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Der aktuelle Anstieg bei den Verbraucherprodukten, die Nanoma- Aus dem Inhalt

terialien enthalten, als auch die Prognose zu den neuen Entwicklungen

zu Anwendungen mit Nanopartikeln oder anderen Nanostrukturen 7 Einleitung 1295
bringt bei verschiedenen Organisationen, aber auch bei der Bevilke-  , o podeutet toxisch auch
rung die Befiirchtung auf, dass hier auch neue gesundheitliche Risiken immer gleich risikoreich? 1298
entstehen konnen. Mit den Erfahrungen aus fritheren Technologie-
entwicklungen sind solche Befiirchtungen nicht ganz unbegriindet, 3. Expositionsszenarien — mogliche
aber sind diese auch berechtigt? Ist es aufserdem begriindet, von der Aufnahmewege 1299
»Nanotoxikologie“ als einer neuen Disziplin zu sprechen? Dieser 4 Geféhrdungsnachweis —
Aufsatz soll die Besonderheiten beleuchten, die bei der Interaktion von biologische Wirkung von
Nanoobjekten mit Zellen, Geweben und Organismen auftreten kon- Nanoobjekten 1301
nen. Insbesondere wollen wir darauf aufmerksam machen, dass zwar .

. . . . . . 5. Die drei Prinzipien der
viele Daten zu den biologischen Wirkungen von Nanomaterialien Nanotoxikologie 1304
vorhanden sind, aber eine Reihe dieser Studien nicht verlisslich sind.
Dies soll dabei hauptsichlich an Beispielen aus aktuellen Publika- 6. Nationale und internationale
tionen versucht werden, als dass wir direkt auf konkrete Materialien Aktivitdten zur
eingehen. Mit dem Verweis auf methodische Unzulinglichkeiten sowie Sicherheitsforschung 1307
Empfehlungen am Schluss des Aufsatzes, wie diese vermieden werden 7. Schlussfolgerungen und
konnen, wollen wir auf3erdem zu einer nachhaltigen Verbesserung der Empfehlungen 1308

Datenlage beitragen.

1. Einleitung

Seit wir begonnen haben, die Chemie zu verstehen und
die Synthesewege aufzukldaren und zu kontrollieren, sind
immer wieder Bedenken geduflert worden, was Chemikalien
und Materialien mit lebenden Organismen oder der Umwelt
anzustellen vermogen. In der Vergangenheit haben immer
wieder schwerwiegende Fille von Umweltschiddigungen zu
starken Beeintrdchtigung von Umwelt und Gesundheit ge-
fiihrt,)! was zu einer erhohten Aufmerksamkeit gegeniiber
negativen Technologiefolgen in der Offentlichkeit gefiihrt
hat. So ist es verstdndlich und auch notwendig, dass bei der
jungsten Schliisseltechnologie, der Nanotechnologie, genauer
hingeschaut wird. Bevor wir uns allerdings diesem Thema im
Detail widmen, muss erst einmal definiert werden, womit
man sich hier eigentlich befassen muss. Noch vor wenigen
Jahren wurde der Begriff ,,Nano* eher willkiirlich verwendet,
und es gibt passende Beispiele, in denen mikrometergrofie
Partikel mit ,,nano“ bezeichnet wurden.”!

Inzwischen haben sich nationale und internationale In-
stitutionen und Organisationen dieser Aufgabe angenommen
und dazu auch entsprechende Publikationen herausgegeben
(ISO, OECD, BSI, DIN), die im Prinzip den Bereich zwischen
1 nm und 100 nm als relevant definiert haben (Abbildung 1).
Es ist zwar geklart, was nun unter den Begriff ,,Nano* fillt,
und dennoch ist seine Verwendung nicht einheitlich. So geht
der Schweizerische Aktionsplan im Sinne der Vorsorge (siche
Anhang, Liste von Internetseiten) davon aus, dass fiir eine
biologische Wirkung von ,.kleinsten Partikeln, die eventuell
iiberall im Korper hingelangen konnen‘ auch Partikel bis 300
oder gar 500 nm wichtig sein konnten. Andererseits wird auch
dariiber spekuliert, dass die fiir den ,,Nanoeffekt“ spezifische
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GroBe von Partikeln meist unter 30 nm liegt,m dort namlich,
wo physikalische und chemische Prozesse neue und teilweise
unvermutete Eigenschaften des Materials hervorbringen.
Sicher liegen hier alle beteiligten Diskutanten ein wenig
richtig, aber fiir die Biologie ist eine scharfe Grenze, ob bei
30, 100 oder bei 300 nm, nicht sinnvoll und scheint auch fiir
chemische und physikalische Effekte nicht immer im unteren
Nanometerbereich zu liegen."! Denn abhingig von dem je-
weiligen Reaktionspartner in einer Zelle oder der biologi-
schen Struktur, mit der die neuen Materialien interagieren
konnten, ist durchaus ein groferer Bereich betroffen, als ihn
die engere materialwissenschaftliche Definition vorgibt
(Abbildung 1).

Es gibt ein stilles Ubereinkommen unter den Biologen
und Toxikologen, dass diejenigen Partikel, die verschiedene,
teilweise noch nicht definierte Wege in Organismen gehen
konnen, unter den Begriff ,,Nano“ fallen, und damit wire eine
GroBe unter ca. 250 nm gemeint. Hierzu z&hlen héufig auch
Strukturen, die etwa in der Medizin als Wirkstofftransport-
systeme eingesetzt werden sollen, Materialien also, die nicht
wegen ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften Ver-
wendung finden, sondern die speziell hergestellt werden, um
andere Substanzen in einem Organismus zielgerichtet trans-
portieren zu konnen ! was grundsitzlich etwas groBere Par-
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der 1SO-Definition von Nanoobjekten. Dazu gehéren Nanopartikel, die
in allen drei Dimensionen nanoskalig sind, Nanostibchen oder Nanorshren, die in mindestens zwei Dimensio-
nen nanoskalig sind, und Nanoplattchen oder Schichten, die nur in einer Dimension nanoskalig sein miissen.

*: nanoskalig =zwischen 1 und 100 nm.

tikel benotigt (zwischen 40 und 200 nm, teilweise auch dar-
iiber). Warum sollten Toxikologen aber diese Materialien
getrennt von den groferen, chemisch identischen Pendants
betrachten? Die Antwort auf diese Frage findet sich im
weiteren Verlauf dieses Aufsatzes. Dabei ist es in erster Linie
unerheblich, um welche Art bzw. welches Material es sich
handelt, da wir an dieser Stelle auf die generellen Gesetz-
maBigkeiten eingehen mochten. In den wenigen Beispielen in
diesem Aufsatz gehen wir daher meist auf bekannte, gut un-
tersuchte Materialien ein,® wihrend Materialien, die eine
intrinsische Toxizitat aufweisen, wie die Halbleiter-Quan-
tenpunkte, oder sehr aktuelle Materialien, wie die Kohlen-
stoff-Quantenpunkte,’! zu denen es noch keinerlei biologi-
sche Untersuchungen gibt, unberiicksichtigt bleiben sollen.
Nicht nur Experten sind der Meinung, dass wir uns erneut
an einer technologischen Schwelle befinden, die uns vollig
neue Chancen mit Bezug auf die Losung dringender Proble-
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Anwendungen von der
Kosmetik bis zur Medizin,
vom Mobiltelefon bis zum
Flachbildschirm. Alle
diese Beispiele zeigen
deutlich, dass wir exakt
zwischen zwei verschiede-
nen Ansichten unterschei-
den miissen, wenn es um
die moglichen gesund-
heitlichen Gefdhrdungen
geht, die mit den Nano-
technologien einhergehen
konnten. Der Einsatz der Technik an sich, die Verwendung
neuer Materialien mit ,, Nanoeffekten* in festen Verbiinden,
Kompositen oder Keramiken ist nur von geringer Bedeutung,
wenn es um die gesundheitlichen Folgen geht, wihrend der
Einsatz von Nanopartikeln, Nanofasern oder -stdbchen in
einer mehr oder weniger freien Form (z.B. in Kosmetika,
Medikamenten, auf Oberflichen oder anderen Anwendun-
gen, die z.B. einen direkten Hautkontakt zulassen) unter
diesem Aspekt sicher erheblich kritischer zu sehen ist. Daher
sind vor allem die Arbeitsplédtze im besonderen Interesse von
Studien™*! und Projekten (siche NanoCare und Tracer), aber
auch die Offentlichkeit hat inzwischen realisiert, dass es
Produkte oder Bereiche gibt (z.B. Kosmetika), in denen der
Einsatz von Nanomaterialien bereits iiblich ist. Bevor im

Detail auf die spezifisch nanotoxikologischen Aspekte ein-
gegangen werden soll, miissen noch einige wichtige Tatsachen
erldautert werden.
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Zuerst sollte festgestellt werden, dass
eine Exposition gegeniiber Nanopartikeln
nicht eine moderne Erfindung der vergan-
genen 10 oder 20 Jahre ist. Ultrafeine Par-
tikel in der Grofenordnung von einigen
hundert Nanometern im Durchmesser und
kleiner werden bei allen Verbrennungs-
prozessen freigesetzt und entstehen auch in
der Natur bei den verschiedensten Vor-
gingen. Technisch hergestellt bzw. genutzt
werden solch kleinste Teilchen, seit Hoh-
lenmenschen mit Rufl die Winde ihrer
Behausung bemalt haben, Kirchenfenster
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die heutige Zeit ihren Glanz und ihre Farbe
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chen Materialien und Mischungen sowie

Produkte @ Wieder-
N gebrauch
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Wasser

die Zahl der moglichen Anwendungen.
Dies fiihrt in naher Zukunft zu einer Si-
tuation, in der die mogliche Belastung von
Mensch, Tier, Pflanzen und Umweltkom-
partimenten ebenfalls stark zunehmen
wird. Hier stellt sich die Frage nach einem
Risiko (R), das sich einerseits aus der Ex-
position gegeniiber den neuen Materialien
ergibt (E), andererseits besteht aber nur
dann ein Risiko, wenn die Nanomaterialien auch eine biolo-
gische Wirkung haben (H; fiir engl. ,,hazard*). Das Ganze ist
aber gleichzeitig eine Funktion der Wahrscheinlichkeit (P; fiir
engl. ,,probability“), da ein Risiko nur dann besteht, wenn
eine gewisse Wahrscheinlichkeit fiir die Ausprigung eines
biologischen Effektes gegeben ist.

R =1,{EH}

An einem einfachen Beispiel sei diese Funktion erldutert.
TiO, ist mit einer Primérpartikelgro3e von 25 nm in kosme-
tischen Sonnenschutzcremes enthalten, um moglichst hohe
UV-Schutzfaktoren zu erreichen. Eine Exposition ist immer
dann gegeben, wenn man sich damit eincremt, E ist also re-
lativ hoch. Ein Risiko besteht aber nur dann, wenn TiO, auch
eine biologische Wirkung hat und an den Wirkort gelangt.
Mittlerweile haben mehr als 40 Studien zeigen konnen (z.B.
das europdische Projekt NanoDerm), dass TiO, nicht durch
die Haut in den Korper gelangt und generell biologische
Wirkungen eher gering ausfallen. Daraus folgt, dass H sehr
klein und damit auch R fiir den Menschen niedrig ist. Bleibt
die Umwelt, in die alle Bestandteile der Sonnenschutzcremes
letztlich gelangen. Die Vielzahl der Anwendungen mit TiO,
kann tatséchlich zu einer lokalen Erhohung der Konzentra-
tion fithren, wie kiirzlich berechnet wurde,'"”! jedoch ist nach
wie vor nicht klar, ob das auch eine Folge fiir die dort le-
benden Organismen hat, da Titan zu den zehn hé&ufigsten
Elementen der Erdkruste gehort und der natiirliche Hinter-
grund sehr hoch ist (Abbildung 2) und verschiedene Mine-
ralien und Metalloxide in natiirlicher Umgebung durchaus
nanoskalig vorliegen konnen.'4!
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Abbildung 2. Flussdiagramm fiir Nano-TiO,-Stofffliisse vom Produkt bis zu den verschiede-
nen Umweltkompartimenten. Alle Stofffliisse in Tonnen/Jahr bei héchster anzunehmender
Exposition. MVA = Miillverbrennungsanlage. Die Dicke der Pfeile ist proportional zur Menge
des Nano-TiO, zwischen den verschiedenen Kompartimenten. Gestrichelte Linien reprisen-
tieren die niedrigsten Volumina. Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [10], Copyright 2008
American Chemical Society.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Tatsache, dass es
keine geniigend standardisierten Methoden gibt, die fiir die
Erfassung biologischer Effekte von Nanomaterialien geeignet
sind. Am Beispiel der Nanotoxikologie hat Hartung gerade
gefordert, dass die Toxikologen in drei wichtigen Schritten ein
neues System der Toxikologie erreichen miissen (Abbil-
dung 3). Das sieht einfacher aus, als es letztlich ist, da hierfiir
ein Satz evaluierter In-vitro-Systeme zur Verfiigung stehen
muss, die fiir die neuen Materialien geeignet sind, passende
biologische Endpunkte erfassen und ungestorte Testparame-
ter beinhalten, sodass ein ausreichender Datensatz erzeugt
wird, der robust und moglichst genau eine toxische Antwort
im lebenden Organismus vorhersagen sollte. Wie in Abbil-
dung 3 dargestellt, bedeutet dies zuerst, die bestehenden
Testsysteme zu iiberpriifen, inwieweit diese fiir eine Testung
von Nanoobjekten geeignet sind. Aufbauend auf dieser Prii-
fung und der Adaptation der bestehenden OECD-Richtlinien
muss eine neue Strategie entwickelt werden, die z.B. be-
riicksichtigt, dass fiir jeden biologischen Endpunkt mindes-
tens zwei verschiedene Tests verwendet werden sollten, um
Fehlinterpretationen zu vermeiden. Dariiber hinaus ist es
wichtig, neue Methoden zu entwickeln und zusammen mit
den bestehenden z.B. in internationalen Ringversuchen zu
validieren (IANH; siche Anhang, Projekte). Dieses Vorge-
hen ist aber nicht einfach und erfordert einen langen Atem
seitens der durchfithrenden Institute und Labors, wie die
folgenden Abschnitte aufzeigen werden.

www.angewandte.de
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Aktuelle Methoden und ihre
Grenzen abschatzen

v

Verschiedene Ansaitze in die
Teststrategien integrieren

Y

Etablieren neuer Methoden
und neuer Systeme
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Umsetzung

*z.B. MTT-und Comet-Assay hinterfragen
* Interaktionen von Testsystemen mit
Nanopartikeln untersuchen

Y

* bestehende OECD-Richtlinien adaptieren
= 2-Test-Strategie entwickeln
* Methoden liber Ringversuche validieren

Y

*neue Organsysteme (z.B. Plazentamodell)
*neue In-vitro-Systeme (z.B. 3D-Zellmodell)
*HTS- und Mikrofluidik-Systeme etablieren

Abbildung 3. Drei Forderungen fur die Etablierung einer neuen Toxikologie (linke Seite; Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [15], Copyright 2009
Macmillan Publishers Ltd). Fiir die Nanotoxikologie bedeutet dies das Hinterfragen bestehender Testmethoden, die Etablierung neuer Strategien

sowie die Einfithrung und Validierung neuer Entwicklungen (rechte Seite).

2. Risiko — bedeutet toxisch auch immer gleich
risikoreich?

Wie stets bei neuen technologischen Entwicklungen
werden die Moglichkeiten anfangs stark tiberbewertet, kriti-
sche Aspekte noch weitgehend ausgeblendet. Jedoch deutlich
frither als bei anderen Technologieentwicklungen kam die
Diskussion um die moglichen Risiken der Nanotechnologie
auf.'*? Dabei sollte klar sein, dass neue Technologien und
ihre Entwicklungen immer auch Risiken bergen, die sowohl
die Gesellschaft, die Okonomie aber auch Gesundheit und
Umwelt betreffen konnen. In diesem Aufsatz zur Nanotoxi-
kologie werden wir uns auf den Bereich ,,Gesundheit* kon-
zentrieren, daher ist es notwendig, die moglichen negativen
Einfliisse auf biologische Systeme genauer zu betrachten.
Oben haben wir bereits eine Definition des Risikos angege-
ben, die aus toxikologischer Sicht die beiden wichtigen Kiri-
terien der Exposition (E) und der biologischen Wirkung (H)
beinhaltet. Nur wenn beides gegeben ist, ist iiberhaupt davon
auszugehen, dass es nachteilige Folgen geben kann. Aller-
dings ist auch die Wahrscheinlichkeit von Bedeutung, ob das
eine oder andere tatsichlich relevant wird bzw. eintritt.

Als Beispiel greifen wir hier nochmals TiO, auf. Wie oben
bereits erwihnt, wird es nanoskalig in verschiedensten Pro-
dukten zum UV-Schutz eingesetzt, der Aufnahmepfad Haut
ist hier aber schon ausreichend abgeklirt. TiO, ist jedoch
auch ein seit 2 Jahrzehnten zugelassener Nahrungsmittelzu-
satzstoff (E 171) (wobei hier zu erwihnen ist, dass es sich hier
um ein Gemisch aus mikro- und nanoskaligem TiO, handelt).
Nun wird seitens der Verbraucherschutzorganisationen be-
fiirchtet, dass nanoskaliges Titandioxid auch in der Nahrung
enthalten ist und iiber den Magen-Darm-Trakt in den Korper
gelangen und dort nachteilige Folgen haben konnte. Zum
Szenario Magen-Darm-Trakt gibt es aber nur wenige Studien,
die zumindest fiir die akute Wirkung bisher keinen Anlass zu
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Befiirchtungen geben. So haben Wang und Mitarbeiter ge-
zeigt,?! dass nur eine ausgesprochen hohe Dosis bei einma-
liger Gabe einen leichten Effekt ausloste. Diese Dosis lag bei
5 gkg ! Korpergewicht der Versuchstiere, was bedeutet, das
ein erwachsener Mensch (Normgewicht 60 kg) mindenstens
300 g auf einmal schlucken miisste. Eine enorme Dosis, die
sogar iiber der akut-toxischen Dosis von NaCl (250 g) liegt.
Wir salzen aber dennoch unsere Speisen mit Natriumchlorid,
ohne wirklich iiber dieses ,,Risiko* nachzudenken.

Ein Risiko ist sicher nur dann gegeben, wenn zum einen
die Konzentrationen, denen wir ausgesetzt sind, auch relevant
sind und in unserem téglichen Leben eine Rolle spielen. Zum
anderen ist nicht jede biologische Auswirkung auch gleich mit
einem Risiko verbunden, da viele Vorgidnge in unserem
Korper entweder selbstheilend sein konnen oder zum ,,nor-
malen®“ Reaktionspotenzial der Zellen bzw. der Organe ge-
horen. Daher sind die Wahrscheinlichkeit des Erreichens
einer biologisch wirksamen Konzentration in unserem
Korper sowie die Auslosung eines ernsten biologischen
Schadens zwei wichtige Punkte bei der Charakterisierung des
Risikos, insbesondere bei Substanzen, die persistent sind und
im Organismus akkumulieren konnen. Die dadurch mogli-
chen Langzeiteffekte sind eine besondere methodische Her-
ausforderung und fiir stabile Nanopartikel eine bedeutende
Fragestellung. Es gilt daher bei Substanzen oder Materialien,
deren Wirkung man nicht ausreichend kennt oder bestimmt
hat (groBe Unsicherheit), der Grundsatz, dass die Exposition
weitestgehend zu vermeiden ist, wéahrend dort, wo geniigend
Daten vorhanden sind (hoher Kenntnisstand), durch ein gutes
Risikomanagement das Risiko ebenfalls weitestgehend ver-
mieden bzw. deutlich reduziert werden kann. Fiir die neuen
Materialien, die in nanotechnologischen Entwicklungen ihren
Einsatz finden, ist es also wichtig, von Beginn an das Wissen
zu moglichen biologischen Effekten zu erhéhen und Mes-
sungen als auch Modellberechnungen durchzufiihren, die
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Abbildung 4. Risikoabschitzung und Risikomanagement im Zusam-
menhang mit gesundheitlichen bedenklichen Substanzen oder Mate-
rialien.

eine Einschétzung der Exposition zulassen. Nur mit diesem
Wissen ist es moglich, Risiken zu charakterisieren und, wenn
notig, zu managen (Abbildung 4).

In den folgenden Abschnitten sollen die verschiedenen
Aspekte der Expositionen und biologischen Wirkungen auf-
gezeigt werden. Vor allem das ,,Besondere” der Nanomate-
rialien wollen wir herausstellen, denn es bleibt nach wie vor
die Frage offen: Gibt es eigentlich eine spezielle ,,Nanotoxi-
kologie*“?

3. Expositionsszenarien — mogliche Aufnahmewege

Durch die vielfiltigen Anwendungsmoglichkeiten von
Nanomaterialien kommen die Menschen auf unterschied-
lichste Weise mit ihnen in Berithrung. In diesem Abschnitt
soll darauf eingegangen werden, iiber welche Aufnahmewege
synthetische und freie Nanopartikel in den menschlichen
Korper gelangen konnen.

Auf den ersten Blick offensichtlich erscheint eine Expo-
sition am Arbeitsplatz. Um diese Expositionsszenarios zu
verstehen, konnen entweder direkte Messungen am Arbeits-
platz durchgefiihrt werden® oder die Partikelverteilungen
mit Computermodellen simuliert werden, wie dies im Projekt
NanoCare unternommen wurde.’” Die Messung von syn-
thetischen Nanopartikeln am Arbeitsplatz ist eine Heraus-
forderung, da diese von den immer priasenten Hintergrund-
belastungen unterschieden werden miissen. Dazu miissen
Messstrategien entwickelt und Online-Charakterisierungen
ermOglicht werden. Jedoch soll dies hier nicht im Detail
dargestellt werden, vielmehr sollen die fiir die Toxikologie
wichtigen Eintrittspforten in den menschlichen Organismus
genauer erldutert werden.

3.1. Die Lunge — Haupteintrittspforte fiir Nanoobjekte

Die Lunge ist das Organ, welches die Luft iiber die
Atemwege zu den Alveolen fiihrt, wo Sauerstoff und Koh-
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lendioxid mit der Umwelt ausgetauscht werden. Dieser Gas-
austausch findet in den 300 Millionen Alveolen auf einer
Fliche von ungefihr 140 m? mittels Diffusion statt.”®] Die
Luft im Lumen der Alveolen ist meist nur einige hundert
Nanometer vom flieBenden Blut entfernt, und beide sind
durch eine Epithel- und eine Endothelschicht voneinander
getrennt.?¥

Fremdkorper inklusive Nanoobjekte, die in die Lunge
gelangen, werden teilweise schon in den Atemwegen oder
Bronchien mittels mukozilidrem Transport aus der Lunge
entfernt. Feine Partikel (<2.5 ym) konnen mit dem Luft-
strom bis in die Alveolen transportiert werden (Abbildung 5).

‘ Hyll

Abbildung 5. Inhalierte Partikel, die kleiner als 2.5 um sind (PM,s), ge-
langen in die alveoldren Strukturen der Lunge und kénnen in hohen
Dosen zu Entziindungsreaktionen im Gewebe fiithren. Ein kleiner
Anteil der verabreichten Dosis kann die Luft-Blut-Barriere durchqueren
und ins Blut gelangen. Im vergréferten Bereich ist ein Alveolus darge-
stellt, der von Epithelzellen (blau) ausgekleidet ist. Die Partikel
(Punkte) kénnen von Makrophagen (violett) oder auch dendritischen
Zellen (gelb) aufgenommen werden oder auch durch die sehr schmale
Barriere in die Blutgefifie (rot) gelangen.

Da in den Alveolen kein mukozilidrer Reinigungsmechanis-
mus vorhanden ist, iibernehmen Makrophagen die Fremd-
korperentfernung. Sie ,fressen® alle partikuldren Fremdkor-
per, die in den Alveolen deponiert werden, und transportie-
ren diese in den bronchialen Bereich, wo sie mithilfe der
mukozilidren Clearance aus der Lunge entfernt werden.
Diese iiber die Evolution entwickelten Reinigungsmechanis-
men funktionieren sehr effizient, solange sie nicht chronisch
iiberbelastet werden, wie z.B. bei starken Rauchern oder an
staubbelasteten Arbeitspldtzen. In Tierversuchen wurde ge-
zeigt, dass nanoskalige Partikel, verabreicht in hohen Dosen,
durchaus in der Lage sind, die diinne Luft-Blut-Schranke zu
iiberwinden und dadurch ins Blut zu gelangen.™ Die Menge
an Nanopartikeln, welche durch Inhalation in den Blutkreis-
lauf gelangen, ist ein Bruchteil dessen (<0.05%) was ur-
spriinglich verabreicht wurde! und ist zusitzlich abhingig
von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Partikel.

Die Lunge ist das Organ, iiber das am héufigsten
Fremdstoffe, Feinstdube oder Déampfe aufgenommen

www.angewandte.de

Chemie

1299


http://www.angewandte.de

Aufsitze

1300

werden; es ist als der wahrscheinlichste Fall einer Exposition
anzusehen. Daher verwundert es nicht, dass sich sehr viele
geforderte Projekte zu den Auswirkungen von synthetischen
Nanopartikeln auf die Atemwege konzentrieren (siche
Anhang, Datenbanken und Projekte).

3.2. Nanopartikelaufnahme iiber den Riechnerv — Umgehung der
Blut-Hirn-Schanke

Die geringe Grofle nanoskaliger Objekte erdffnet ihnen
noch einen weiteren Aufnahmepfad von besonderer Bedeu-
tung. Sie konnen im Bereich des Riechepithels iiber Ner-
venfasern inkorporiert werden. Nach Instillation oder Inha-
lation bei Nagetieren mit verschiedenen Partikeln konnte
gezeigt werden, dass der sogenannte transsynaptische Trans-
port fiir nanoskalige Kohlenstoffpartikel, Goldpartikel,
Manganoxid und andere moglich ist.”2% Uber das olfakto-
rische Epithel und Nervus olfactorius im Nasendach konnen
Nanopartikel direkt ins Gehirn gelangen.”! Daneben sind
systemische Aufnahmen iiber Nervus trigeminus (Drillings-
nerv) und sensorische Nervenfasern im Tracheobronchial-
trakt denkbar.®!! Der Mengenanteil, der iiber den olfaktori-
schen Nerv in das Hirn gelangt, ist sehr gering, aber er umgeht
die Blut-Hirn-Schranke.?”

3.3. Die gesunde Haut — eine effektive Barriere fiir viele
Nanomaterialien

Die gesunde Haut des Menschen ist mit 1.5-2 m? Fliche
das Organ, welches den Organismus vor Umwelteinfliissen
und Krankheitserregern schiitzt und gleichzeitig Fliissigkeits-
und Wirmeverlust verhindert. Die menschliche Haut gliedert
sich in drei Hauptschichten: die Oberhaut (Epidermis), Le-
derhaut (Dermis) und Unterhaut (Subcutis). Die dufBerste
Schicht der Epidermis ist die Hornschicht (Stratum corneum
und stratum corneum disjunction), bei der es sich um eine
durchschnittlich 5-20 um dicke Schicht aus toten Plattenepi-
thelzellen (Kerationozyten) handelt, die eine erste mechani-
sche Barriere fiir alle Nanopartikel darstellt. Diese ist sehr
viel dicker als die der Lunge. Darunter liegen die Stachelzell-
(Stratum spinosum) und Basalzellschicht (Stratum basale), die
aus lebenden Zellen bestehen. Die abgestorbenen Zellen
dieser beiden Schichten bilden die Hornschicht und erneuern
damit kontinuierlich von innen heraus die duBlerste Schicht
der Haut. In die Dermis sind Haarfolikel mit Talgdriisen (15—
20 cm? Haut) sowie SchweiBdriisen (ungefihr 150 cm” Haut)
eingebettet. Darunter befinden sich Kapillargefif3e, und die
sogenannten Lamellenkorperchen (Mechanorezeptoren der
Haut), eingebettet in lockeres Binde- und subkutanes Fett-
gewebe.*!

Schon der anatomische Aufbau sowie die stetige Er-
neuerung der menschlichen Haut von innen heraus erschwe-
ren die Aufnahme von Nanopartikeln, vor allem von nicht-
lipophilen, wie sie vorzugsweise in Kosmetika und Sonnen-
creme vorkommen. In verschiedenen Expositionsversuchen,
auch im Rahmen des 6th FP EU-Projektes NANODERM
(NanoDerm, 2008), konnte gezeigt werden, dass verschieden
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modifiziertes TiO, nur auf der Hornhaut bzw. in den obersten
drei bis fiinf Corneozytenschichten des Stratum corneum
disjunctum oder in den Haarfolikeln und Hautfurchen abge-
lagert wird, aber nicht in den tieferen Regionen der Haut
nachweisbar ist. Dabei wurden keinerlei akute Reaktionen
der Haut auf die Nanopartikel beobachtet (NanoDerm,
2008).24%1 Allerdings wurde von einer anderen Arbeits-
gruppe gezeigt, dass sehr kleine Partikel (< 10 nm) durchaus
die Moglichkeit haben, in die Epidermis oder Dermis vor-
zudringen.”® Beschichtungen und/oder Funktionalisierungen
der Partikeloberfldache, welche vielfach eingesetzt werden,
um Agglomeration zu verhindern, konnen das Penetrations-
verhalten stark beeinflussen.”**"! Gestresste oder kranke
Haut ist von Fall zu Fall zu betrachten, hat aber in der Regel
eine hohere Durchléssigkeit fiir alle Arten von Partikeln, da
die Hornschicht verletzt ist.[*!

3.3.1. Franz-Zellen und , Tape stripping“ — zwei standardisierte
Methoden zur Partikel-Durchldssigkeitsbestimmung

In der Franz-Zelle konnen intakte Hautbiopsien auf ihre
Durchléssigkeit von aktiven Molekiilen oder Nanoobjekten
bestimmt werden.?l Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, dass
es keine Riickschliisse iiber den Penetrationsweg zuldsst.
Eine alternative und viel verwendete Methode ist das ,, Tape
Stripping®“. Hier wird immer an der gleichen Stelle mittels
Klebeband die Haut nach Auftragen der Nanoobjekte
schichtweise abgetragen und kann Schicht per Schicht ana-
lysiert werden. Die Interpretation dieser Daten ist nicht
immer ganz einfach, denn Hautfurchen und Haarfolikel sind
verantwortlich, dass nach Abtragen der Hornschicht immer
noch Partikel gefunden werden konnen, die dann félschli-
cherweise der Dermis zugeordnet werden. Diese mdglichen
Artefakte wurden detailliert vom Projektkonsortium Nano-
Derm beschrieben (NanoDerm, 2008), neue Methoden zu
ihrer Erfassung entwickelt und im Schlussbericht publiziert.
Wihrend plausibel gezeigt wurde, dass Metalloxide in Na-
nogrofie die Haut nicht durchdringen, liegen auch Hinweise
vor, dass eher lipophile oder instabile (16sliche) Partikel die
gestresste Haut (Dehnungsversuche) penetrieren konnen®*!
oder durch Losungsmittel angegriffene Haut eher durchlissig
wird.*") Welche Auswirkungen die Nanopartikel auf die dar-
unterliegenden Zellen haben konnen, sofern sie die Horn-
schicht penetrieren, wird im Abschnitt 4 diskutiert.

3.4. Aufnahme iiber den Magen-Darm-Trakt ist von geringerer
Bedeutung

Der Magen-Darm-Trakt ist ein komplexes Barrierege-
webe mit einer Fliche von nahezu 2000 m?, mit unterschied-
lichen Funktionen. Im Magen wird die Nahrung bei einem
pH-Wert von ungefihr 2 aufgeschlossen. Die Naihrstoffe
werden im Diinn- und Dickdarm iiber das Darmepithel auf-
genommen und iiber den Blutkreislauf im Korper verteilt.
Die BlutgefiaB3e liegen aber eine bis mehrere Zellschichten
unterhalb des Darmepithels, sodass Makromolekiile oder
Nanopartikel nicht ohne weiteres in den Blutkreislauf ge-
langen konnen.”?
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Nanoobjekte konnen durch Nahrungsmittel (als
Nahrungsmittelergdnzungstoffe), aber auch nach dem
Einatmen iiber den mukozilidren Riicktransport aus den
Bronchien unbewusst verschluckt werden und so in den
Magen-Darm-Trakt gelangen. Es besteht kein Konsens
dariiber, wie sich Nanomaterialien im Magen-Darm-
Trakt verhalten. So sollen Polystyrolpartikel von 50 und
100 nm im Tierversuch die Darmwand durchqueren und

Angewandte

ins Lymphsystem gelangen,™ andere Studien zeigen
hingegen keine Aufnahme.**! Im Vergleich zu intra-
venOs verabreichten Nanopartikeln im Tierversuch
werden 98% der oral verabreichten Partikel ausge-
schieden, wihrend sich das intravendse Material nach
einer Woche zu ca. 80% in der Leber angereichert
hat.” Die Aufnahme von Nanopartikeln iiber den
Darm konnte eher von geringerer Bedeutung sein, aber
wegen der sehr geringen Datenlage ist eine Bewertung
derzeit nicht moglich.

3.5. Injizierte Nanopartikel umgehen wichtige
Barrieregewebe

Auch wenn viele Entwicklungen der Nanotechnologie
noch am Anfang stehen, ist absehbar, dass sie vor allem in der
Medizin, sowohl fiir Diagnostik als auch Therapie, eine grof3e
Zukunft haben werden.”! Derzeit werden Nanomaterialien
als Kontrastmittel erprobt, um in neuen bildgebenden Ver-
fahren (Rontgendiagnostik oder Kernspintomographie)
Strukturen und Funktionen des Korpers besser darstellen zu
kénnen." Es werden neue Vakzine entwickelt, welche in
oder gebunden an Nanoobjekte effizienter immunisieren als
konventionelle Produkte und Adjuvantien.™ In der Krebs-
bekdmpfung stehen speziell beschichtete Ei-
senoxidpartikel kurz vor der klinischen Zu-
lassung,® welche die Krebstherapie revolu-
tionieren sollen. Diese Anwendungen haben
eines gemeinsam: Die Nanopartikel miissen
entweder in das Zielgewebe oder in den
Blutkreislauf eingespritzt werden, um den
erwiinschten Effekt zu erzielen. Durch die
Injektion werden natiirliche Barrieren wie die
Haut oder das Darmepithel umgangen und
andere Barrieregewebe wie die Blut-Hirn-
Schranke oder bei schwangeren Frauen das
Plazentagewebe relevant.’” Alle moglichen
Aufnahme- und Transportwege sind in Ab-
bildung 6 zusammengefasst.

Ausscheidung

Aufnahme Deposition Injektion Inhalation Ingestion
Magen-
Lunge Darm
Lymphsystem /
- . ZNS /PNS /,
Verteilung & Knochen-| R /
Metabolismus mark
P >~

Herz / N\ \‘\\

Urin Stuhlgang

Abbildung 6. Ubersicht der nachgewiesenen (durchgezogene Pfeile) und
moglichen (gestrichelte Pfeile) Transportwege von Nanoobjekten im mensch-
lichen Kérper. Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [29].

Die Beziehung von in vitro«~in vivo und deren Extrapolation
auf den Menschen ist in Abbildung 7 abgebildet. In-vitro-
Studien sind sehr vereinfachte biologische Modelle, die eine
schnelle und kostengiinstige Abschitzung der Wirkung von
xenobiotischen Substanzen oder Nanomaterialien ermogli-
chen. Der Vergleich von verschiedenen Zelltypen, die aus
unterschiedlichen Geweben oder Organismen isoliert
werden, ermoglicht eine Evaluation iiber gewebe- oder art-
spezifische Wirkungen hinaus. Komplexe Fragestellungen zur
Aufnahme, Verteilung (distribution), Metabolisierung und
Ausscheidung (exkretion) (ADME) konnen nur in Tierstu-
dien (in vivo) ausreichend beantwortet werden. Die stetige
Verbesserung von In-vitro-Modellen hin zu komplexen,
mehrzelligen Systemen”'* oder ganzen Organen® erlauben

0.01 mg / kg

Risiko abgeschatzt
fiir gesamte
Population

Sicherheitsfaktor 10
fur Variabillitsat des
Menschen

0.1 mg /! kg

\Extrapolation

Sicherheitsfaktor 10
fir Speziesunterschiede

4. Gefihrdungsnachweis — biologische
Wirkung von Nanoobjekten

Vergleich

Verschiedene biologische Modelle
werden fiir die Bestimmung der Exposition
und Toxizitdt von Nanomaterialien verwen-
det, um eine moglichst genaue Voraussage
der Gefihrdung durch diese neuen Materia-
lien fiir den Menschen machen zu konnen.
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Abbildung 7. Vorgehen bei der Evaluation der Toxizitdt von Nanoobjekten fiir den Men-
schen. Dabei wird deutlich, dass die im Versuch erhaltenen Grenzwerte (hier mit

1 mgkg ™' angenommen) durch die Sicherheitsfaktoren (zum einen der Speziesunter-
schied zwischen Tier und Mensch und zum anderen die interindividuellen Unterschiede
beim Menschen) um den Faktor 100 herabgesetzt werden, um Grenzwerte beim Men-
schen zu fixieren.
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jedoch eine immer differenziertere Betrachtung moglicher
Wirkungsmechanismen und fithren langfristig auch zu einer
Verringerung der Anzahl von Tierversuchen.

4.1. Nanopartikeleffekte in der Lunge

Epidemiologische Untersuchungen von (Ultra-)Fein-
stduben ergaben, das inhalierbare Nanomaterialien Ausloser
fiir verschiedenste Lungen-, Herzkreislauf- und Nervensys-
temerkrankungen sind."**! Auch wenn es vergleichbare
Studien zu synthetischen Nanopartikeln nicht gibt, da es an
den entsprechend exponierten Kollektiven fehlt, gibt es der-
zeit keinen Grund anzunehmen, dass fiir synthetische Nano-
partikel gleicher Gro3e grundsétzlich andere Auswirkungen
angenommen werden sollten. Allerdings konnten die glei-
chen, neuen Eigenschaften, welche die Nanopartikel fiir die
Nanotechnologie so attraktiv machen, auch Grund fiir mog-
liche neue toxische Wirkungen sein. Nanopartikel miissen
daher im Vorfeld einer grofitechnischen Anwendung sorg-
faltig auf ihre biologischen Wirkungen hin untersucht werden.

4.1.1. Oxidativer Stress, Entziindungen und Genotoxizitit

Obwohl der genaue Wirkmechanismus von Nanoparti-
keln, Nanofasern oder Nanoplittchen noch nicht vollstdndig
verstanden ist, erscheint es plausibel, dass die spezifische
Oberflache des Nanomaterials, die bei kleineren Partikeln
erheblich groBer ist als bei grofleren Partikeln, ein Schliis-
selfaktor bei der Bildung von freien Sauerstoffradikalen
(ROS) ist (siche Abschnitt 5.2 und Abbildung 13). Freie Ra-
dikale konnen, wenn sie in groler Menge in Zellen vorhan-
den sind, unkontrolliert mit Zellkomponenten (Lipiden,
Proteinen und DNA) interagieren und so die Zellen schidi-
gen. Dies wurde in vitro als auch in vivo fiir unterschiedliche
Typen von Nanopartikeln und Nanofa-
sern (Cg-Fullerene, Kohlenstoff-Nano-
rohren, TiO,, DieselruB3partikel etc.) ge-
zeigt.” Die Bildung von ROS (z.B. das
Superoxidanionradikal und das Hydro-
xylradikal) kann verschiedene Ursachen
haben: 1) ROS konnen direkt an der
Oberfliche der Nanoobjekte entste-

—
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auf eine Verletzung, die den Heilungsprozess initiiert und das
Immunsystem aktiviert. Dabei werden Cytokine wie TNFa
oder Interleukine (IL-8, IL-6, IL-2) ausgeschiittet. Ist die
ROS-Bildung so stark, dass die Abwehrsysteme der Zelle
oder Gewebe versagen, ist es nicht auszuschlieen, dass eine
Reaktion der Radikale mit Makromolekiilen der Zellen
stattfindet, die negative Folgen hat.[*! Nach Instillation oder
Inhalation von CNTs oder TiO, in hohen Dosen wurde die
Bildung von Fibrosen und bronchialer Granuloma beobach-
tet, welche die Lungenfunktionalitdt der Versuchstiere sehr
beeintrichtigten.”**7" Wihrend die Lungenfunktion und
Langzeit-Entziindungsreaktionen ausschlieflich im Tierver-
such getestet werden konnen, ist der oxidative Stress nur
in vitro nachweisbar. Ebenfalls sei an dieser Stelle nochmals
ausdriicklich darauf hingewiesen, dass die in diesem Ab-
schnitt beschriebenen Versuche und Wirkungen ausnahmslos
im Hochdosisbereich durchgefiihrt bzw. beobachtet wurden
(vgl. Abschnitt 7.2).

4.1.2. Das Faser-Paradigma

Lange und steife Fasern konnen im Gegensatz zu sphéri-
schen Partikeln nicht ohne weiteres tiber den mukozilidren
Reinigungsmechanismus aus der Lunge geschafft werden.
Insbesondere Fasern, die ldnger als 20 um sind sowie einen
Durchmesser kleiner als 3 um haben und auflerdem bioper-
sistent sind (z. B. Asbestfasern), konnen nicht mehr von Ma-
krophagen phagozytiert werden”! und 16sen in der Lunge
Entziindungen, Fibrose und auch Krebs aus (Abbildung 8).["”!
Ein- und mehrwandige Kohlenstoff-Nanorohren (CNTs)
werden vermehrt in verschiedensten Anwendungen in der
Materialwissenschaft eingesetzt. Sie haben groBe Aufmerk-
samkeit wegen ihrer gesundheitlichen Bedenklichkeit er-
langt, welche mit ihrer morphologischen Ahnlichkeit zu
Asbest begriindet wird.[** 78 In einer Studie an Miusen

Faser-Exposition

|

Deposition

]

kurze Fasern

hen;®" 2) Ubergangsmetalle kénnen als
Katalysatoren zur Bildung von ROS l

wirken;®  3) Nanoobjekte schidigen

Mitochondrien, wodurch das Gleichge-

wicht in der Atmungskette gestort vollstindige

wird;® 4) bei der Aktivierung von Ma- Phagozytose und
. Makrophagen-

krophagen oder Neutrophilen durch reinigung

Nanoobjekte produzieren diese Zellen

selbst ROS oder RNS (Stickstoffradika-

le).[%%

Konnen diese Radikale nicht durch —
endogene Antioxidantien (z.B. Vit- gereinigt

amin C) gebunden oder durch antioxi-
dative Enzyme abgebaut werden, 10sen
sie eine Entziindungsreaktion aus. Eine
Entziindung ist eine natiirliche Reaktion  versity Press.
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Auflésung unvollstindige Phagozytose,
Zellaktivierung, keine
l Reinigung
— brechen auflésen l

Entziindung, Fibrose,
Krebs

Abbildung 8. Das Faser-Paradigma. Abdruck nach Lit. [84] mit Genehmigung von Oxford Uni-
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konnte gezeigt werden, dass nur CNTs, die sehr lang
(>20 pm) und sehr dick (>80 nm) sind, nach Einspritzen in
die Bauchhohle asbestihnliche Gewebeverdnderungen indu-
zierten.””! Die gleiche Studie zeigte auch, dass die kiirzeren,
»verkndulten“ CNTs keine solche Reaktion auszuldsen ver-
mochten. In-vitro-Studien bestitigten, dass die Art, wie die
CNTs suspendiert wurden, einen direkten Einfluss auf ihre
Toxizitit hat."”) Demgegeniiber gibt es einige Hinweise, dass
heutige industriell hergestellte CNTs nur eine geringe akute
Toxizitit aufweisen.

Ob das Faser-Paradigma iiber der chemischen Zusam-
mensetzung der Fasern steht, muss mit weiteren anorgani-
schen Fasern sicher noch verifiziert werden.

4.2. Wirkung von Nanoobjekten auf die Haut

Die hohen Schutzfaktoren von Sonnencremes werden
durch Zugabe von beschichteten Titan- oder Zinkoxidnano-
partikeln erzielt, die als UV-Absorber dienen. Im Sinne der
Vorsorge werden auch andere Nanomaterialien wie CN'Ts,*!
Silbernanopartikel ***! Quantenpunkte*¥%! oder Alumi-
nium™ auf ihre mogliche toxische Wirkung iiberpriift, wobei
immer zu beachten ist, ob diese Materialien auch die Horn-
schicht des Stratum corneum in ausreichender Weise pene-
trieren konnen. Vermehrt werden Fullerene (Cy) als Radi-
kalfinger in Kosmetika beigemischt (Vitamin C60 BioRe-
search Corporation; siehe http://www.vc60.com/). Diese li-
pophilen Partikel konnen in die Epidermis penetrieren,
wurden aber nicht in der Dermis gefunden.[**"

4.2.1. Effekte in der Haut und auf Hautzellen

Etliche In-vivo-Studien (zusammengefasst in Lit. [34,91])
zeigen, dass weder nanoskaliges TiO,">*! oder ZnOP+*
noch lipophile Cg-Fullerenel*?"! eine Irritation der Haut
oder Zeichen einer allergischen Reaktion auslosen, auch
wenn jiingst nachgewiesen wurde, dass Zn*" aus ZnO-halti-
gen Sonnencremes in den Korper gelangen kann.”® Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu einer Reihe von In-vitro-
Studien, die mit menschlichen Hautzellen (Keratinozyten)
oder Bindegewebezellen (Fibroblasten) durchgefiihrt
wurden. So wurde fiir hohe Dosen von Nano-TiO, (Gr6Ben
zwischen 3 und 10 nm) eine Aufnahme und eine signifikante
Reduktion der Zellfunktion bestimmt.’®’ Einmal in die
Zelle aufgenommen,”! kénnen ein- oder mehrwandige CNTs
zytotoxische Reaktionen in Keratinozyten auslosen, z.B.
oxidativen Stress,'®! die Produktion von Entziindungsfakto-
ren induzieren"""'" oder sogar Zelltod (Apoptose oder Ne-
krose) verursachen.!'””! Einige Studien weisen darauf hin, dass
speziell sehr kleine Nanopartikel aus TiO, oder ZnO eine
photokatalytische Wirkung haben und dadurch in den
obersten Hautschichten die Produktion von freien Radikalen
induzieren, welche die DNA schidigen!"™ %! oder die Zell-
funktion mindern kénnen.®*”! Die Diskrepanz zwischen
Ergebnissen aus In-vivo- und In-vitro-Studien liegt darin, dass
die meisten Nanopartikel kaum durch die Hornschicht der
Haut dringen. Diese Vermutung wird durch den Fakt ge-
starkt, dass erst wenn CNTs oder ,hat-stacked“-Nanofasern
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subkutan in Ratten implantiert werden, diese eine Granulo-
ma-bildende Reaktion auslosen.['”1%]

Das Penetrationsvermogen und die Wirkung von Nano-
partikeln auf geschédigte, kranke oder verletzte Haut kann
sicher erheblich hoher sein, als bei gesunder Haut und muss
von Fall zu Fall separat abgekldrt werden (ausfiihrlich zu-
sammengefasst in Lit. [35]).

4.3. Auswirkungen von Nanoobjekten auf das Darmepithel

Inhalation und Ingestion werden als die zwei wichtigsten
Eintrittspforten fiir Nanoobjekte angesehen. Ein GroBteil der
inhalierten Nanoobjekte wird iiber den mukozilidren Reini-
gungsmechanismus aus der Lunge transportiert und danach
verschluckt, wobei sie den Magen-Darm-Trakt erreichen.PY
Das Darmepithel ist von einem Mucus (Glycoproteine)
iiberzogen, der von Goblet-Zellen sezerniert wird und zum
Schutz des Epithels vor Proteasen und Magensiure dient.”

Es ist davon auszugehen, dass die Nahrungsmittelin-
dustrie die Moglichkeiten der Nanotechnologie vermehrt
nutzen wird, z.B. in der Neukonzeption von Verpackungen
oder im Nahrungsergénzungsmittelbereich. Mikroformulie-
rungen von Titandioxid oder Silica sind unbedenklich und
werden seit Jahrzehnten als Aufheller oder Rieselhilfen ein-
gesetzt und sind zugelassene E-Stoffe.''"! Die Verpackungs-
folien mit multifunktionellen Eigenschaften werden zusitz-
lich mit Silicaten ausgeriistet, um den Gasaustausch zu ver-
hindern, oder mit Silbernanopartikeln versehen, um die Le-
bensmittel langer frisch zu halten. Im Sinne der Vorsorge und
der Sicherheit von nanotechnologischen Anwendungen
werden immer mehr Nanomaterialien auf ihre Toxizitidt auch
fiir den Magen-Darm-Trakt tiberpriift. Bis heute ist nach wie
vor unklar, wie viele Partikel tiber den Magen-Darm-Trakt in
den Blutstrom gelangen konnen. Frithe In-vivo-Arbeiten mit
"“C-markierten Fullerenen oder '*’Ir-Nanopartikeln kamen zu
dem Ergebnis, dass nur ein sehr geringer Anteil der verab-
reichten Partikel adsorbiert wurde und keine akut toxischen
Effekte auftraten.l**!"] Fiir In-vitro-Studien wird hauptsich-
lich die menschliche Darmadenokarzinoma-Zelllinie Caco-2
verwendet. Eine vergleichende Arbeit zeigt eine akute Zy-
totoxizitdt und Genotoxizitdt fiir ZnO, TiO, und SiO, bei
relativ hoher Konzentration von 80 ugcm™ Monoschicht.'
Die Anzahl publizierter Arbeiten in diesem Bereich ist sehr
gering und kann daher sicherlich nicht die Grundlage fiir eine
abschlieSende Beurteilung sein.

4.4. Materialeigenschaften und Wirkung

Fiir die toxikologische Betrachtung von Partikeln wurde
und wird bisher als Parameter die Massedosis als Bewer-
tungsgrundlage verwendet. In Deutschland ist von der MAK-
Kommission der DFG als Grenzwert fiir eine Arbeitsplatz-
belastung fiir die lungengingige Fraktion (R) (frither ,,Fein-
staub“ (F)) eine Obergrenze von 1.5 mgm'* und fiir die in-
halierbare Fraktion (I) (frither ,,Gesamt-Staub“ (G)) eine
Konzentration von 4 mgm™" festgesetzt worden. Wie aus
Abbildung 11 (siche Abschnitt 5.2) ersichtlich ist, verdndern
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sich bei gleicher Masse wichtige Parameter der Partikel, wenn
diese verkleinert werden.

Seit nunmehr 10 Jahren ist in der Diskussion, ob die
Masse als Kriterium fiir eine Nanopartikelbelastung geeignet
ist, oder ob nicht besser die Anzahl oder die Oberflichendosis
verwendet werden sollte. Dafiir spricht, dass fiir das Auftreten
von Entziindungsmarkern in der Lunge eine lineare Korre-
lation zur spezifischen Gesamtoberfldche von TiO,-Partikeln
unterschiedlicher Grofie, nach Verabreichung an Ratten und
Miusen, aufgezeigt werden konnte.'! Eine vergleichbare
Beziehung zwischen GroBe und Wirkung konnte in vitro an
Lungenzellen fiir unterschiedlich grole Vanadiumoxidparti-
kel in vivo fiir Nickel""” als auch fiir verschieden groBe
Kohlenstoffpartikel aus Verbrennungsprozessen!!'! bestitigt
werden. Aus diesen Resultaten kann abgeleitet werden, dass
die GroBe bzw. die totale Oberfliche gemessen in m*g ! nicht
nur ein wichtiger Parameter fiir die physikalisch-chemischen
Eigenschaften eines Nanomaterials ist, sondern auch fiir
dessen Wirkungen in biologischen Systemen als Pradiktor
verwendet werden kann. Mit dieser Hypothese geht einher,
dass Modifikationen an der Oberfldche von Nanoobjekten
direkte Auswirkungen auf die Toxizitdt dieser Materialien
haben. Fiir funktionalisierte CNTs konnte gezeigt werden,
dass mit steigender Zahl der funktionellen Gruppen auf der
Oberflache pro CNT, in diesem speziellen Fall handelt es sich
um Phenyl-SO;H-Gruppen, die Zytotoxizitit stetig sank.!']
Die gleiche Tendenz wurde auch fiir funktionalisierte Fulle-
rene beobachtet.!''s Die sehr toxischen Quantenpunkte aus
CdSe miissen zum Schutz der biologischen Matrix mit einer
Schicht aus biokompatiblem Material umhiillt werden. Fiir
ein solches Material wurde demonstriert, dass die biologische
Wirkung von der Hiille stark beeinflusst wird, wihrend der
Transport bzw. die Aufnahme in die Zellen davon vollig un-
abhingig war.[’

An dieser Stelle wollen wir aber auch darauf hinweisen,
dass dieser einfache Bezug zwischen GroBe und Wirkung
nicht fiir alle Materialien gilt, denn es gibt Beispiele, die
entweder eine Unabhéngigkeit von der Grofie belegen bzw.
sogar berichten, dass die groBeren Partikel toxischer sein
konnen. In diesem Zusammenhang zeigten Warheit et al.,
dass TiO, unabhéngig von der Grof3e, aber abhéngig von der
Form und der Kristallinitit wirken kann,'”” und Quarz
ebenfalls von der Oberflichendosis unabhingig wirkt.['?!! Fiir
Nickelferritpartikel gilt diese Regel offensichtlich genau
umgekehrt, denn grof3e Partikel sind in neuronalen Zellkul-
turen erheblich wirksamer als Nanopartikel desselben Mate-
rials.['??]

Die in diesem Abschnitt dargestellten biologischen In-
teraktionen von Nanopartikeln mit Zellen, Organen oder
Organismen fassen die wichtigsten Studienergebnisse zu-
sammen, konnen und wollen aber nicht den Anspruch auf
Vollstandigkeit erfiillen — das wiirde den Umfang dieses
Aufsatzes sprengen. Was aus allen zitierten Studien aber
prinzipiell deutlich wird, ist die Tatsache, dass nur dann
Wirkungen nachgewiesen werden konnten, wenn die Dosis
oder Konzentrationen im hohen bis sehr hohen Bereich lagen.
Daher sind die Ergebnisse nur unter mechanistischen As-
pekten relevant, haben aber fiir den Arbeitsplatz oder die
Umwelt nur eine untergeordnete Bedeutung. Da neue, syn-
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thetische Nanopartikel noch nicht in relevanten Mengen in
die Umwelt gelangen, sind auch so gut wie keine epidemio-
logischen Daten dazu verfiigbar, und es wird nach wie vor auf
die umweltrelevanten Feinststiube zuriickgegriffen./*"

5. Die drei Prinzipien der Nanotoxikologie

An dieser Stelle wollen wir der Frage nachgehen, ob es an
der Nanotoxikologie tatsdchlich etwas Spezielles gibt. Wenn
die spezifischen Wege der Aufnahme (Abschnitt 4) und das
Besondere der Nanomaterialien an sich in Betracht gezogen
werden, ist es durchaus anzunehmen, dass daraus auch be-
sondere Mechanismen resultieren konnen, die in biologischen
Systemen eine Rolle spielen. Es sind drei Prinzipien, die wir
identifiziert haben, die fiir Nanopartikel bzw. Nanomateria-
lien etwas Besonderes darstellen und somit durchaus dem
Begriff ,,Nanotoxikologie* eine Berechtigung geben.

5.1. Transportprinzip

Das erste und auch wahrscheinlich wichtigste dieser
Prinzipien ist das Transportprinzip, das auch als , Trojani-
sches-Pferd-Prinzip“ bezeichnet werden konnte. Das
Grundprinzip ist schon in fritheren Arbeiten zur Partikelto-
xizitdt beschrieben worden, die den Prozess der Phagozytose
als Ausgangspunkt einer toxischen Wirkung von Nickel- und
Zinkverbindungen ausgemacht haben (siehe Ubersicht in
Lit. [123]). Dies wird fiir Nanopartikel dadurch erweitert,
dass nicht nur der Prozess der Phagozytose von Bedeutung ist,
sondern auch alle anderen Aufnahmemechanismen dafiir
verantwortlich gemacht werden konnen, dass Metalle, Me-
talloxide oder andere partikuldre Systeme in NanogroBe in
eine Zelle hineingelangen® und dort auf verschiedene Weise
zu einer biologischen Reaktion fiihren (Abbildung 9). Dabei
konnen die Partikel unter 100 nm Durchmesser so gut wie mit
allen Vesikeltransportwegen in die Zelle gelangen,12*127! al-
lerdings werden auch weitere Moglichkeiten in Betracht ge-
zogen. So ist beschrieben, dass Nanopartikel iiber direkte
Rezeptorbindung in die Zelle gelangen!'®"! oder sogar
durch die Plasmamembran hindurch ,,diffundieren“ kénnen,
was auch als adhisive Interaktion bezeichnet wird.[?126:132]
Einen Beweis fiir diese Art von Aufnahme lieferten Gehr
et al., die mit Erythrozyten zeigen konnten, dass Nanoparti-
kel in das Zellinnere gelangen, wihrend grof3en Partikeln dies
nicht gelingt."* Dies ist insofern erstaunlich, da Erythrozyten
iiber keine konventionellen Aufnahmemechanismen mehr
verfiigen.

Egal auf welchem Weg die Nanopartikel aber in die
Zellen gelangen konnen, ist der Vorgang tatséchlich dem
Trojanischen Pferd sehr vergleichbar, da mit dieser Ein-
schleusung eines Partikels in das Zellinnere ein ganzes
»Paket“ eines Materials abgeliefert wird (Abbildung 10).
Dabei macht es zusitzlich durchaus einen Unterschied, nach
welchem Mechanismus die Nanopartikel in die Zelle gelan-
gen. Eine Aufnahme iiber vesikuldre Prozesse bedeutet, dass
die Partikel von einer Membranhiille umgeben sind (z.B.
Caveolae), wihrend der freie Transport durch die Membran
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Abbildung 9. Mégliche Aufnahmemechanismen fiir Nanopartikel in Zellen. Anders als gréRere Partikel
(>500 nm), die ausschlieflich iiber Phagozytose aufgenommen werden koénnen, kénnen Nanopartikel
unterschiedliche Transportmechanismen verwenden, um in die Zelle zu gelangen. Abdruck nach

Lit. [133].
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menhang verdeutlichen. Zink ist
ein essenzielles Element, das wir
taglich mit der Nahrung aufneh-

Diffusion men miissen, da speziell unser

pder andere Immunsystem, aber auch jede
Y. . unspezifische R I .
Mechanismen? andere Korperzelle, davon eine

gewisse Menge bendtigt, um so
wichtige Vorgénge wie die Gen-
regulation zu steuern.'™ Be-
kommt eine Zelle aber zuviel
davon, so gerdt ihre Steuerung
auBer Kontrolle und sie stirbt ab,
indem sie den ,,programmierten
Selbstmord*, die Apoptose, insze-
niert.'®! Ein mittleres Nanoparti-
kel bestehend aus Zinkoxid mit
einem Durchmesser von 10-50 nm
enthdlt zwischen 50000 und
8 Millionen  Zinkatomen. Bei
einem typischen Zellvolumen von
ca. 500 Femtolitern wiirden diese
Mengen bei einer gleichméBigen
Verteilung in der Zelle einer Konzentration von
150 nm bis 25 um entsprechen. Da aber Konzen-
trationen iiber 100 um bereits schidlich sein
konnen, deponiert schon eine kleine Anzahl Na-
nopartikel eine toxische Menge an Zink in der
Zelle, wenn die Nanopartikel sich auflosen. Tat-
sdchlich ist dies auch nachweisbar und konnte
gerade fiir Zinkoxid-Nanopartikel bereits bestitigt
Werden.[127’136’137]

Das Transportprinzip erklirt, dass insbesonde-
re Materialien, die fiir sich genommen bereits eine
gewisse Toxizitdt haben, gerade in Nanogrofe be-
sonders kritisch sein konnen, da die Verteilung in
einer partikuliren Form hé&ufig weniger kontrol-
liert wird als der Transport einzelner Molekiile,
deren Aufnahme in die meisten Korperzellen sehr
genau reguliert wird.

Rezeptor-
abhingige
Mechanismen?

5.2. Oberfldchenprinzip

Abbildung 10. Vergleich von Nanopartikeln und groen Partikeln bei der Aufnahme

durch vesikulare Strukturen (Caveolae). Nur die Partikel mit einem Durchmesser
deutlich kleiner als 100 nm gelangen in eine sich formende Caveola und kénnen
damit in die Zelle transportiert werden. Entsteht im Zellinneren aus den Vesikeln
ein Lysosom, kénnen sich Materialien wie ZnO auflésen und lonen in das Zytoplas-
ma abgeben (blau dargestellt). Das TEM-Bild rechts verdeutlicht, dass dieser Auf-
nahmeweg tatsichlich auch in lebenden Zellen eine Rolle spielt. Deutlich sind zwei

Nanopartikel in einem sich bildenden Vesikel zu erkennen.

den direkten Kontakt der Partikel zu den Plasmaproteinen
und anderen Molekiilen der Zelle zulassen wiirde, was deut-
lich kritischer zu beurteilen wire. Die Aufnahme von Nano-
partikeln kann fiir die Zelle durchaus fatale Folgen haben,
wenn es sich bei dem Material z.B. um ein unvertrigliches
Metall handelt und/oder sich das Material unter physiologi-
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Partikel, die sich nicht 16sen, sondern fiir lange
Zeit stabil also biopersistent sind und moglicher-
weise in Zellen akkumulieren, konnen dagegen auf
andere Weise ,,aktiv werden, und damit sind wir
beim zweiten Prinzip, dem Oberflachenprinzip.
Vergleichen wir Partikel unterschiedlicher Grofie
miteinander, so veridndern sich mit dem Durch-
messer auch die Oberflidche und das Volumen eines
Partikel (Abbildung 11). Wird der Durchmesser um den
Faktor 10 verkleinert (im Beispiel von 1 pm zu 100 nm), dann
wird die Oberfliche um den Faktor 100, das Volumen um den
Faktor 1000 kleiner. Soweit ist dies reine Mathematik — es
wird aber ein biologisch wichtiger Faktor, da wir bei der to-
xikologischen Testung einer Substanz oder eines Materials
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0.01 0.1 A [um]

@ [um] A [um?] V [um?] Anzaﬁl* [N] A* [um?]
1 3.1425000 0.523625000 1 3.143
0.1 0.0314250 0.000523625 1000 31.425
0.01 0.0003143 0.000000524 1000000 314.250

*: gleiche Masse

Abbildung 11. Vergleich von Partikeln mit unterschiedlichem Durch-
messer in Bezug auf Oberfliche und Volumen. Auf der rechten Seite
sind die Anzahl sowie die spezifische Oberfliche der Partikel bezogen
auf die gleiche Massekonzentration angegeben.

bisher die Masse als MaB der Wirkung zugrunde legen (Dosis-
Wirkungs-Beziehungen). Wenn wir hier ein ganz bestimmtes
Material einsetzen, davon aber Partikel mit den drei ver-
schiedenen Durchmessern von 1 pum, 100 nm und 10 nm ver-
wenden, so erhoht sich bei gleicher Masse die spezifische
Oberflache der eingesetzten Partikel fiir jeden Schritt um den
Faktor 10 und die Anzahl der einzelnen Partikel sogar um den
Faktor 1000 je Dezimalschritt (Abbildung 11). Was bei der
Katalyse oder anderen chemischen Reaktionen durch die
Verkleinerung der Partikel dazu fiihrt, dass die Reaktionen
besser oder schneller ablaufen, fithrt im biologischen System
zu einer erhohten Reaktivitdt mit Zellen oder deren Kom-
ponenten.

Als Partner stehen bei kleineren Partikeln erheblich mehr
Atome auf der Oberfldche der Partikel zur Verfiigung und
damit ist auch eine wesentlich bessere Interaktion mit der
Umgebung moglich. Die Abbildung 12 verdeutlich, dass sich
ab 100 nm und kleiner ein deutlicher, weil exponentiell stei-
gender Anteil der beteiligten Atome oder Molekiile eines
Partikels an dessen Oberfliche befindet. Dadurch koénnen
positive (z.B. antioxidative Wirkung, Transportfunktion fiir

60

of \

20

1
10000

Molekiile an der Oberfliche (%)

Durchmesser (nm)

Abbildung 12. Prozentanteil der an der Oberfliche befindlichen Mole-
kiile als Funktion der Partikelgréfle und des Gesamtmolekiilgehalts.
Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [29].
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Therapeutika) wie negative Wirkungen (z.B. oxidative Wir-
kung, Protein-Bindung) erheblich verstarkt werden.

Dieser Sachverhalt wurde bereits vor Jahren von Nel et al.
in einem beachtenswerten Beitrag zur Toxizitdt von Nano-
materialien beschrieben'® und inzwischen nochmals aktua-
lisiert."®®! Es wurde verdeutlicht, dass die Kleinheit gleich-
zeitig auch bedeuten kann, dass neben der groBen Zahl an
vorhandenen Reaktionspartnern an der Oberfliche auch
Oberflicheneffekte (wie Kristallgitterdefekte) wegen der
enormen Kriimmung der Partikel oder die auf physikalische
Effekte zuriickzufiihrende Absorption von Photonen eine
chemische Reaktion herbeifiihren konnen. So kann die
Energie, die im Partikel aufgenommen und gespeichert wird,
iiber die Bildung von Radikalen oder den Abbau von Koh-
lenwasserstoffen wieder abgegeben werden (Abbildung 13).
AufBlerdem fungieren Molekiile, die von der gleichen Gro-
Benordnung wie Proteine sind, auch als direkte Bindungs-
partnerr, die an der Oberfliche adsorbieren konnen.!'*4
Dies konnte zur Inaktivierung (d.h. Hemmung) oder anderen
Veranderungen der Proteine fiithren.

OH OH UV-Licht oder Energie
C -
o] Cc R
UV-Licht />~ (*
: 0,
OH <\ i o
& Proteinbindung
0° R
Fe
Ve
OH '
H,0,

Abbildung 13. Oberflichenreaktivitit von Nanopartikeln. Kristalline
Strukturen oder Quanteneffekte bewirken eine Energieabsorption und
-weitergabe, was zur Bildung von Radikalen fiihren kann, den Abbau
von Kohlenwasserstoffen katalysiert oder eine Bindung an Makromole-
kiile wie Proteine unterstiitzt. Diese Reaktionen konnen sich nachteilig
auf die Physiologie einer Zelle auswirken.

Mehrere Studien haben in der Vergangenheit einen sol-
chen Zusammenhang mit der Grofe der Partikel herstellen
konnen. So konnten Oberdorster et al. in Versuchen mit
Miusen und Ratten zeigen, dass TiO,-Partikel in direkter
Abhingigkeit der spezifischen Oberfldche eine entziindliche
Reaktion in der Lunge auslosen,'™™ und Stoger et al. haben
die gleichen Verhiltnisse fiir Verbrennungspartikel beob-
achtet."" Weitere Studien haben dies im Inhalationsversuch
fiir verschieden groBe Nickelpartikel®! und andere Mate-
rialien beschrieben.""!! Zusitzlich konnte fiir Polystyrolpar-
tikel,'*! Kohlenstoffpartikel, CNTs!'**!*! SjO,-Partikel®!!
und Vanadiumoxide!''¥! ein solcher groBenabhingiger Effekt
in Zellkulturen oder auch im Tierversuch nachgewiesen
werden. Dariiber hinaus ist die Reaktivitdt der Partikel ein
wichtiger Faktor, der auch direkt von der spezifischen Ober-
fliche abhiingt. Dies konnte z.B. fiir TiO,,"*!'*! Kupferl!*!
und Quarz” gezeigt werden. Dennoch bleiben hier auch

Angew. Chem. 2011, 123, 1294—1314


http://www.angewandte.de

Nanotoxikologie

Widerspriiche offensichtlich, da Effekte auch unabhéngig von
der GroBe auftreten,['**12!]

Die physikalischen Merkmale der Nanopartikel haben
somit einen erheblichen Anteil an den moglichen Auswir-
kungen auf lebende Systeme. Jedoch konnen auch die che-
mischen Eigenschaften ganz betrichtlichen Einfluss auf die
Wirkungsstirke haben, wie Arbeiten von Karlsson et al.
deutlich machen.'¥! Diese Arbeit offenbart ganz unter-
schiedliche GroBenabhingigkeiten der Toxizitdt. So konnen
die kleineren Partikel (CuO) oder aber auch die groBeren
(TiO,) toxischer sein, oder aber ein anderes Material hat
iiberhaupt keine unterschiedliche Wirkung, egal in welcher
GroBe es appliziert wird (Eisenoxide). Damit sind wir beim
dritten Prinzip der Nanotoxikologie, dem Materialprinzip.

5.3. Materialprinzip

Nahezu alle Materialien wie Metalle, Metalloxide, Poly-
mere, Kohlenstoff usw. konnen in Form von Nanoobjekten
hergestellt werden. Meist geht dies mit neuen chemischen
oder physikalischen Eigenschaften des Materials einher, Fi-
genschaften, die hdufig durch die Besonderheit der Oberfl4-
che der kleinen Teilchen, Fasern oder Pliattchen bestimmt
sind, aber auch von der niedrigen Zahl der darin enthaltenen
Atome oder Molekiile abhéngig sein konnen. Dabei spielt es
fiir biologische Systeme, die mit diesen Materialien in Kon-
takt kommen, durchaus eine grof3e Rolle, aus welchem Ma-
terial diese kleinsten Teilchen bestehen, vollig unabhingig
davon, dass diese die gleiche Grofle oder Form haben. So
haben Nanoobjekte aus Zinkoxid ganz andere Wirkungen als
vergleichbare Metalloxide mit Eisen, Silicium, Aluminium,
Cer oder anderen Elementen.’>*1% Damit wird aber au-
Berdem deutlich, dass die Kleinheit an sich zwar nach dem
ersten Prinzip (Transportprinzip) von gesundheitlicher Rele-
vanz ist, dies aber nicht hinreichend ist, um auch wirklich eine
nachteilige, ndmlich toxische Wirkung zu haben. Dazu ist es
auflerdem notwendig, dass es sich zusitzlich um ein reaktives
Teilchen handelt, d.h. auf der Oberfliche Reaktionen kata-
lysiert werden oder ablaufen konnen (Abbildung 13) bzw. die
Molekiile oder Atome sich aus dem Material herauslosen und
dann fiir entsprechende Reaktionen in der Zelle sorgen
konnen (Abbildung 14).

Ebenso offensichtlich ist es, wenn wir nicht nur verschie-
dene Materialien einer Grofle vergleichen, sondern ein und
dasselbe Material in verschiedenen Konformationen oder
Modifikationen. Das beste Beispiel dafiir ist Kohlenstoff, der
in sehr unterschiedlichen Modifikationen vorkommt und in
den verschiedenen Formen durchaus unterschiedliche Reak-
tionen biologischer Systeme hervorruft. So ist bisher fiir
Diamant in NanogroB3e keine nachteilige Wirkung gefunden
worden, 52 IndustrieruB (carbon black) zeigt hingegen
meist biologische Wirkungen, wenn auch hiufig nur in relativ
hohen Konzentrationen,?>'*"'* Fullerene scheinen eher
ohne Wirkung zu bleiben (insbesondere wenn auf eine 16-
sungsmittelfreie Suspension geachtet wird),'"*"** wihrend
CNTs je nach Linge”” oder Aggregationsstatus’ gesund-
heitlich relevante Wirkungen auslosen konnen. Dabei konnen
aber auch kontaminierende Substanzen, wie die katalytisch
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Abbildung 14. Vergleich der biologischen Wirkung von Nanopartikeln
unterschiedlicher Zusammensetzung (&: TiO, 10-20 nm; Industrieru
(CB; carbon black) 15 nm; CeO, 20 hm; ZrO, 10-25 nm; ZnO 40 nm;
AIOOH 40 nm). Gezeigt ist die Bildung eines Entziindungsmarkers
(Interleukin-8) als Vielfaches der Kontrolle (—: unbehandelt) in
menschlichen Lungenzellen (A 549). Als Positivkontrolle wurde Tumor-
nekrosefaktor a (+: 1 ngmL™' TNF-a) als Stimulus verwendet. Die
eingesetzten Konzentrationen waren fiir jedes Material von links nach
rechts 0.5, 5 und 25 ugem 2 Zellkulturoberfliche (Ergebnisse vom Pro-
jekt NanoCare, siehe auch Lit. [6,22]).

bei der Synthese eingesetzten Metalle, eine Reaktion von
Zellen herbeifiihren.®8! Diese wenigen Beispiele, die noch
vielfach weitergefithrt werden konnten, verdeutlichen die
Wichtigkeit der Materialeigenschaften, der Zusammenset-
zung, aber auch der Verunreinigungen.

5.4. Drei Prinzipien — viele Maglichkeiten

Die hier vorgestellten drei grundsitzlichen Regeln der
Nanotoxikologie konnten tatsdchlich so etwas wie die
Grundlage fiir die spezifischen Reaktionen bzw. Interaktio-
nen zwischen Nanomaterialien/Nanoobjekten und biologi-
schen Systemen darstellen. Die Kombination aller drei Prin-
zipien fiihrt dazu, dass jedes Nanoobjekt fiir sich betrachtet
werden muss, d.h., GroBe, Form, Oberfliche und Zusam-
mensetzung sind maf3geblich fiir die mogliche biologische
Wirkung verantwortlich und miissen fiir jedes Material eigens
betrachtet werden, wenn es um die Beurteilung seiner mog-
lichen Toxizitédt geht. Wir befinden uns daher in der Situation,
dass wir, dhnlich der Beurteilung von chemischen Substanzen,
die Nanomaterialien von Fall zu Fall testen miissen, was ja
auch grundsitzlich einen Sinn ergibt, da Nanomaterialien im
Grunde genommen eine spezielle Form von Chemikalien
sind.

6. Nationale und internationale Aktivititen zur
Sicherheitsforschung

Die Chancen, die mit den Entwicklungen neuer Mate-
rialien einhergehen, sind frithzeitig erkannt worden, und
weltweit gibt es eine Vielzahl von Programmen, die Finanz-
mittel fiir die Erforschung neuer Anwendungen zur Verfii-
gung stellen. Die Prognosen gehen von enormen Steige-
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rungsraten fiir die Produktion von Nanopartikeln und ande-
ren Nanomaterialien aus, was letztlich auch die Wahrschein-
lichkeiten steigen lasst, das Mensch und Umwelt mit diesen
Materialien in Berithrung kommen. Bereits frithzeitig haben
sich daher verschiedene Institute und Forschergruppen Ge-
danken darum gemacht, was notwendig ist, um der Heraus-
forderung zu begegnen, dass die Zahl der verschiedenen
Materialien steigt, deren mogliche gesundheitliche Auswir-
kungen nicht ausreichend bekannt sind. Daher werden seit
vielen Jahren auch Projekte auf nationaler und internatio-
naler Ebene gefordert, um fiir die biologisch-toxikologischen
Aspekte der Nanotechnologie ein ausreichendes Wissen zur
Verfiigung zu haben. Verschiedene Arbeitsgruppen sind der
Meinung, dass kaum eine andere Technologieentwicklung so
intensiv durch eine weltweite Forschung zu den einherge-
henden Risiken begleitet wurde. Seit Jahren existieren Akti-
onspline in verschiedenen Lidndern, der EU und den USA,
die sich der Nachhaltigkeit der Nanotechnologieentwicklung
widmen (siche Anhang, Aktionspldne). Neben diesen Akti-
vititen sind weltweit verschiedene Institutionen héufig im
Auftrag und mit Forderung verschiedener Regierungen tétig,
um Datenbanken zu etablieren (DaNa, NanoTrust, Safenano,
Woodrow Wilson, ICON usw.), Methoden zu evaluieren
(IANH, OECD) und Wissen in Form von Konferenzen,
Workshops und Summerschools auszutauschen. Speziell in
Deutschland ist eine Kommission der Regierung eingesetzt
worden (Nanokommission, siche www.bmu.de/nanokommis-
sion/), die sich sowohl mit den Aspekten der Chancen und
Nutzung, aber auch mit den moglichen negativen Folgen be-
schiftigt und dringenden Forschungsbedarf aufdeckt. In der
Schweiz ist durch die Bundesémter fiir Umwelt und fiir Ge-
sundheit ein Vorsorgeraster etabliert worden, das insbeson-
dere durch Hersteller und Handel verwendet werden soll, um
die eigenen Sicherheitsbediirfnisse zu erkennen.

7. Schlussfolgerungen und Empfehlungen

Die Entwicklung neuer Nanomaterialien wird immer in-
tensiver vorangetrieben. Begleitend dazu steigt die Zahl der
Publikationen, die sich mit den moglichen negativen Aus-
wirkungen beschiftigen. Die bisher bereits zahlreich er-
schienenen Resultate sind leider aus verschiedenen Griinden
nur begrenzt fiir eine Risikoabschédtzung geeignet. Dies ist
z.B. dadurch bedingt, dass es bisher keine ausreichende
Standardisierung der Materialien gab (ISO TC229 publizierte
erst im Jahre 2008 die Definitionen von Nanomateriali-
en),[1>:150 Referenzmaterialien, wie wir diese schon vor eini-
gen Jahren gefordert haben,™ erst jetzt zur Verfiigung stehen
(NIST: http://ts.nist.gov/MeasurementServices/Reference
Materials; IRMM: http://www.irmm.jrc.be/html/reference_
materials_catalogue/catalogue/index.htm) und die notwendi-
gen angepassten Methoden nach wie vor nicht etabliert sind.
Vorschlédge fiir eine Verbesserung dieser Situation wurden
jiingst in verschiedenen Ubersichtsartikeln gemacht.[%1")
Dennoch bleibt festzustellen, dass die bisher eingesetzten
Methoden hidufig fehlerbehaftet sind, was an einigen Bei-
spielen fiir sehr wichtige Resultate erldutert werden soll.
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7.1. Unzuverliissige Methoden (fehlende Verldsslichkeit)

Vor Jahren bereits konnte nicht nur in unseren Labors
gezeigt werden, dass verschiedene Nanomaterialien, insbe-
sondere Kohlenstoff-Nanorohren, mit den Testreagentien
interagieren konnen und damit die Ergebnisse sowohl falsch-
positiv als auch falsch-negativ sein konnen. So konnten wir
nachweisen, dass ein viel genutzter Test fiir Zellkulturen
(MTT-Assay) nicht oder nur sehr schwierig auswertbar ist,
wenn Zellen mit CNTs behandelt werden.’>*® Diese Er-
gebnisse wurden von anderen Gruppen bestitigt, die zuséitz-
lich fiir weitere Farbstoffe festgestellt haben, dass diese in den
Testverfahren an CNTs binden und dadurch das Ergebnis
verfilscht werden kann.'> ') Mit hoher Wahrscheinlichkeit
gibt es noch weitere dhnliche Interaktionen von Nanomate-
rialien mit den Analyten in verschiedenen Testverfahren.
Eine solche Interaktion muss daher fiir eine zuverléssige
Testung bereits im Vorfeld abgekldrt werden. Ein anderes
Beispiele betrifft den Einfluss von Kontaminanten bzw. Sus-
pensionshilfen, die manchmal toxischer sein konnen als das zu
untersuchende Nanomaterial. Fiir Fullerene wurde publiziert,
dass diese in Daphnien als auch in Fischen toxisch wirken und
vor allem Lipidperoxidation auslosen.!'*"1%2] Nach Uberprii-
fung der Methoden sowohl durch die Autoren selbst!'*! sowie
durch andere Arbeitsgruppen>#194161 wyrde klar, dass hier
Peroxide aus dem Losungsmittel Tetrahydrofuran am Werk
waren, wiahrend Peroxid-freie Suspensionen von Fullerenen
keine toxischen Effekte mehr hervorriefen.

7.2. Unrealistische Versuchsbedingungen — No-Effect-Studien

Ein weiteres Beispiel betrifft unspezifische Wirkungen
von Partikeln auf die Lunge bzw. auch in vitro auf Zellkul-
turen durch zu hohe Dosierungen. Diese werden eingesetzt,
um iiberhaupt eine Wirkung nachweisen zu konnen. Leicht
erkennbar ist dies an der vor mehr als 10 Jahren durchge-
fiihrten Studie von Roller et al.'* Im vergangenen Jahr neu
publiziert, besagt sie mehr oder weniger, dass alle dort ver-
wendeten ,,Nanopartikel“ eine tumorinduzierende Wirkung
in der Lunge haben.'"”! Bei der Diskussion der Ergebnisse
blieb aber vollig unberiicksichtigt, dass alle Experimente
dieser Studie im ,,Overload-Bereich® durchgefiihrt wurden.
Schon vor fast 20 Jahren wurde beschrieben, dass fiir die
Rattenlunge eine Uberladung bei ca. 3 mg Material als Ein-
zeldosis pro Lunge beginnt,'®! und diese Konzentration ist
bei allen Materialien der Studie von Roller et al. erheblich
iiberschritten worden. Da die meisten Materialien bei zyto-
toxisch hohen Dosen gesundheitliche Wirkungen bis hin zur
Tumorinduktion auslosen, liegt hier kein ,,nanospezifischer*
Effekt vor.

Ahnlich gelagert ist die Studie zur Wirkung von CNTs.[*”!
Die Autoren beschreiben die sehr wichtige Beobachtung, dass
CNTs nach Inhalation bis in die tiefen Bereiche der Lunge
gelangen und dort in den subpleuralen Bereich des Gewebes
vorstolen konnen, was in der gegenwértigen Diskussion um
eine asbestdhnliche Wirkung der CNTs von groBer Bedeu-
tung ist. Allerdings konnten die Autoren diesen Effekt nur
finden, wenn sie die Tiere mit 30 mgm ™" fiir 6 h behandelten,
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einer Konzentration, die dem 20fachen des Grenzwertes fiir
lungengingigen Feinstaub am Arbeitsplatz entspricht. Eine
niedrigere Konzentration von 1 mgm™" hatte dagegen keine
solche Wirkung. Es stellt sich daher die Frage nach der
Sinnhaftigkeit solcher Hochdosisversuche, die keine echte
Aussage zum Wirkmechanismus der Materialien zulassen.
Dennoch macht gerade die aktuelle Studie zu den CNTs in
der Lunge auch deutlich, welche grundsitzliche Schwierigkeit
die Nanotoxikologen haben. Die niedrigere Dosierung indu-
ziert eventuell nur deshalb keinen Effekt, weil die Expositi-
onszeit zu kurz war. Die Behandlungszeiten von Zellen in
vitro sind generell sehr eingeschrédnkt, aber auch in Tierver-
suchen ist ein direkter Bezug zur realen Situation des mog-
licherweise iiber Monate oder Jahre hinweg exponierten
Menschen nur schwer herzustellen, auch wenn es Daten aus
5-Tage- oder 90-Tage-Expositionsstudien gibt.’! Neben der
Verbesserung bzw. Anpassung der In-vitro-Methoden muss
fir zukiinftige Projekte auch gefordert werden, dass den
Langzeitversuchen erhohte Aufmerksamkeit geschenkt wird.

Das bringt zum Schluss aber auch noch die Frage nach
»No-Effect-Studien“ auf. Wissenschaftliche Publikationen
sind selbstversténdlich gefordert, Wirkungen und Mechanis-
men zu publizieren, die den allgemeinen Kenntnisstand er-
weitern helfen. Die internationale Gemeinschaft der Nano-
toxikologen ist sich aber jiingst bei zwei groflen internatio-
nalen Tagungen dariiber einig geworden, dass viele Studien
mit Nanomaterialien keinen Effekt/Mechanismus finden
werden und aus diesem Grund nicht zur Publikation akzep-
tiert werden. Damit werden jedoch wichtige Informationen
nicht bekannt gemacht, und die Experimente werden unter
Umsténden in verschiedenen Labors mehrfach wiederholt.
Um nun den Einsatz von Personal und finanziellen Mitteln
fiir diese Wiederholungen eventuell einsparen zu konnen,
haben sich die Herausgeber dreier Fachzeitschriften bereit
erkldrt (Nanotoxicology, Vicki Stone; Journal of Nanopar-
ticles Research, Enrico Traversa; Particle and Fibre Toxico-
logy, Paul Borm), auch , No-Effect-Studien“ wie die gerade
erschienene zu publizieren.”” Die Gemeinschaft der Nano-
toxikologen ist sich dabei der Tatsache sehr wohl bewusst,
dass damit nicht die Tiir geoffnet werden soll, dass nun jede
Studie mit Nanomaterialien, egal ob eine Wirkung zu beob-
achten ist oder nicht, gleichermaf3en publiziert werden kann
oder soll. Die Anspriiche an die Qualitédt eben jener ,,No-
Effect-Studien“ sollten mindestens ebenso hoch, wenn nicht
hoher sein als bei Studien, die eine Wirkung aufzeigen. Dies
ist aber nur moglich, wenn die Herausgeber und ihr Team von
Gutachtern zumindest einen Teil der im néchsten Abschnitt
aufgefiihrten Empfehlungen beriicksichtigen.

7.3- Empfehlungen

Seit fast 2 Jahrzehnten werden Nanomaterialien, speziell
Nanopartikel, auf ihre moglichen negativen Effekte auf die
Gesundheit des Menschen getestet. Medizinische Anwen-
dungen wie z.B. Drug-Targeting-Systeme werden schon
langer untersucht. Trotzdem ist das Wissen um die Toxiko-
logie der Nanomaterialien noch liickenhaft, und die Griinde
dafiir haben wir oben ausfiihrlich erldutert. Um jedoch fiir die

Angew. Chem. 2011, 123, 1294 —1314

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Zukunft einen nennenswerten Beitrag zur Verbesserung
dieser Situation zu liefern, wére es ganz besonders wichtig, die
Qualitédt und die Verlasslichkeit von Studien zu verbessern.
Regierungsnahe wie Nichtregierungsorganisationen (NGOs),
Journalisten, Stakeholder oder auch die Offentlichkeit
konnen kaum einschitzen, ob eine Publikation, die in einer
sehr guten Zeitschrift veroffentlicht wurde, richtig oder
falsch, gut oder schlecht, wichtig oder unrelevant ist. Sie
miissen sich darauf verlassen konnen, dass das wissenschaft-
liche Begutachtungssystem fiir eine ausreichende Qualitit bei
den Studien sorgt. Dazu wire es aber aktuell unabdingbar,
dass zwei Aspekten Rechnung getragen wird:

e Fiir die untersuchten Nanomaterialien muss eine ausrei-
chende Charakterisierung in die Studien mit eingeschlos-
sen werden, wie dies schon frither gefordert worden
ist'[l()‘)—lﬂ]

e Es miissen ausreichend Informationen geliefert werden,
dass die verwendeten Methoden valide und fiir diese Un-
tersuchungen geeignet sind.

Solange diese beiden Vorbedingungen nicht ausreichend
erfiillt sind, solange der Leser einer Studie nicht nachvoll-
ziehen kann, welches Material nun genau getestet wurde,
welche Methode wie eingesetzt wurde und ob die so wichtigen
Negativ- wie Positivkontrollen mitgefithrt wurden, solange
werden wir immer wieder dieselben Studien wiederholen
miissen. Die fehlende Verlasslichkeit der publizierten Daten
fithrt weiterhin dazu, dass oft berechtigte Zweifel erhoben
werden konnen und damit die Grundlage fiir eine wirkliche
Beurteilung der biologischen Wirkungen von Nanomateria-
lien fehlt. Daher fassen wir an dieser Stelle nochmals die
Ergebnisse verschiedener Diskussionsgruppen zusammen
(DECHEMA, Nanokommission, SCENIHR, IRGC, Nano-
Dialog usw.), die sich fiir einen minimalen Satz von charak-
terisierten Eigenschaften der Nanomaterialien ausgespro-
chen haben, welcher zu jeder Studie dazu geliefert werden
muss. Dieser Satz sollte Angaben zu folgenden Eigenschaften
beinhalten:

e Chemische Zusammensetzung < Reinheit < Kontami-

nationen

Partikelgrofe und GrofBenverteilung

Spezifische Oberfldache

Morphologie (kristallin/amorph, Form)

Oberflachenchemie, Beschichtung, Funktionalisierung

Ausmall der Agglomeration/Aggregation bzw. Partikel-

groBenverteilung unter experimentellen Bedingungen

(z.B. Medium mit oder ohne Proteine)

@ Wasserloslichkeit (Unterscheidung zwischen 16slichen,
metastabilen und biopersistenten Nanomaterialien)

e Oberflichenreaktivitit und/oder Oberflachenladung

(Zeta-Potenzial)

Zusitzlich konnte fiir 6kotoxikologische Fragestellungen
noch der Octanol-Wasser-Koeffizient von Bedeutung sein.
Ebenfalls wichtig ist die Information, wie diese Parameter
erfasst wurden, weshalb diese immer in der Sektion ,,Material
& Methoden* aufgefiihrt sein sollten.

Neben der Charakterisierung sind aber weitere wichtige
Angaben zur Methodik notwendig, um eine Studie richtig
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einschidtzen zu konnen. Hierzu gehoren nicht nur unserer

Meinung nach die folgenden Punkte:

e Eingesetzte Mengen (Konzentration/Dosis) in mehr als
einer Einheit (vgl. Lit. [157]); Angabe in: pgmL™" <
pgem~? < N(Partikel)/Zelle < pg/Zelle.

@ Dosierungen im Tierversuch sollten klar als ,,Overload*-
und ,,Nicht-Overload“-Experimente kenntlich gemacht
werden. Overload-Experimente sollten nach Moglichkeit
ganz vermieden werden, da sie keine eindeutigen Aussa-
gen erlauben.

e Fiir jeden biologischen Endpunkt sollten mindestens zwei
verschiedene Tests eingesetzt werden, um Kreuzreaktio-
nen auszuschlieBen.

o Speziell Untersuchungen zur Gentoxizitét sollten nicht mit
zytotoxischen Konzentrationen durchgefiihrt werden, da
unspezifische Reaktionen der Zelle (z.B. Apoptose)
ebenfalls zu DNA-Schédden fithren. In jeder Studie zur
Gentoxizitit sollten daher Daten zu Dosis-Wirkungs-Be-
ziehungen der akuten toxischen Wirkungen mit angegeben
werden (vgl. OECD-Richtlinien fiir Genotox-Testung,
Punkt 3 bei den Overload-Bedingungen).

o Eine Interaktion der Nanomaterialien mit dem Testsystem
sollte immer mit untersucht und nach Moglichkeit ausge-
schlossen werden. 19172

e Fiir okotoxikologische Studien sind zusétzlich der Auf-
nahmepfad und die richtige Wahl des Organismus zu be-
achten.!"”?

Wenn wir als Autoren, Gutachter und Herausgeber diese
Punkte fiir die zukiinftigen Publikationen nicht beachten und
weiterhin ungeeignete Manuskripte zur Veroffentlichung
zulassen, sind wir nicht in der Lage
e Studien auf einem internationalen Niveau zu vergleichen,
o biologische Effekte mit der notigen Verlésslichkeit zu

diskutieren,

o die Offentlichkeit, Stakeholder oder NGOs zu iiberzeu-
gen, dass ein bestimmtes Nanomaterial unbedenklich ist
oder nicht.

Wir rufen daher die Gutachter und Herausgeber dazu auf,
Manuskripte, die diese Punkte nicht beachten, nicht zur Pu-
blikation zuzulassen bzw. die dazu notwendigen Experimente
oder Angaben noch vor der Publikation einzufordern.

Anhang: Internetseiten zur Sicherheit von Nanoma-
terialien

Aktionspline

o Aktionsplan der Bundesrepublik Deutschland, BMBF
(2007):  http://www.bmbf.de/pub/nano_initiative_action
plan_2010.pdf

e Aktionsplan des Osterreichischen Bundesministeriums fiir
Verkehr, Innovation und Technologie (BMVIT; 2009):
http://www.bmvit.gv.at/innovation/iktnano/nano_
aktionsplan.html

o Aktionsplan der Schweiz zur Nanotechnologie (2007):
http://www.bag.admin.ch/themen/chemikalien/00228/
00510/index.html ?lang = de
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e European strategy for nanotechnology and the nanotech-
nology Action Plan (EU, 2004): http://cordis.europa.eu/
nanotechnology/actionplan.htm

e National Nanotechnology Initiative (NNI, USA), founded
2001: http://www.nano.gov/

Datenbanken

o FEuropean Nanotechnology Gateway: http://nanoforum.
org

e European Union funded Projects (6th and 7th Frame-
work): http://cordis.europa.eu/nanotechnology/src/safety.
htm

e Institut fiir Technikfolgen-Abschitzung der Osterreichi-
schen Akademie der Wissenschaften (2007): http:/
nanotrust.ac.at/

e International Council on Nanotechnology (ICON): http:/
cohesion.rice.edu/centersandinst/icon/index.cfm

e International Organization for Standardization (ISO),
TC229 on Nanotechnology (2005): http://www.iso.org/iso/
standards_development/technical_committees/list_of_iso_
technical_committees/iso_technical_committee.
htm ?commid = 381983

e Nanotechnology Industries Association (NIA, 2005):
http://www.nanotechia.org/news/global/open-access-
database-to-facilitate-the-safe-use-of

e OECD Safety of Manufactured Nanomaterials: http:/
www.oecd.org/department/0,3355,en_2649_37015404_1_
1_1_1_1,00.html

e Safety of Nanoparticles Interdisciplinary Research Centre
(SnIRC, 2004): http://www.safenano.org/

e Woodrow Wilson Inventories:
nanotechproject.org/

http://www.

Projekte

e DaNa (2009) Erfassung, Bewertung und breitenwirksame
Darstellung von gesellschaftlich relevanten Daten und
Erkenntnissen = zu  Nanomaterialien:  http://www.
nanopartikel.info/

e International Alliance for NanoEHS Harmonization
(2008): http://www.nanoehsalliance.org/sections/Home

o NanoDerm (2008): http://www.uni-leipzig.de/ ~ nanoderm/

e NanoCare (2009): http://www.nanopartikel.info/ (Vorldu-
ferseite vom Projekt DaNa)

@ Project on Emerging Nanotechnologies Woodrow Wilson
International Center for Scholars (2005): http://www.
wilsoncenter.org/index.cfm ?fuseaction = topics.
homed&topic_id = 166192

e Tracer (2009): http://www.nano-tracer.de/

Wir danken allen Kollegen, von denen wir graphisches Mate-
rial verwendet haben, sowie B. Binziger fiir die Unterstiitzung
bei der Erstellung der Graphiken. H.FE.K. dankt dem Bundes-
ministerium fiir Bildung und Forschung fiir die finanzielle
Unterstiitzung in den Projekten NanoCare (BMBF; FKZ
03X0021A) und DaNa (BMBF; FKZ 03X0075A). H.EK. und
PW. danken der Europiischen Union fiir die Unterstiitzung
der Projekte NanoMMUNE (FKZ 214281) und Nano-
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ImpactNet (FKZ 218539) sowie dem Forderprogramm CCMX
und den Schweizer Bundesimtern fiir Umwelt und fiir Ge-
sundheit fiir die Unterstiitzung des Projektes VIGO. Ein be-
sonderer Dank gilt David Vaughn an der Universitit Man-
chester fiir seinen wichtigen Input zum Vorkommen natiirli-
cher Nanopartikel in der Umwelt. Wichtige Grundlagen fiir
diesen Aufsatz entstammen aus den folgenden Arbeitsgrup-
pen: dem DECHEMA-Arbeitskreis ,, Responsible Production
and Use of Nanomaterials“, der AG02 der Nanokommission
der deutschen Bundesregierung in der ersten Runde, dem
Projekt NanoDialog in Deutschland und der Schweiz, der
Begleitgruppe zum Aktionsplan der Schweiz sowie weiteren
Gruppierungen, deren Mitgliedern wir an dieser Stelle aus-
driicklich fiir den vielfachen Input danken.

Eingegangen am 19. Februar 2010,
verdnderte Fassung am 10. September 2010
Online veroffentlicht am 11. Januar 2011
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