Bremsstaub direkt in die Absaugung gesaugt und in den darin
verbauten groRen und mittels Druckluft reinigbaren Filtern abgeschieden. Ein nachgeschalte-
ter H-Filter garantiert einen héchstmdglichen Arbeitsschutz.

Mit Hilfe der Absaugung und den Filtern konnten UFP-Proben fir die Charakterisierung in AP 4
gewonnen werden. Jedoch war der Abscheidegrad sehr niedrig, da die UFP nicht aus dem
Filtervlies extrahiert werden konnten. Des Weiteren fand eine Agglomeration der gesammelten
UFP statt (vgl. Kapitel 4.4), was fur eine weitere Verwendung in nachgeschalteten Expositio-
nen kritisch ist. Aus diesem Grund wurden ebenfalls Versuche mit einem elektrostatischen
Abscheider aus Teilprojekt 4 durchgefuhrt. Auch hier konnte nur ein sehr niedriger Abscheide-
grad erreicht werden und es kam zu einer Agglomeration der UFP.

Abbildung 10: Bremsenprifstand der Universitat Bayreuth: Bremsscheibe mit Brems-
zange, keramischer Bremsscheibe und Absaugstutzen mit eingebrachtem
Filter (links); innerhalb des Projektes entwickelte angepasste Absaugele-
mente mit einer Absaugung unter- und oberhalb der Bremsscheibe (Mitte,
rechts).
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Priifstandsbetrieb

Absaugung

Abbildung 11: Schema der Absaugung mit zwei unterschiedlichen Betriebsmodi

4.4 Charakterisierung der durch Bremsabrieb erzeugten Fein-
staube

441 REM-Untersuchung

Abbildung 12 zeigt eine Ubersichts- sowie eine Detailaufnahme des gesammelten Bremsab-
riebs im REM. Es ist erkennbar, dass die Partikel groRtenteils kantig sind und agglomeriert
vorliegen. Es liegt ein weites PartikelgréRenspektrum vor, wobei sowohl Partikel im pym-Be-
reich, als auch agglomerierte Partikel bzw. an gréReren Partikeln anhaftende Partikel im unte-
ren nm-Bereich zu finden sind. Ein fur den Bremsabrieb charakteristisches EDX-Summen-
spektrum kann Abbildung 13 entnommen werden. Die insgesamt nachgewiesenen Elemente
(Al, Ba, C, Ca, Cr, Cu, F, Fe, Ga, K, Mg, O, S, Sn, Ti, Zn) entsprechen den laut Literatur zu
erwartenden Elementen (Breuer, Bill, Bremsenhandbuch, p. 519, Springer, 2012).

Abbildung 12: REM-Aufnahme von Bremsabriebspartikeln des Graugussbremsschei-
bensystems auf Kohlenstoffpad. Links: Ubersichtsaufnahme (VergréRe-
rung: 1.000x), rechts: Detailaufnahme (Vergréerung: 5.000x).
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Die Bremsbelagsoberflache, die sich nach der tribologischen Prifung auf den Bremsbelagen
einstellt, kann Abbildung 14 entnommen werden. Es ist erkennbar, dass sich eine dichte Reib-
schicht auf der Bremsbelagsoberflache ausbildet. Ferner sind kleinere Abriebpartikel im um-
Bereich sowohl auf der Ubersichtsaufnahme als auch auf der Detailaufnahme zu erkennen,
wobei auf der Detailaufnahme ebenfalls kleinere, auf der Bremsbelagsoberflache haftende
Abriebpartikel im unteren nm-Bereich sichtbar sind. Das reprasentative EDX-Summenspekt-
rum eines Bereichs der Bremsbelagsoberflache ist in Abbildung 15 zusammengefasst. Auch
hier entsprechen die insgesamt nachgewiesenen Elemente (Al, Ba, C, Ca, Cr, Cu, F, Fe, Ga,
K, Mg, O, S, Sn, Ti, Zn) den laut Literatur zu erwartenden Elementen (Breuer, Bill, Bremsen-
handbuch, p. 519, Springer, 2012).
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Abbildung 13: EDX-Summenspektrum gesammelter Bremsabriebspartikel (Rasterelekt-
ronenmikroskop: Zeiss GEMINI, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutsch-
land, EDX-Detektor: EDAX Octane, EDAX, Deutschland)

Abbildung 14: REM-Aufnahme der Bremsbelagsoberflache nach der tribologischen Pru-
fung (Graugussbremsscheibensystems). Links: Ubersichtsaufnahme
(Vergroflerung: 100x), rechts: Detailaufnahme (Vergrofierung: 15.000x)
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Cu Au

Cu cu Au
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Abbildung 15: EDX-Summenspektrum eines Ausschnitts des Reibfilms auf einem be-
bremsten Graugussbremsbelag (Rasterelektronenmikroskop: Zeiss GE-
MINI, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland, EDX-Detektor: EDAX
Octane, EDAX, Deutschland)

4.4.2 Feinstaubemissionsmessung

Zur Charakterisierung der Partikelgrof3enverteilung des wahrend Bremsungen der einzelnen
,Use-Cases“ emittierten Feinstaubs wurden entsprechende Messungen am Bremsenpruf-
stand der Universitat Bayreuth durchgefihrt. Hierfiir wurden zusammen mit dem LfU Augsburg
in der Expositionskammer Feinstaubpartikelmessungen mit dem High Resolution Impaktor
ELPI+ durchgefiihrt. Wahrend der Messungen wurden jeweils 20 Bremsungen den ,Use-
Cases" entsprechenden Bremsungen hintereinander (ohne Abkuhlphasen) durchgefuhrt. Der
Bremsdruck betrug bei allen Bremsungen und Versuchsreihen 2 MPa.

Es war zu erkennen, dass die Anzahl der emittierten ultrafeinen Partikel stark von den durch-
gefuhrten Bremsmandvern abhangen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Relative Anteile der emittierten PartikelgroRenfraktionen bei Bremsvor-
gangen (Kaskadenimpaktor ELPI+, n=20)
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So zeigt die Autobahn-Versuchsreihe einen sehr gro3en Anteil ultrafeiner Partikel. Es ist je-
doch zu beachten, dass sich abhéngig von der Versuchsreihe (Stadt, Uberland, Autobahn) die
zu dissipierende Bremsenergie stark unterscheidet. So liegt die Summe der anfallenden Brem-
senergie bei der Stadt-Versuchsreihe bei ca. 0,8 MJ, wohingegen bei der Autobahn-Versuchs-
reihe insgesamt mehr als das Zehnfache (ca. 11,6 MJ) der Energie dissipiert werden muss.
Dies hat einerseits einen Einfluss auf die Anzahl der generierten Partikel (je mehr Energie
dissipiert werden muss, umso mehr UFP werden generiert) und andererseits kommt es des-
halb zu héheren Bremsscheiben- und Bremsbelagstemperaturen, welche ebenfalls eine ho-
here Feinstaubpartikelemission zur Folge haben. Dabei liegen die maximalen Bremsscheiben-
temperaturen bei der Stadt-Versuchsreihe im Bereich 85 °C, bei der Uberland-Versuchsreihe
bei ~ 190°C und bei der Autobahn-Versuchsreihe bei ca. 380 °C.

Neben dem Bremssystem Graugussbremsscheibe — LowMet-Bremsbelag wurden ebenfalls
zwei weitere Bremssysteme untersucht, wobei LowMet-Bremsbelage und keramische C/SiC-
Bremsbelage jeweils mit einer keramischen Leichtbaubremsscheibe der Fa. Brembo SGL Car-
bon Ceramic Brakes S.p.A. kombiniert wurden. Bei analog zu der Reibkombination Grauguss
— LowMet-Bremsbelag durchgeflhrten Feinstaubmessungen konnte festgestellt werden, dass
beim Bremssystem keramische Leichtbaubremsscheibe — LowMet-Bremsbelag, im Vergleich
zur Graugussbremsscheibe, die Emission von UFP bei einer Autobahnbremsung um uber
95 % reduziert werden konnte. Die Kombination keramische Leichtbaubremsscheibe — kera-
mischer C/SiC Bremsbelag weist im Vergleich zu der Kombination Bremssystem keramische
Leichtbaubremsscheibe — LowMet-Bremsbelag bei der Autobahnversuchsreihe einen um Gber
30 % reduzierten UFP-AusstoR auf. Bei den Stadt- und Uberland-Versuchsreihen reduziert
sich die UFP-Emission, bei der Kombination keramische Leichtbaubremsscheibe — kerami-
scher C/SiC Bremsbelag um ca. 78 % gegenlber der Reibkombination Grauguss — LowMet-
Bremsbelag. Zu den UFP- und Feinstaubmessdaten ist eine Publikation in der Vorbereitung,
aus der die Details enthommen werden kdénnen.

4.5 Entwicklung von Reporterlinien fur die empfindliche Messung
von physiologischen Effekten

Ein Ziel des Projektes war es, A. thaliana-Reporterlinien zur Detektion einer moglichen
Stressantwort durch UFP zu generieren. Reporterlinien sind transgene Pflanzen, in denen bei-
spielsweise ein endogener stressresponsiver Promoter an ein Gen flr ein grin fluoreszieren-
des Protein gekoppelt ist. Bei einer Aktivierung des Promoters kann dann relativ einfach die
Fluoreszenz an einem Mikroskop detektiert werden.

Fur die Generierung der Linien innerhalb dieses Projekts wurde der Promoter des Gens
HSP17.4C1 (AT3G46230) gewahlt. Die Expression dieses Gens unter verschiedenen stress-
induzierenden Bedingungen wurde bereits umfangreich charakterisiert (Sewelam et al. 2019).
AuRerdem konnte in einem Vorversuch nach luftgetragener Exposition mit Rul3partikeln eine
erhdhte Expression von HSP17.4C1im Vergleich zu Kontrollen festgestellt werden (Abbildung
22). Obwohl es sich hierbei nicht um UFP handelte, konnte so eine Induzierbarkeit des Gens
durch Feinstaub gezeigt werden.
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Fusionskonstrukte, mit 1kb und 2kb-Fragmenten dieses Promoters, dem griin fluoreszieren-
den Protein (GFP) und einer Glufosinat-Resistenzkassette wurden hergestellt und mithilfe der
Floral Dip-Methode (Bent et al. 2006) in A. thaliana eingebracht. Um erfolgreich transformierte
Pflanzen zu selektieren, wurden die Samen auf Agar-Platten mit Glufosinat ausgebracht und
diejenigen Pflanzen weiter kultiviert, die eine Resistenz gegen das Herbizid zeigten. Selek-
tierte Pflanzen wurden dann erneut angezogen und mit sich selbst bestaubt, um das Transgen
in einem homozygoten Zustand vorliegen zu haben.

Um die Funktionalitét der Linien zu verifizieren, wurde eine Behandlung mit Methylviologen
appliziert, einem Induktor von oxidativem Stress. In Abbildung 17 ist ein Fluoreszenzsignal zu
erkennen, das nur in der Linie HSP17.4C1_p::1kb:GFP_17-3-5 erfolgt. Somit konnte gezeigt
werden, dass die GFP-Expression induzierbar ist. Jedoch ist die GFP-Fluoreszenz auf einem
niedrigen Level, was auf eine geringe Sensitivitdt der Reporterlinie hindeutet.

Zusammenfassend kann die Reporterlinie bei zuklnftigen Untersuchungen mit starken Stres-
soren als nitzliches Werkzeug zu Rate gezogen werden. Da unsere Experimente im Projekt
jedoch zeigten, dass UFP aus Bremsenabrieb einen eher geringen Einfluss auf Pflanzen ha-
ben, wurde die Prioritat der Nutzung im Zuge des Projekts herabgestuft und die Reporterlinien
wurden nicht fur Versuche am Bremsenprufstand herangezogen.

Methylviologen
100 pM

H,0

HSP17.4C1_p::1kb:GFP_1-3-5

Col-0

Abbildung 17: Induzierbarkeit der Fluoreszenz von pHSP17.4.GFP. Blatter homozygoter
Linien wurden mit Methylviologen behandelt. ,HSP17.4C1_p::1kb:GFP_1-
3-5" sind die transgenen Pflanzen, ,Col-0“ sind wildtypische, nicht trans-
formierte Pflanzen.

4.6 Aufbau kontrollierter Expositionsexperimente mit Pflanzen

Im Laufe des Projekts hat sich herausgestellt, dass die Sammlung des entstehenden Brems-
staubs einerseits zu einem hohen Grad der Agglomeration der UFP fihrt und andererseits die
Mengen fur nachgeschaltete Expositionen nicht ausreichend sind. Aus diesem Grund wurde
eine Expositionskammer entwickelt, die direkt in den Absaugstrang der Absaugung des Prif-
stands integriert werden kann. Um die Kosten der Expositionskammer so gering wie mdglich
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zu halten, wurde die Expositionskammer aus Standardteilen, wie sie in der Liftungstechnik
eingesetzt werden, zusammengebaut (Abbildung 18, li.). Fir die Exposition von Pflanzen in
der Expositionskammer wurde eine Kassette entwickelt, welche die gleichzeitige Exposition
und reproduzierbare Positionierung von bis zu 9 Pflanzen ermdglicht. Ferner hat die Kassette
Aufnahmen fir den Messschlauch des Impaktors ELPI, sodass eine reproduzierbare Positio-
nierung der Ansaugschlauche gewahrleistet werden kann (Abbildung 18, re.). Zusatzlich kon-
nen REM-Probenhalter mit Kohlenstoffpads montiert werden, um Proben fir die spatere Un-
tersuchung im REM nehmen zu kénnen. Wahrend der Expositionen mit Pflanzen kann zudem
noch ein Thermoelement fixiert werden, welches eine Uberwachung der Temperatur innerhalb
der Expositionskammer erlaubt.

Abbildung 18: Fur die Exposition von Pflanzen im Absaugstrang des Bremsenprufstand
der Universitat Bayreuth ausgelegte Expositionskammer (links). Ver-
suchsaufbau mit 3 Pflanzen, Thermoelement (Draht in der linken Bild-
halfte) sowie Messschlauche des Impaktors ELPI (linker Schlauch) und
,DMS500“ (rechter Schlauch) (rechts)

Mit der beschriebenen Expositionskammer wurden wiederholt Expositionsversuche mit A.
thaliana im Graugussbremsscheibensystem durchgefiihrt. Dabei wurden, wie bereits in 4.3.1
beschrieben, Autobahn-Bremsungen mit 2 MPa Bremsdruck durchgefuhrt, da bei diesen
Bremsungen der gemessene Verschleil3koeffizient der Bremsbelage maximal war. Ferner zei-
gen Autobahn-Bremsungen den héchsten Anteil an UFP. Bei den Expositionsversuchen wur-
den 3-mal innerhalb von 30 Minuten 15 Autobahnbremsungen hintereinander durchgefihrt,
wobei die Absaugungsleistung auf 100% eingestellt wurde. Zur Kontrolle wurden Pflanzen
desselben Entwicklungsstadiums 3-mal fur 30 Minuten bei voller Absaugung ohne Bremsun-
gen in der Kammer positioniert. Durch das Aufheizen der Bremsscheibe und die Ansaugung
der Luft ergibt sich fur die exponierten Pflanzen ein Temperaturanstieg innerhalb der Kammer.
Es wurde jedoch darauf geachtet, dass die Temperatur innerhalb der Kammer nicht ber 30°C
steigt. Die héchsten Partikelkonzentrationen bei den Expositionsversuchen wurde fir Partikel
im GrolRenbereich von 16 - 30 nm gemessen.

Fur die Experimente am Prifstand war es notwendig, (i) die Reproduzierbarkeit der kontrol-
lierten Exposition zu verifizieren und (ii) quantitative Daten zur Menge applizierter UFP zu er-
heben. Aus diesen Griinden bestand die Notwendigkeit, eine Methode zur Messung von UFP
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aus Bremsenabrieb in Pflanzenmaterial zu etablieren. Dazu wurde eine Extraktionsmethode
fur UFP aus einer Publikation adaptiert, mit deren Hilfe metallische UFP mittels spICP-MS
gemessen werden kdnnen (Laughton et al. 2020). Die Methode wurde durch die Zugabe defi-
nierter Mengen kommerziell erhaltlicher Cu-Nanopartikel (Copper Nanopowder APS 25 nm/
99.5% SSA 30-50 m2/g — spherical, CAS no. 7440-50-8) vor der Extraktion unbehandelter
Pflanzenproben verifiziert. In Abbildung 19, links ist zu sehen, dass die Partikelkonzentrationen
in den zu erwartenden Abstanden in einem linearen Verhaltnis gemessen wurden. Zusatzlich
wurden erwartungsgemaf die meisten Partikel bei einer Grélde von 22-25 nm detektiert (Ab-
bildung 19, rechts). Somit konnte gezeigt werden, dass die Extraktionsmethode mit Cu-Nano-
partikeln akkurat funktioniert und dass die Partikel nicht zerstort werden.
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Abbildung 17: Validierung des Extraktionsprotokolls fur UFP aus Pflanzenmaterial.
Links: Evaluierung des Extraktionsprotokolls durch Zugabe unterschiedli-
cher Mengen zweier Cu-Partikeldispersionen zu Blattmaterial in Extrakti-
onspuffer. Rechts: Grélkenverteilung der gemessenen Cu-Partikel nach
der Extraktion

Fur eine quantitative Messung der Partikelablagerung wurde wie oben beschrieben der Abrieb
von 3 mal 15 Vollbremsungen appliziert. Metallische UFP wurden wie beschrieben extrahiert
und mittels spICP-MS gemessen. Es konnte festgestellt werden, dass die meisten UFP aus
Fe und Cu bestehen. Al, Sn, Ti und Zn waren in einer niedrigeren Grélkenordnung vorhanden.
Mo, Ni und Pb UFP lagen in geringen Mengen vor.

Zusatzlich wurden Blatter von exponierten Pflanzen sowohl raster- als auch transmissions-
elektronenmikroskopisch untersucht. Hierbei wurden erneut keine Partikel im Bereich der Sto-
mata im Inneren der Blatter gefunden. Auf den Oberflachen der Blatter lagen die Partikel mehr-
heitlich als groRere Agglomerate vor.

Zusammenfassend konnte das Ausmalf} der UFP-Ablagerung auf Blattern zuverlassig quanti-
fiziert werden und eine zufriedenstellende Reproduzierbarkeit der Expositionsexperimente
festgestellt werden. Die beschriebenen Expositionen sind unseres Wissens nach die ersten
Experimente mit luftgetragenen UFP, die im Bezug auf die Menge applizierter UFP so genau
charakterisiert wurden.
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4.7 Molekulare Charakterisierung physiologischer Effekte, Entwick-
lung von okotoxikologischen Markern

Um den Einfluss der UFP auf die pflanzliche Physiologie zu untersuchen, wurde in drei unab-
hangigen Replikaten 24h nach erfolgter Exposition am Prifstand die gesamte RNA von adul-
ten A. thaliana Blattrosetten isoliert und eine RNA-Sequenzierung durchgefihrt. Dabei wurden
die Pflanzen

(i der Platzierung innerhalb der Expositionskammer, 3x15 Bremsungen und dem Sog
der Absaugung ausgesetzt (= Behandlung)

(i) der Platzierung innerhalb der Expositionskammer und lediglich 3x15min dem Sog
der Absaugung ausgesetzt (= Kontrolle innen) und

(iii) der Platzierung neben der Expositionskammer am Bremsenprifstand ausgesetzt
(= Kontrolle aufden).

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde festgestellt, dass zwischen der Kontrolle au3en und
der Kontrolle innen nur etwa halb so viele Gene differenziell exprimiert sind wie zwischen der
Kontrolle auRen und der Behandlung (Abbildung 20). Beschriebene Markergene flur mechani-
schen Stress sind in beiden Vergleichen nicht differenziell exprimiert (Braam et al. 1996), was
gegen einen nennenswerten Einfluss des Luftstroms auf die Genaktivitat spricht.

Durch die sehr differenzierte Kategorisierung vieler A. thaliana Gene kénnen die UFP-
responsiven Gene mithilfe der Gene-Ontology (GO) (geneontology.org) physiologischen
Funktionen zugeordnet werden. Beispielsweise sind einige Gene enthalten, die in frGheren
Studien  Funktionen in der Eisenhomdstase, der Seneszenz oder dem
Phytohormonmetabolismus gezeigt haben.

Zwischen ,Kontrolle au3en“ und ,Behandlung“ herrschte neben der Prasenz von Partikeln
zusatzlich noch ein Temperaturunterschied. Obwohl diese Unterschiede gering waren (~ 7°C)
stellte sich die Frage, ob einige der identifizierten differenziell exprimierten Gene (DEG)
temperaturresponsiv waren. Die funktionelle Kategorisierung der Gene mithilfe der Gene-
Ontology zeigte jedoch keine Indikation fir temperaturresponsive Kategorien.

Diese Ergebnisse deuten stark auf einen Effekt der UFP auf die Genexpression in den Pflan-
zen hin. Darlber hinaus erlaubt die Transkriptomanalyse die Extraktion von Kandidatengenen
fur die Entwicklung von Okotoxikologischen Markern.
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Abbildung 18: MA-plots zu den differentiellen Expressionsanalysen. Links: Kontrolle in-
nen vs. Kontrolle auflen. Rechts: Behandlung vs. Kontrolle au3en. Signi-
fikant differenziell exprimierte Gene (DEG) sind blau markiert, nicht signi-
fikante grau. DEG wurden mit DESeq?2 identifiziert (padj < 0.05). Rechts
unten in den Abbildungen ist die Anzahl von DEG angegeben

Weiterhin wurde untersucht, ob die Behandlung zu Langzeit-Effekten in den Pflanzen fuhrt.
Dazu wurden Pflanzen nach kontrollierter Exposition zur Samenreife gebracht, um durch die
Menge der produzierten Samen und deren Keimungsrate potenzielle Langzeiteffekte auf die
Fitness zu detektieren. Hierbei haben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Pflanzen
aus der Exposition mit UFP und den Kontrollen gezeigt.

4.8 Freilandexpositionsexperimente Il — Detektion und Quantifizie-
rung okotoxikologischer Effekte

Im Herbst 2022 wurden erneut Freilandexpositionsexperimente mit A. thaliana an den in Ar-
beitspaket 1 charakterisierten Standorten (siehe Kapitel 4.2) durchgefuhrt um (i) durch die in
Arbeitspaket 6 beschriebene Methode zur Quantifizierung von UFP (siehe Kapitel 4.6) die ap-
plizierten UFP-Mengen aus der kontrollierten Exposition in einen realen Kontext setzen zu
kénnen und (ii) Material zu generieren, um die Expression der in Arbeitspaket 7 extrahierten
Kandidatengene (siehe Kapitel 4.7) flr dkotoxikologische Marker mittels RT-qPCR gezielt
messen zu kdnnen. Die Expositionsdauer betrug zwei Wochen.

Es wurde ermittelt, dass die Menge metallischer UFP auf den Arabidopsis-Pflanzen aus der
Innenstadt am héchsten war, gefolgt von der Exposition an dem stadtischen Hintergrund und
dem regionalen Hintergrund. Am abundantesten sind an allen Standorten Fe-UFP, gefolgt von
Sn-UFP, Zn-UFP, AI-UFP, Ti-UFP, Cu-UFP, Mo-UFP, Ni-UFP und Pb-UFP (Publikation in Vor-
bereitung).
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Beim Vergleich der Partikelkonzentration in Pflanzenmaterial aus der Exposition an der Innen-
stadt-Ampelkreuzung mit der kontrollierten Exposition am Priifstand unterscheiden sich UFP
einzelner Metalle sehr stark. Fur die meisten Elemente bewegen sich die Verhaltnisse
Kontrollierte Exposition/Freilandexposition(Ampelkreuzung — Innenstadt) jedoch zwi-
schen Faktor 2 und 10 (Publikation in Vorbereitung). Dadurch wird deutlich, dass sich die bei-
den Expositionen in Bezug auf die Menge metallischer UFP auf den Pflanzen generell nicht
sehr stark unterscheiden. Daher erlaubt die im Projekt entwickelte kontrollierte Exposition Ex-
perimente unter Bedingungen, die auch flr reale Standorte Aussagen erlauben.

Die Messung von UFP-responsiven Genen aus der Transkriptomanalyse in den Freilandpro-
ben von A. thaliana mittels RT-qPCR ist zum Zeitpunkt dieses Berichts noch in Bearbeitung.
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5 Zusammenfassung

In diesem Projekt sollten metallische UFP aus Bremsenabrieb analysiert und deren Effekte auf
Pflanzen untersucht werden. Dazu wurden UFP am Bremsenprifstand der Universitat Bay-
reuth erzeugt und mit verschiedenen Methoden umfangreich charakterisiert. Dabei hat sich
ergeben, dass das Ausmall der UFP-Emission stark von der Art der Bremsung abhangt. Der
Anteil von UFP an der gesamten Partikelemission ist bei einer Autobahnbremsung wesentlich
hoher als bei Uberland- oder Stadtbremsungen. Zudem wurde herausgefunden, dass durch
den Einsatz keramischer Leichtbaubremsscheiben die UFP-Emission im Gegensatz zu her-
kdmmlichen Systemen um bis zu 95% reduziert werden kann.

Um kontrollierte Expositionsexperimente mit Pflanzen zu erméglichen, wurde eine Expositi-
onskammer in den Absaugstrang des Bremsenprifstands integriert. Mithilfe einer eigens ent-
wickelten Methode zur Messung von UFP in/auf Pflanzen wurde quantifiziert, wie viele UFP in
welcher chemischen Zusammensetzung appliziert wurden. Zudem konnte bestétigt werden,
dass die Expositionen in Bezug auf die applizierten UFP-Mengen reproduzierbar durchgefiihrt
werden kénnen. Mithilfe der neu entwickelten Expositionskammer konnten somit erfolgreich
realitdtsnahe und reproduzierbare Expositionen von Pflanzen durchgefihrt werden.

Um eine erste Einschatzung Uber mogliche dkotoxikologische Effekte von UFP auf Pflanzen
treffen zu kdnnen, wurden eine Transkriptomanalyse durchgefihrt. Hierbei hat sich ergeben,
dass die Exposition zu Veranderungen in der Genexpression flihrt. Responsive Gene haben
verschiedene Funktionen, beispielsweise in der Metallhomdstase oder Regulierung von Se-
neszenz.Die UFP-responsiven Gene kdnnen zudem als Quelle zur Extraktion ékotoxikologi-
scher Marker fur UFP dienen. Des Weiteren wurden Langzeiteffekte auf die Fitness von Pflan-
zen adressiert. Hierbei konnten keine signifikanten Effekte festgestellt werden.

Zusatzlich wurden Freilandexperimente an Standorten durchgefiihrt, die im Rahmen des Pro-
jekts bereits in Bezug auf UFP eingehend charakterisiertt wurden. Mit dem so generierten
Pflanzenmaterial wurden erneut Messungen zum Gehalt von UFP in/auf Blattern durchgefihrt.
Dadurch wurde deutlich, dass sich die Exposition am Bremsenprufstand in Bezug auf die
Menge metallischer UFP auf den Pflanzen generell nicht sehr stark von einer Exposition an
einem hochbelasteten Standort (Innenstadt-Ampelkreuzung) unterscheidet.

Zusammenfassend wurden in diesem Projekt erstmals reproduzierbare Expositionsexperi-
mente mit luftgetragenen UFP und dem Modellorganismus A. thaliana durchgeflihrt. Mit Tran-
skriptomdaten konnte gezeigt werden, dass es in den Pflanzen eine Reaktion auf diese Parti-
kel in Form von veranderter Genexpression gibt. Freilandexperimente haben ergeben, dass
die Mengen applizierter UFP in den Expositionsexperimenten den Mengen unter realen Be-
dingungen an einem stark belasteten Standort ahneln. Somit kann davon ausgegangen wer-
den, dass einige der beobachteten Effekte auf transkriptioneller Ebene wahrscheinlich auch
unter Freilandbedingungen auftreten. Eine negative Beeinflussung der pflanzlichen Fitness
konnte unter den getesteten Bedinungen nicht beobachtet werden.
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6 Ausblick

In diesem Teilprojekt wurde wichtige Pionierarbeit zu den Effekten von metallischen UFP auf
Pflanzen geleistet. Es sind wertvolle Erkenntnisse gewonnen worden, die wiederum zu neuen
Fragestellungen fihren.

Beispielsweise ist aus den elektronenmikroskopischen Untersuchungen hervorgegangen,
dass UFP eine starke Tendenz zur Bildung von Agglomeraten zeigen. Obwohl dieses Verhal-
ten von starker Relevanz fiir die Aufnahme in Blatigewebe oder beispielsweise den menschli-
chen Korper ist, wurde es bisher kaum im Detail charakterisiert. Es kdnnten Messungen an
definierten Stellen innerhalb des Absaugstrangs durchgefiihrt werden, um festzustellen, ob
sich die Partikelgréfienverteilung mit zunehmendem Abstand von der Bremsscheibe hin zu
grolReren PartikelgréfRen verandert.

Mithilfe der Trankriptomanalyse konnten UFP-responsive Gene identifiziert werden. Die Mes-
sung der Expression dieser Gene in dem Material aus Freiland-exponierten Pflanzen wird noch
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Ferner waren Expositionen im Reibsystem kera-
mische Leichtbaubremsscheibe — keramischer C/SiC Bremsbelag sinnvoll, um deren Einfluss
auf die pflanzliche Genexpression zu Untersuchen.

7 Veroffentlichungen

Zum gegenwartigen Zeitpunkt befindet sich eine Publikation flr die Zeitschrift ,Environmental
Science & Technology“ mit dem Titel ,,Effects of airborne ultra-fine particulate matter from
brake wear on plants under realistic exposure conditions” unter Begutachtung.
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Abbildung 19: REM-Aufnahmen von Blattproben aus zwei Standorten der Freilandexpo-
sition. Dargestellt sind die beiden Aufnahmen aus Abbildung 2 und die
EDX-Overlays, welche die Lokalisierung verschiedener Elemente zeigen
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Abbildung 20: Validierung von HSP17.4C1 als Kandidat fur eine Reporterlinie. A: Gro-
Renverteilung der Partikel aus dem miniCAST 6204C RuR-Generator (mo-
difiziert aus Real Soot Generator Model 6204C miniCAST Instruction Ma-
nual). B: RT-qPCR Messung der Expression von HSP17.4C1 in Blattern
von Kontrollpflanzen und Pflanzen, die 5 Stunden lang Rul} ausgesetzt
waren
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