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Die Entwicklungen in der Nano-
technologie sind von einer
schnell wachsenden Industrie zur
Produktion von synthetischen
Nanopartikeln (GréBe: 1-100 nm)
begleitet. Uber die potentiellen
Gesundheitsrisiken freigesetzter
Nanopartikel wéhrend der Pro-
duktion, der Anwendung oder bei
der Entsorgung ist jedoch bisher
nur sehr wenig bekannt. Besser
bekannt sind dagegen die Aus-
wirkungen von ultrafeinen Parti-
keln in unserer Atemluft, die aus
industriellen Verbrennungspro-
zessen, Verkehr und Heizungsan-
lagen stammen und die bei er-
héhten Konzentrationen ein ge-
sundheitliches Risiko darstellen
[12]. Die Assoziation der Partikel-
konzentration mit einer erhdhten
Inzidenz von Atemwegserkran-
kungen (Asthma, Bronchitis), von
Herz-Kreislauferkrankungen, so-
wie von erhéhter Mortalitat insbe-
sondere bei sehr jungen, alteren
oder bereits erkrankten Men-
schen, wurde Ubereinstimmend
in zahlreichen epidemiologischen
Studien nachgewiesen [21, 23].

Obwohl seit einigen Jahren inten-
sive Untersuchungen zu der Fra-
ge durchgefiihrt werden, welche
Partikeleigenschaften die biologi-
schen Wirkungen verursachen
und durch welche biologischen
Mechanismen die Partikelwirkun-
gen erfolgen, gibt es noch keine
einheitlichen Antworten dazu. Ei-
ne von mehreren Hypothesen ist,
dass die kleineren Partikel toxi-
scher sind als die gréBeren bei
gleicher chemischer Zusammen-
setzung. Die Inhalation von feinen

und ultrafeinen Partikeln induziert
in Menschen [19, 20] und Tieren
[18] eine intensive inflammatori-
sche Antwort, die durch die
Produktion von pro-inflammato-
rischen Molekllen (Zytokine)
und reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) sowie durch Einstrom von
neutrophilen Granulozyten und
Monozyten aus dem Blut in die
Lungenblaschen charakterisiert
ist. Diese Prozesse gehéren zur
Abwehrreaktion gegen fremdes
Material oder Mikroorganismen
und sind daher auf niedrigem Ni-
veau standig aktiv, ohne eine Ent-
zindung auszulésen. Bei einer
UberschieBenden Reaktion, z.B.
bei starker Aktivierung der Ent-
zindungszellen, die mit einer
Freisetzung von ROS sowie lyso-
somaler Enzyme einhergeht,
kann das Lungenepithel gescha-
digt werden. Wenn zu viele Parti-
kel in die Zelle aufgenommen
wurden, kann die Fahigkeit zur
Abwehr von Krankheitserregern
beeintrachtigt werden (Beispiel:
Raucher).

Nach der Deposition der Partikel
auf der Lungenoberflache sind
zwei Zelltypen direkt betroffen:
Alveolarmakrophagen und Al-
veolarepithelzellen. Phagozytose
von Partikeln ist eine der Haupt-
aufgaben der Makrophagen, je-
doch auch Epithelzellen sind in
der Lage, Partikel aufzunehmen,
besonders ultrafeine Partikel. Ob
diese Partikel durch das intakte
Epithel auch zu tiefer gelegenen
Zellschichten gelangen kdnnen,
wird derzeit von unserer Arbeits-
gruppe an einem 3D-Zellmodell
erforscht.

Umweltstaube und das
3D-Zellmodell

Bei In-vitro-Toxizitatsstudien wird
meist nur ein Zelltyp exponiert,
obwohl bekannt ist, dass Epithel-
zellen und Makrophagen zusam-
men die biologische Antwort ko-
ordinieren. Die Bedeutung der In-
teraktion zwischen Makrophagen
und Epithelzellen wird in Studien
deutlich, in denen gezeigt wurde,
dass in Kokulturen aus humanen
Lungenzellen (Epithelzellen und
Makrophagen) durch Partikelex-
position eine starkere Produktion
der pro-inflammatorischen Zyto-
kine IL-6 und IL-8 erfolgt als in
den jeweiligen Monokulturen.
Ahnliche Resultate wurden von
uns mit Kokulturen aus einer Al-
veolarmakrophagen-Zelllinie und
Lungenepithelzellen der Ratte
nach Exposition mit Flugasche
erhalten [6, 7, 24]. Durch Zusam-
menfihrung dieser Zelltypen in
vitro (Abb. 1) kdnnte somit ein
besseres Modell fur die Verhalt-
nisse in der Lunge geschaffen
werden, das zu einer authenti-
schen, biologischen Reaktion
fahig ist.

In Abb. 1 ist das Zusammenspiel
der verschiedenen Zelltypen an
der Luft-Blut-Schranke der Lunge
vereinfacht dargestellt. Alveolar-
makrophagen erkennen fremde
Partikel Uber unspezifische Re-
zeptoren, nehmen sie ins Zellin-
nere auf, bauen sie ab und setzen
Zytokine, ROS und Lipide frei.
Diese Mediatoren initiieren eine
Entziindungsreaktion, indem sie
die benachbarten Epithelzellen
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und die Endothelzellen, welche
die BlutgefaBe auskleiden, zu ei-
ner verstarkten Zytokinfreiset-
zung stimulieren. In der Folge
werden Entzindungszellen aus
dem Blut angelockt, die einer-
seits helfen, dass fremde Partikel
oder Mikroorganismen beseitigt
werden, und dass durch die Ent-
zUndungsreaktion beschadigtes

Gewebe wieder repariert wird.
Andererseits kann bei Uberpro-
duktion von Mediatoren auch ge-
sundes Gewebe beschadigt und
eine chronische Entzlindung ein-
geleitet werden, aus der sich z.B.
fibrotische Verédnderungen, geno-
toxische (Tumorbildung) sowie
lungenzerstérende  Prozesse
(Emphysem) ergeben kénnen.

Alveolar-
makrophage

Endothelzellen
Adhésionsmolekiile

Abb. 1: Dreidimensionales Zellmodel der Lunge. Schematischer Aufbau der
Luft-Blut-Schranke einer Lunge (a) und die In-vitro-Variante, in der Epithel-
zellen (oben) und Endothelzellen (unten) durch eine synthetische Membran
voneinander getrennt sind (b). In ¢) ist der Auslaufer einer Epithelzelle zu er-
kennen, der durch eine Membranpore Zellkontakt zur Endothelzelle auf der
anderen Seite der Membran sucht.

Nanomaterialien und
Nanopartikel

Die Natur hat Mittel und Wege ge-
funden, funktionelle Strukturen
Atom fir Atom aufzubauen (Bot-
tom-up-Ansatz). Dabei werden
bestehende Verbindungen (Nah-
rung) gespalten und zu Neuem
verflgt, z.B. mussen wir schlie3-
lich keine Haare essen, damit
ebensolche wachsen koénnen.
Vergleichbare kdrpereigene Pro-
teinstrukturen, die als Flimmer-
epithel helfen, unsere Lunge zu
sdubern, kdénnen als Nanomate-
rialien oder Nanomaschinen
(molecular motors) bezeichnet
werden. In gleicher Weise kénnen
wir heutzutage Nanomaterialien
herstellen, die jedoch keinen
funktionellen Charakter (vgl. Ma-
schinen) haben, sondern ,ledig-
lich® aufgrund ihrer GréBe von
1-100 nm besondere physikali-
sche und chemische Eigenschaf-
ten aufweisen. Die wichtigsten
Parameter fir Nanopartikel sind
ihre GroBe, die chemische Zu-
sammensetzung und ihre Ober-
flachenbeschaffenheit. Nanopar-
tikel aus Titandioxid (TiO,) wer-
den in den neuesten Sonnencre-
mes eingesetzt, die uns damit all-
ergikerfreundlich und lang anhal-
tend gegen Sonnenbrand schit-
zen. Andere Nanomaterialien ver-
andern Oberflachen so, dass sie
nicht mehr beschlagen, nicht
mehr verkratzen oder kein Licht
reflektieren. Abb. 2 zeigt Beispie-
le solcher Teilchen [11]. Dabei
kann ihre Beschaffenheit genau-
so mannigfaltig sein, wie deren
Funktion. Die wohl kleinsten
funktionalen Teilchen sind die
Quantum dots (CdSe), kleinste
Halbleiterkristalle, die mit einer
GroBe von bereits 1 nm nach UV-




Anregung langerwelliges Licht
emittieren. Damit kdnnen diese
Teilchen als stabile Farbstoffe fir
biologische Markierungen ver-
wendet werden. Andere funktio-
nelle Teilchen sind die erwéhnten
90 nm groBen TiO,-Partikel, die in
Sonnencremes eingesetzt wer-
den. Um ein Vielfaches gréBer
(> 5000 nm) werden die gleichen
Molekiile in Wandfarben als
Pigmente verwendet (Tab. 1).
Werden diese Titandioxidpartikel
allerdings weiter verkleinert
(20 nm), werden sie photokataly-
tisch aktiv. Das heiBt, sie sind in
der Lage, die Energie des Lichts
zu verwenden, um andere Verbin-
dungen zu spalten [5], dabei kann
reaktiver Sauerstoff oder aktives
Chlor (Cl,) entstehen [25]. Diese
neuen Eigenschaften eréffnen fur
die Entwicklung neuer Produkte
vielféltige Mdglichkeiten, und Na-
nopartikel werden in vielen An-
wendungen zu finden sein. Ge-
nauso Uberraschend wie die di-
rekten Substanzeigenschaften
kann sich aber mdglicherweise
auch ihr Verhalten in der Umwelt
oder in lebenden Organismen
verandern. Die groBe Herausfor-
derung liegt darin, auch die mdg-
lichen unerwinschten Nebenwir-
kungen dieser neuen Technologie
zu erforschen.

> 5000 nm | Pigmentin

Wandfarben

UV-Schutz-
pigment in
Sonnencremes

50-100 nm

10-19 nm | Photokatalyti-

sche Pigmente

Tab. 1: GroBe und Funktion aus-
gewadhlter Nanopartikel (TiO,).

Abb. 2: Elektronenmikroskopische Bilder von Nanopartikeln. Na-
nopartikel verschiedener chemischer Zusammensetzung und
GroBe. In a) Vanadiumoxid (Nanoréhren V,0;), b) Zinkoxid (ZnO),
c) Hausmannit (Mn,0,) und d) Palladium (Pd) [Partikelsynthese:
C. Feldmann, Universitat Karlsruhe].
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Abb. 3: Lungenepithelzellen mit Nanopartikeln. Epithelzellen
(A549) mit verschiedenen Nanopartikeln behandelt. Aufgenom-
mene Partikel (Pfeile): a) Palladium, b) Haematit, ¢c) Querschnitt
durch ein Blindel Kohlenstoff-Nanoréhren (vgl. Abb. 4) und d) cou-
marinbeschichtete, fluoreszierende Keramikpartikel (ZrO,) im Zy-
tosol (blau) und der Ethidiumbromid gefarbte Kern (rot) [Fluores-
zierende Partikel: Dr. D. Szabo, IMF IlI].




Die Aufnahme in Zellen kann ei-
nerseits passiv durch Diffusion,
andererseits durch Rezeptoren
oder Bindeprotein vermittelte
Mechanismen erfolgen. Beide
Wege werden von uns unter Zu-
hilfenahme von fluoreszenz- und
elektronenmikroskopischen Tech-
niken untersucht (Abb. 3). Dazu
wurden fluoreszierende Nanopar-
tikel oder fluoreszenzmarkierte
Antikdrper eingesetzt. Letztere
gehen eine Bindung mit den am
Transport beteiligten Proteinen
ein und ermdéglichen so eine opti-
sche Verfolgung. Kommen Nano-
partikel mit Zellen in Kontakt,
dann kdénnen sie an die in der
Membran verankerten Proteine
andocken und werden in die Zelle
eingeschleust. Dort besteht die
Gefahr, dass diese Teilchen sich
in den Organellen der Zellen (z.B.
Kern oder Mitochondrien) anrei-
chern, und es zu schwerwiegen-
den Stérungen und Schaden
kommt. Abb. 3 zeigt einige Nano-
partikel, die in Zellen des Lungen-
epithels aufgenommen worden

sind. FUr mikrodimensionierte
Partikel (Asbest, Quarzstaub)
sind biologische Effekte be-
schrieben [3, 10], die durch
Struktur und katalytische Eigen-
schaften zu oxidativem Stress
bzw. Schaden im Erbgut flhren
und dadurch Krebs entstehen
lassen. Wegen der bisherigen Er-
kenntnisse zur Wirkung von fei-
nem Staub und der erhéhten Re-
aktivitdt der neuen Nanomateria-
lien besteht ein akuter For-
schungsbedarf, um eine mogli-
che biologische Gefahrdung
durch diese Nanopartikel abzu-
klaren [13].

Toxikologische
Untersuchungen von

Nanopartikeln am
Beispiel von Kohlenstoff-
Nanordéhren

In der Nanotechnologie sind ak-
tuell  Kohlenstoff-Nanoréhren
(CNT) flr viele Entwicklungen von
groBem Interesse, und zwar we-
gen ihrer herausragenden Eigen-

schaften wie hoher Zugfestigkeit,
groBer Oberflache, einzigartige
elektronische Eigenschaften so-
wie ein hohes Potential fir mole-
kulare Adsorption. Die Produk-
tion der CNTs wird in Zukunft
stark zunehmen, jedoch weil3
man bisher noch sehr wenig tUber
potentielle Gesundheitseffekte,
die durch Einatmen der kleinen
Fasern bei der Herstellung oder
bei der Verwendung auftreten
kdénnen. Mit Durchmessern von
1-50 nm und einer Lange bis zu
mehreren Mikrometern sind diese
Partikel inhalierbar und kénnen
bis in die kleinsten Verastelungen
der Lunge vordringen. Abb. 4
zeigt drei verschiedene kommer-
ziell erhaltliche Nanotubes, deren
toxisches Potential kirzlich von
uns durch In-vitro-Tests unter-
sucht wurde, wobei ultrafei-
ne Kohlenstoffpartikel (Carbon
Black) und Quarzpartikel als Kon-
trolle verwendet wurden. Carbon
Black wird in groBen Mengen her-
gestellt und z.B. bei der Reifen-
herstellung eingesetzt.
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Abb. 4: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der verwendeten Kohlenstoff-Nano-
réhren. a): Einwandige Kohlenstoff-Nanoréhren (CNT), AuBendurchmesser 1-2 nm, b): Mehrwandige
CNT (Balken zeigt eine Schnittebene vgl. Abb.3), AuBendurchmesser 10-20 nm, c): Mehrwandige
CNT, AuBendurchmesser 5-15 nm.




Bei der Behandlung von Alveolar-
makrophagen der Ratte mit den
verschiedenen Partikeln zeigte
sich bei gleicher Konzentration
(50 pg/ml), dass die Vitalitat der
Zellen durch Nanoréhren starker
reduziert wird als durch Quarz, je-
doch in gleichem AusmaB wie
durch Carbon Black. Nanordhren
fihrten auch zur Bildung von in-
trazelluldren ROS. Beide Effekte
zeigten sich am stérksten bei den
einwandigen Nanordhren [7].
Dies ist ein weiterer Hinweis auf
die immer gleiche Beobachtung
in vielen Untersuchungen, dass
die kleinen Partikel toxischer als
die groBeren sind.

In der Literatur wird beschrieben,
dass inhalierte Kohlenstoffparti-
kel im Tierversuch mit Ratten zu
betrachtlichen Lungenschéaden
fihrten, wobei das toxische Po-
tential mit kleiner werdender Par-
tikelgréBe und groBer werdender
Partikeloberflache stieg [8, 9]. Bei
ersten Tierversuchen mit Kohlen-
stoff-Nanoréhren wurden die
Partikel in Flussigkeit suspendiert
und in die Atemwege von Ratten
instilliert [22]. Die hochste Kon-
zentration von 5 mg einwandiger
Nanordhren pro Kilogramm Kor-
pergewicht flhrte zu einer Morta-
litdt von ca. 15% der exponierten
Ratten. Die Ursache war aller-
dings eine Verstopfung der
Hauptatemwege durch Partikel-
Agglomerate und nicht die Toxi-
zitat der Partikel. Bei den Uberle-
benden wurde eine transiente
Lungenentziindung sowie die Bil-
dung von multifokalen Granulo-
mata beobachtet. Ahnliche Er-
gebnisse erhielten Lam et al. [15]
nach Experimenten mit drei Na-
norbhren-Produkten, die sie in die
Lungen von M&usen instillierten.

Chancen und Risiken
von Nanopartikeln

in therapeutischer
Anwendung

Seit einigen Jahren werden Nano-
partikel auch im Bereich der Mo-
lekularbiologie und der Medizin
angewendet. Auch in diesen Be-
reichen konnten durch verschie-
dene Applikation von Nanoparti-
keln Fortschritte erzielt werden.
Mit Hilfe der Partikel ist es z.B. ge-
lungen, genetisches Material in
Zellen einzubringen. So kdénnen
mit DNA beladene Nanopartikel
zur Impfung gegen Mikroorganis-
men wie Toxoplasma gondii ein-
gesetzt werden [2]. Nanopartikel
werden zur Pharmakotherapie
verwendet, um Medikamente bei
geringeren Nebenwirkungen ge-
zielter an ihren Wirkort zu bringen.
Solche Medikamente werden bei
Meningitis, Hepatitis C, allergi-
schem Asthma, zur Insulingabe
oder bei Augenerkrankungen an-
gewendet. Bei Erkrankungen am
Auge werden Nanopartikel aus
Chitosan als Vehikel fur Medika-
mente benutzt. Chitosan ist ein
Polysaccharid, das eine gute Bio-
adhasion aufweist, permeabi-
litdtssteigernd wirkt und wenig to-
xisch ist. Dadurch kann eine se-
lektive und verlangerte Therapie
an der Mukosa des Auges [1] er-
reicht werden. Auch zur Diagnose
und zur Therapie von Tumorer-
krankungen bieten Nanopartikel
viele Mdglichkeiten. So werden
einige Medikamente zur Krebs-
therapie an Nanopartikel gekop-
pelt, um sich in Tumorzellen anzu-
reichern. Wieder haben sich Chi-
tosanpartikel als nutzlich erwie-
sen. Doxorubizin, ein weit verbrei-
tetes Medikament gegen Krebs,
das die Synthese von Nukleinsdu-

ren in Krebszellen stért, hat eine
verbesserte Wirksamkeit und ge-
ringere Nebenwirkungen, wenn
es so verpackt wurde [16]. Die
Diagnostik ist ein weiterer Bereich
in dem Nanopartikel neue Dimen-
sionen erdffnen. DNA-Fragmen-
te, an welche Nanopartikel ge-
koppelt sind, werden hier als De-
tektoren verwendet [4]. Implanta-
te werden mit Biokeramiken, die
auf Aluminium basieren und
50-250 nm groB sind, beschich-
tet, um eine bessere Vertraglich-
keit im Korper zu erreichen [17].
Die moglichen Gefahren, die von
einer medizinischen Anwendung
der Nanopartikel ausgehen, sind
bis zum jetzigen Zeitpunkt unklar,
da ihre Toxizitat meist nicht unter-
sucht wurde [14] und auf Grund
der besonderen chemischen und
physikalischen Eigenschaften nur
schwer vorherzusagen sind.
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