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Abkurzungsverzeichnis

CB
carbon black, deutsch: Industrieruf

SWCNT
single-walled carbon nanotubes, deutsch: einwandige Kohlenstoffnanoréhrchen

MWCNT
multi-walled carbon nanotubes, deutsch: mehrwandige Kohlenstoffnanoréhrchen

GP
Glykoprotein

vWF
von-Willebrand-Faktor
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Einleitung

Nanopatrtikel

Nanopartikel sind winzige Teilchen, die in mindestens einer Dimension weniger als
100 Nanometer messen [1]. In ihrer GroRe sind sie daher mit Proteinkomplexen,
Viren oder Zellorganellen vergleichbar. Die physikalischen und chemischen
Eigenschaften von Nanopartikeln unterscheiden sich erheblich, einerseits von denen
groRRerer Partikel aus dem gleichen Material ab dem Mikrometerbereich, andererseits
von den Merkmalen der Atome und Molekile, aus denen sie aufgebaut sind. Die
speziellen physikochemischen Eigenschaften von Nanopartikeln werden unter
anderem durch ihre Oberflachenstruktur, ihre Ld&slichkeit, ihre Form wund ihr
Aggregationsverhalten bestimmt [1]. Man unterscheidet zwischen natirlich
vorkommenden und anthropogenen, also von Menschen verursachten
Nanopartikeln. Gegenuber natirlich vorkommenden Nanopartikeln ist der Mensch
seit jeher exponiert. Sie werden beispielsweise bei Waldbrédnden oder
Vulkanausbrichen in die Umwelt freigesetzt. Im Gegensatz dazu gibt es eine stetig
steigende Zahl an anthropogenen Nanopartikeln. Sie kénnen unterteilt werden in
Partikel, die ungewollt freigesetzt werden, wie es z.B. bei der Verbrennung von
fossilen Brennstoffen der Fall ist, und Nanopartikel oder Nanomaterialien, die
kinstlich hergestellt werden [2]. Synthetische Nanomaterialien wiederum sind
einheitlich aufgebaute Materialien, welche in mindestens einer Dimension weniger
als 100 Nanometer messen und fur definierte Anwendungen gezielt entworfen
werden [3]. Potenziell sind unzéhlige Einsatzmoglichkeiten synthetischer
Nanomaterialien in allen Bereichen unseres taglichen Lebens denkbar. Bereits jetzt
wird mit deutlich steigender Tendenz eine Vielzahl synthetischer Nanomaterialien in

Konsumgitern und Industrieprodukten verarbeitet [4]. Daraus lasst sich ableiten,
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dass der Mensch unterschiedlichsten synthetischen Nanomaterialien in steigendem
Ausmald ausgesetzt sein wird [2]. Ein Beispiel fir synthetische Nanomaterialien sind
Industrieruf3partikel (Elektronenmikroskopische Aufnahmen siehe Abbildung 1, B und
D). Sie besitzen eine spharische Form und finden beispielsweise als Fullstoff in der
Gummiindustrie oder als Farbpigment Verwendung. Ebenfalls zu nennen und von
zunehmender Bedeutung sind Kohlenstoffnanoréhrchen. Sie wurden erstmals in den
1990er Jahren durch den japanischen Physiker Sumio lijima synthetisiert und
beschrieben [5]. Kohlenstoffnanoréhrchen kénnen einwandig oder mehrwandig sowie
mit offenem oder geschlossenem Ende hergestellt werden und bestehen aus einem
oder mehreren eingerollten Graphenblattern. In der Fachliteratur werden sie daher
als einwandige Kohlenstoffnanoréhrchen (engl.: single-walled carbon nanotubes)
(Elektronenmikroskopische Aufnahmen siehe Abbildung 1, A und C) oder
mehrwandige Kohlenstoffnanoréhrchen (engl.: multi-walled carbon nanotubes)

bezeichnet [6].



Abbildung 1. Rasterelektronenmikroskopische  Aufnahmen von (A) eihwandigen
Kohlenstoffnanoréhrchen und (B) Industrieruf3partikeln; Transmissionselektronenmikroskopische
Aufnahmen von (C) einwandigen Kohlenstoffnanorohrchen und (D) IndustrieruBpartikeln;
entnommen aus [7].

Kohlenstoffnanoréhrchen

Die Materialeigenschaften von Kohlenstoffnanoréhrchen sind vielfaltig. Zuné&chst
imponieren ihre herausragenden mechanischen Eigenschaften, wie zum Beispiel ihre
aulRergewohnlich hohe Festigkeit [8], weshalb sie bereits jetzt von der Industrie
beispielsweise bei der Fertigung von Verbundwerkstoffen fir Rotoren von
Windkraftanlagen eingesetzt werden [9]. Weitere interessante
Anwendungsmaoglichkeiten  ergeben  sich  aufgrund ihrer  physikalischen

Eigenschaften, wie z.B. ihrer ungewdhnlichen elektrischen Leitfahigkeit [10] und ihrer
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Fahigkeit, Energie zZu speichern oder umzuwandeln, wodurch
Kohlenstoffnanorohrchen beispielsweise in  der Entwicklung von effektiven
Solarzellen eine wichtige Rolle spielen [11]. Aufgrund weiterer interessanter
Materialeigenschaften eignen sich Kohlenstoffnanoréhrchen auch fir den Einsatz in
Biologie und Medizin. Infolge der oben genannten mechanischen Eigenschaften
werden sie im Bereich der Endoprothetik als vielversprechendes neues Material
angesehen [12]. Weiterhin wurden Kohlenstoffnanoréhrchen in experimentellen
Studien bereits erfolgreich zur Regeneration neuronalen Gewebes [13] und zu
dreidimensionaler Gewebekonstruktion [14] eingesetzt. Es gibt jedoch noch andere
hochst interessante Materialeigenschaften von Kohlenstoffnanoréhrchen, aufgrund
derer sie sich hervorragend fur biomedizinische Anwendungen eignen. So sind ihre
bemerkenswerten optischen Eigenschaften, wie die Absorptionsfahigkeit von Licht
des ultravioletten, sichtbaren und nahen Infrarot-Spektrums, ihre besondere
Nahinfrarot-Photolumineszenz, ihr einzigartiges Raman-Spektrum (Streuung von
Licht), ihre interessanten photothermalen Eigenschaften (Erzeugung von Hitze durch
Lichtanregung) und ihre Besonderheit, lichtinduziert reaktive Sauerstoffspezies zu
generieren, zu nennen. Weiterhin besitzen Kohlenstoffnanoréhrchen eine enorm
grol3e Oberflache, an die sich kovalent oder nichtkovalent Kontrastmittel,
pharmazeutische Wirkstoffe, Desoxyribonukleinsdure oder Ribonukleinsdure binden
lassen. Hieraus ergeben sich Anwendungsmoglichkeiten im Bereich des Bioimaging,
des Biosensing, der Gen- und Pharmakotherapie sowie der photothermalen und
photodynamischen Therapie von Krebs- und Infektionserkrankungen [15-21]. So
konnten einwandige Kohlenstoffnanoréhrchen bereits erfolgreich als Tragersubstanz
fur Paclitaxel zur Reduktion des Tumorwachstums in einem Mausmodell eingesetzt

werden [22].



Kardiovaskuldre Effekte von Nanomaterialien

Experten warnen jedoch bereits seit einigen Jahren davor, synthetische
Nanomaterialien in gro3en Mengen zu produzieren und in Konsumgutern
massenhaft zu verwenden, ohne ihre moglichen schadlichen Auswirkungen auf den
Menschen erforscht zu haben. Sie fordern, dass synthetische Nanomaterialien
zunachst auf mogliche toxische Effekte hin tberpruft und schlief3lich auf dieser Basis
entwickelt werden sollten, sodass sie keine Gefahr fir Mensch und Umwelt darstellen
[1-4]. Diese Forderungen begrinden sich unter anderem aus Erkenntnissen uber
kardiovaskulare Effekte ultrafeiner Partikel. Ultrafeine Partikel sind nanoskalige
Partikel, die bei der Verbrennung von fossilen Treibstoffen, beispielsweise im
Stral3enverkehr, freigesetzt werden, und Bestandteil der Schmutzpartikel, die unter
dem Begriff Feinstaub aus der Presse bekannt sind. In epidemiologischen Studien
konnte ein erhthtes Risiko fur akute kardiovaskulare Erkrankungen durch chronische
Exposition gegentber ultrafeinen Partikeln nachgewiesen werden [23-27]. Aul3erdem
konnten Peters und Koautoren zeigen, dass ein fur kardiovaskulare Erkrankungen
anfalliges Patientenkollektiv auch kurzfristig, also bereits eine Stunde nach der
Teilnahme am StraBenverkehr, ein erhéhtes Risiko aufweist, einen Herzinfarkt zu
erleiden [28]. Dieser Effekt kdnnte unter anderem durch die Exposition der Patienten
gegenuber erhohten Konzentrationen von ultrafeinen Partikeln in der Atemluft
verursacht sein. Die Prozesse, welche einzeln oder in Kombination zu akuten
kardiovaskularen Ereignissen nach Exposition gegenuber ultrafeinen Partikeln flihren
kénnen, sind bislang nicht im Detail geklart. Aus den Ergebnissen vorliegender
Studien werden jedoch drei mdgliche Mechanismen abgeleitet, welche diesen
Effekten zugrunde liegen konnten. Der am besten untersuchte Mechanismus geht

von einem durch regelmalige Inhalation ultrafeiner Partikel induzierten, chronischen



Entziindungsprozess in der Lunge aus. In der Folge kommt es zur Abgabe von
systemisch wirksamen Entziindungsmediatoren und reaktiven Sauerstoffspezies, die
extrapulmonal das kardiovaskulare System schadigen konnen [29-33]. Als weiterer
Mechanismus wird beschrieben, dass ultrafeine Partikel das autonome
Nervensystem, welches die Herz- und GefalR3funktion reguliert, direkt negativ
beeinflussen konnen [29-33]. Der dritte Erklarungsansatz bezieht sich auf die
unmittelbaren Interaktionen nanoskaliger Partikel mit Zellpopulationen des Herz-
Kreislaufsystems und damit auch deren unmittelbare schéadliche kardiovaskulare
Effekte [29-33]. In diesem Zusammenhang wurde bereits gezeigt, dass ultrafeine
Partikel [34], aber auch synthetische Nanomaterialien wie Titandioxid- [35], Iridium-
[36], Silber- [37] und Kohlenstoff-Nanopartikel [38, 39] sowie
Kohlenstoffnanorohrchen [40] nach Inhalation die Blut-Luft-Schranke passieren oder
Uber den tracheobronchialen Lymphabfluss in den Blutkreislauf gelangen konnen.
Dariiber hinaus werden synthetische Nanomaterialien, die zur gezielten
Pharmakotherapie systemisch angewendet werden, direkt in die Blutzirkulation
verabreicht. Letztendlich verteilen sich synthetische Nanomaterialien im gesamten
menschlichen Korper und passieren die Mikrozirkulation der verschiedenen Gewebe
und Organe. Dort sind unmittelbare Interaktionen mit Endothelzellen, zirkulierenden
Thrombozyten und Leukozyten sowie weiteren Blutbestandteilen wie dem
Komplementsystem, dem Gerinnungssystem und allen anderen Serumproteinen
moglich. Die Folgen der beschriebenen Interaktionen konnen Inflammation,
Thrombose, veranderter Gefal3tonus und Atherosklerose sein. Klinisch relevante
Endpunkte sind die aus epidemiologischen Studien bekannten akuten
kardiovaskularen Ereignisse [29-33]. Ultrafeine Partikel und synthetische
Nanomaterialien sind in ihrer GroRe vergleichbar und weisen &hnliche

physikochemische Eigenschaften auf. Im Gegensatz zu ultrafeinen Partikeln ist
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jedoch uber mdgliche schadliche Effekte synthetischer Nanomaterialien auf den
menschlichen Kdrper wenig bekannt. Die Ergebnisse tierexperimenteller Studien
deuten aber darauf hin, dass diese Materialien gesundheitsschadliche Folgen
verursachen kénnen [41-43]. Dies lasst den Schluss zu, dass auch synthetische
Nanomaterialien negative Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem, zumindest in einem

anfalligen Patientenkollektiv, entfalten kénnen.

Effekte kohlenstoffbasierter Nanomaterialien auf Thrombozyten und die Entstehung

von Thromben in der Mikrozirkulation

Endothelzellen kleiden die Innenseite intakter BlutgefaRe im gesamten Korper aus
und formen so die zellulare Barriere zwischen dem Blutkompartiment und der
GefalRwand. Durch Verletzungen oder im Rahmen unterschiedlicher pathologischer
Prozesse kann es zur Schadigung und zum Untergang von Endothelzellen kommen.
Dadurch werden die subendotheliale Matrix oder tiefer gelegene Strukturen, wie die
glatten Muskelzellen der Tunica media oder das Bindegewebe der Tunica adventitia
freigelegt. Thrombozyten reagieren unmittelbar auf dieses Ereignis, indem sie sich im
Bereich des entstandenen Defekts an die Gefallwand anheften und so eine mégliche
Blutung unterbinden (schematische Darstellung in Abbildung 2). Dieser Prozess der
initialen Thrombozytenadhasion wird unter anderem durch die direkte Bindung der
Untereinheit Glykoprotein (GP) Iba des GPIb-I1X-V-Rezeptor-Komplexes auf der
Oberflache der Thrombozyten an die Al-Proteindoméne des auf Kollagenfasern der
subendothelialen Matrix gebundenen von-Willebrand-Faktors (VWF) vermittelt.
Weiterhin tragen Interaktionen der thrombozytaren Oberflachenproteine GPa231

(synonym: GPla-lla) und GPVI mit subendothelialen Kollagenfasern sowie weiterer
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thrombozytarer Glykoproteine mit Bestandteilen der subendothelialen Matrix, wie
Fibronektin oder Laminin, zur Thrombozytenadhé&sion bei. Insbesondere die Bindung
von GPVI an Kollagenfasern bewirkt dartiber hinaus eine Aktivierung der adhéarierten
Thrombozyten. Diese setzen in der Folge Agonisten wie Adenosindiphosphat,
Serotonin und Thromboxan A, frei. Dadurch werden die bereits adhéarenten
Thrombozyten selbst weiter aktiviert. Dartiber hinaus kommt es zu einer Aktivierung
von Thrombozyten aus dem Blut, wodurch diese sich an den wachsenden Thrombus
anheften konnen. Neben den Interaktionen thrombozytéarer Glykoproteine mit VWF
und Kollagenfasern der subendothelialen Matrix gibt es einen weiteren
Wirkmechanismus der Thrombozytenaktivierung, der unabhéngig von oder
gemeinsam mit den oben genannten Prozessen auftritt. Dabei spielt Tissue Factor
(synonym: Thromboplastin) aus den tieferen Schichten der verletzten Gefalwand
eine entscheidende Rolle. Tissue Factor bildet einen Komplex mit dem aktivierten
Gerinnungsfaktor Vlla. Dieser Komplex spaltet und aktiviert nachfolgend den
Gerinnungsfaktor X, wodurch eine proteolytische Kaskade ausgelost wird, deren
Endprodukt Thrombin ist. Thrombin spaltet schlieBlich den Protease-Aktivierten
Rezeptor 1 auf der Oberflache der Thrombozyten, wodurch diese ebenfalls aktiviert
werden. Die Rekrutierung und Aggregation weiterer Thrombozyten aus dem Blut ist
von der Ausbildung interthrombozytarer Verbindungen abhangig. Diese werden vor
allem Uber die Bindung von Fibrinogenmolekiilen aus dem Blutplasma an GPallb3
(synonym: GPIIb-llla) auf aktivierten Thrombozyten ausgebildet. Des Weiteren
kénnen aber auch vWF-Proteine, die an die thrombozytaren Glykoproteine GPIba

und GPallbB3 anheften, diese Verbindungen vermitteln [44, 45].
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Abbildung 2. Bildung eines Thrombozytenaggregates nach Gefal3wandschadigung am Beispiel
einer prékapillaren Arteriole; (A) Adhasion im Blut zirkulierender Thrombozyten an die
freiliegende subendotheliale Matrix; (B) Aktivierung der Thrombozyten; (C) Stabilisierung des
bestehenden Thrombozytenaggregates und Rekrutierung weiterer Thrombozyten durch Bindung
von Proteinen wie Fibrinogen aus dem Plasma an thrombozytares Glykoprotein llIb-llla; Pfeil:
Blutfluss; GL: GefaZlumen; EZ: Endothelzellen; BM: Basalmembran.

Interaktionen synthetischer Nanomaterialien mit dem humoralen Gerinnungssystem
des Blutes sowie mit Thrombozyten kénnten zu unerwiinschten Folgen wie einer
beschleunigten  Thrombusbildung fihren [46]. Flr einige  synthetische
Nanomaterialien wurden bereits sowohl in vitro als auch in vivo pro-thrombotische
Effekte bewiesen. So konnte gezeigt werden, dass nanoskalige Silberpartikel in vitro
eine Thrombozytenaggregation auslésen und in vivo die Bildung eines
Thrombozytenaggregates beschleunigen [47]. Nemmar und Mitarbeiter wiesen
ebenfalls in vitro, aber auch in vivo die pro-thrombotischen Effekte amorpher
Silizium-Nanopartikel nach [48]. Auch Polystyren-Nanopartikel beschleunigten in vitro
und in vivo die Aggregation von Thrombozyten. Mit Aminogruppen besetzte
Polystyren-Nanopartikel schienen die Thrombozyten direkt miteinander zu verbinden
und so Thrombozytenaggregate bilden zu kodnnen. Diese Erkenntnis legen
elektronenmikroskopische Aufnahmen nahe, in welchen diese Nanopartikel zwischen
den einzelnen aktivierten Thrombozyten zu erkennen waren [49]. Unsere
Arbeitsgruppe untersuchte kirzlich die Effekte unterschiedlicher industriell
hergestellter Nanopartikel auf die Thrombusbildung in der Mikrozirkulation von

Mausen. Es wurden Titandioxid-Nanopartikel in den zwei unterschiedlichen
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naturlichen Modifikationen - Anatas und Rutil - sowie Siliziumdioxid-, Zinkoxid- oder
Silber-Nanopartikel systemisch appliziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass nur
nach systemischer Gabe von Anatas-Titandioxid-Nanopartikeln die Thrombusbildung
in der Mikrozirkulation der Skelettmuskulatur von Méusen verkurzt war. Keine Effekte
auf die Thrombusbildung hatten dagegen Rutil-Titandioxid-, Siliziumdioxid-, Zinkoxid-
oder Silber-Nanopartikel. Diese Befunde konnten sowohl in vivo als auch in vitro
bestétigt werden [50]. Nemmar und Kollegen wiesen in einem Thrombosemodell an
Hamstern nach, dass die intratracheale Instillation von Dieselrul3partikeln zu einer
beschleunigten photochemisch induzierten Thrombosierung der Arteria und Vena
femoralis fuhrt [51]. In einer weiteren Studie belegte diese Arbeitsgruppe ahnliche
Effekte nach der Instillation oder der intravendsen Applikation von unterschiedlich
geladenen Polystyren-Nanopartikel. Hierbei fand sich, dass nur die mit
Aminogruppen besetzten, also positiv geladenen Partikel pro-thrombotische Effekte
verursachten und eine intraluminale Thrombusbildung beschleunigten [52]. Auch
kohlenstoffbasierte Nanomaterialien kdnnen sowohl in vitro als auch in vivo pro-
thrombotische Effekte hervorrufen. In einer systematischen Untersuchung wiesen
Guidetti und Mitarbeiter nach, dass mehrwandige Kohlenstoffnanoréhrchen und
IndustrieruBpartikel die Thrombozytenaggregation beeinflussen. Interessanterweise
wurde in dieser Studie die Thrombozytenaggregation durch mehrwandige
Kohlenstoffnanoréhrchen bereits in geringeren Konzentrationen (> 50 pg/ml) und
dosisabhangig induziert, wahrend dies durch Industrieru3partikel erst ab einer
hoheren Dosis (>100 pg/ml) méglich war. In weitaus niedrigerer Dosierung (10 pg/ml)
wirkten sowohl mehrwandige Kohlenstoffnanoréhrchen als auch Industrieru3partikel
zusammen mit dem unterschwellig dosierten Thrombozytenagonisten und
Thromboxan-A,-Analogon U46619 synergistisch und fuhrten zu einer signifikant

verstarkten Thrombozytenaggregation [53]. Khandoga und Kollegen zeigten anhand
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eines Mausmodells, dass unabhangig vom Aufnahmeweg sowohl die intraarterielle
Gabe als auch die Inhalation von Industrieruf3partikel zu einer GP-lIb/llla-abhangigen
Adhasion von Thrombozyten in der hepatischen Mikrozirkulation fuhrten. Zusatzlich
waren Fibrinablagerungen in der Mikrozirkulation wichtiger extrapulmonaler Organen
wie Leber und Herz nachweisbar [54, 55]. Durch welche Eigenschaften Nanopartikel
Thrombozyten aktivieren koénnen, ist nur unzulanglich erforscht. Die auf3ere Form
scheint einen groRen Einfluss auf die pro-thrombotischen Eigenschaften
synthetischer Nanomaterialien zu haben. So konnten Radomski und Koautoren in
wegweisenden Experimenten zeigen, dass durch die Inkubation von humanen
Thrombozyten mit faserformigen einwandigen und mehrwandigen
Kohlenstoffnanoréhrchen, nicht jedoch mit spharischen, ebenfalls aus 60
Kohlenstoffatomen aufgebauten synthetischen Nanomaterialien, den Fullerenen,
eine verstarkte Thrombozytenaggregation induziert wurde. Zudem wies die
Arbeitsgruppe an  Ratten nach, dass wiederum nur faserférmige
Kohlenstoffnanoréhrchen nach intravendser Gabe in vivo die Thrombosierung der
Arteria carotis in Folge einer Schadigung der Gefallwand durch Eisen(lll)-chlorid
beschleunigten [56]. In einem anderen Ansatz belegten Meng und Mitarbeiter in vitro
unter Verwendung von humanem Vollblut, dass die Lange der
Kohlenstoffnanoréhrchen ebenfalls einen Einfluss auf das Aktivierungspotential von
Thrombozyten hat. Insgesamt fiuhrten alle verwendeten mehrwandigen
Kohlenstoffnanordhrchen zu einer Thrombozytenaktivierung, wobei die langeren
mehrwandigen Kohlenstoffnanoréhrchen die Thrombozyten starker aktivierten als die
kirzeren [57]. In dieser Studie wurde zudem untersucht, ob auch die elektrische
Ladung der Oberflache der Kohlenstoffnanoréhrchen einen Einfluss auf die Vitalitat
von Thrombozyten hat. So wirkten lange und aminierte mehrwandige

Kohlenstoffnanoréhrchen, also Nanorohrchen deren Oberflache mit Aminogruppen
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besetzt und somit positiv geladen waren, auf die Thrombozyten zytotoxisch. Im
Gegensatz dazu hatten sowohl kurze aminierte als auch lange und kurze mit
Carboxylgruppen besetzte und dadurch negativ geladene Kohlenstoffnanoréhrchen
keinen Einfluss auf die Vitalitat der Thrombozyten [57]. Auch Burke und Kollegen
untersuchten mogliche pro-thrombotische Effekte von unbeschichteten, aminierten
und carboxylierten Kohlenstoffnanorohrchen. In Einklang mit der oben genannten
Studie von Meng konnten sie in vitro ebenfalls nachweisen, dass insbesondere
aminierte mehrwandige Kohlenstoffnanoréhrchen Thrombozyten aktivierten.
Weiterhin wurde durch alle in dieser Studie verwendeten Nanomaterialien der
intrinsische Weg der Gerinnungskaskade dosisabhangig in Gang gesetzt. In vivo
dagegen kam es nur nach venoser Gabe carboxylierter mehrwandiger
Kohlenstoffnanorohrchen zu einem signifikanten Abfall der systemischen
Thrombozytenzahl, wahrend aminierte und unbeschichtete Kohlenstoffnanorohrchen
im Blutkreislauf der Mause die Anzahl an systemischen Thrombozyten nicht
verdnderten [58]. In Tabelle 1 werden die wichtigsten Ergebnisse der oben
genannten Studien Uber pro-thrombotische Eigenschaften kohlenstoffbasierter

Nanomaterialien nochmals aufgelistet.

Aus den Erkenntnissen dieser Studien ergeben sich die Fragestellungen, ob (i) pro-
thrombotische Effekte durch die in der Industrie bereits vielfach eingesetzten
Nanomaterialien einwandige Kohlenstoffnanoréhrchen und Industrieruf3partikel
sowohl in groBeren GefalRen als auch in der Mikrozirkulation von Mausen in vivo zu
beobachten sind, ob (i) die moglichen pro-thrombotischen  Effekte
kohlenstoffbasierter Nanomaterialien abhangig von der jeweiligen Form der Partikel
sind (sphérisch vs. faserformig) und ob (iii) pro-thrombotische Effekte

kohlenstoffbasierter Nanomaterialien auch in vitro nachweisbar sind.
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Modell /

Nanomaterial o Effekt Referenz
Applikationsweg
MWCNT, CB - Stimulation von Thrombozytenaggregation [53]
gewaschenen humanen durch MWCNT und CB in
Thrombozyten mit hohen Dosen
kohlenstoffbasierten Thrombozytenaggregation
Nanomaterialen synergistisch durch
- Messung der kohlenstoffbasierte
Thrombozytenaggregation Nanomaterialen in niedrigen
mit Dosen und Thromboxan-A,-
Lumi-Aggregometer Analogon U46619
Thrombozytenaggregation
abhangig von
GP lIb/llla-Fibrinogen-
Interaktion
CB - Intraarterielle Gabe / Erhohte Anzahl an adharenten [54, 55]
Inhalation im Mausmodell Thrombozyten in der
- Messung der hepatischen Mikrozirkulation
Thrombozytenaggregation Effekt GP lIb/llla-abhangig,
mit Intravitalmikroskopie, kann durch Gabe eines GP-
Immunfarbung und lIb/llla-Rezeptor-Antagonisten
Durchflusszytometrie aufgehoben werden
- Untersuchung pro- Fibrinablagerungen in der
thrombotischer Effekte in Mikrozirkulation von Lunge
der Mikrozirkulation mit und Herz
Intravitalmikroskopie und Effekte unabhangig vom
gefarbten histologischen Aufnahmeweg
Schnitten
SWCNT, - Inkubation von Gesteigerte [56]
MWCNT, gewaschenen humanen Thrombozytenaggregation nur
Fullerene Thrombozyten mit durch faserférmige
kohlenstoffbasierten Kohlenstoffnanoréhrchen,
Nanomaterialen nicht durch sphérische
- Messung der Fullerene
Thrombozytenaggregation Beschleunigte
mit Aggregometer Thrombosierung der Arteria
- Messung der carotis nur durch faserférmige
Thrombozytenaktivierung Kohlenstoffnanoréhrchen,
mit Durchflusszytometrie nicht durch sphérische
- Intravendse Gabe im Fullerene
Rattenmodell Aktivierung von Thrombozyten
durch faserférmige
Kohlenstoffnanoréhrchen
MWCNT: - Inkubation von humanem Nur lange aminierte MWCNT [57]
lang (50 um), Vollblut mit aminierten wirken auf Thrombozyten
kurz oder carboxylierten zytotoxisch
(0,5 =2 um), MWCNT Bei gleicher Oberflachen-
aminiert, - Messung der ladung aktivieren lange

carboxyliert

Thrombozytenvitalitat und
—aktivierung mit
Durchflusszytometrie

MWCNT (50 pm)
Thrombozyten signifikant
starker als kirzere
(0,5—2 pm)
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MWCNT:
unbehandelt,
aminiert,
carboxyliert

In vitro:

- Inkubation von humanem -
thrombozytenreichem
Plasma mit MWCNT und
Messung der -
Thrombozytenaktivierung
mit Durchflusszytometrie -
sowie der Thrombozyten-
aggregation mit
Konfokalmikroskopie

- Inkubation von humanem
Blutplasma mit MWCNT
und Messung der aktivierten
partiellen
Thromboplastinzeit

In vivo:

- Intravendse Gabe im -
Mausmodell und Messung
der systemischen
Thrombozytenzahl mit
Coulter-Counter -

[58]
Thrombozytenaktivierung
insbesondere durch aminierte
MWCNT
Thrombozytenaggregation nur
durch aminierte MWCNT
Dosisabhéngige Aktivierung
des intrinsischen Wegs der
Gerinnungskaskade durch alle
verwendeten MWCNT

Abfall der systemischen
Thrombozytenzahl nur nach
Gabe von carboxylierten
MWCNT

Systemische Thrombozyten-
zahl nach Gabe von
unbehandelten und aminierten
MWCNT unveréndert

Tabelle 1. Pro-thrombotische Effekte kohlenstoffbasierter Nanomaterialien in vitro und in
vivo; Abkirzungen: MWCNT = mehrwandige Kohlenstoffnanoréhrchen (engl.: multi-walled
carbon nanotubes); SWCNT = einwandige Kohlenstoffnanoréhrchen (engl.: single-walled carbon

nanotubes); CB
Oberflache der

= Industrieru3partikel (engl.: carbon black); GP = Glykoprotein; aminiert
Kohlenstoffnanoréhrchen mit  Aminogruppen beschichtet,

Oberflache der Kohlenstoffnanoréhrchen mit Carboxylgruppen beschichtet.

carboxyliert
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Effekte kohlenstoffbasierter Nanomaterialien auf Leukozyten-Endothelzell-Inter-

aktionen in der Mikrozirkulation

Wie oben aufgefuhrt, spielen auch Entzindungsreaktionen bei der Entstehung von
Herz-Kreislauferkrankungen eine wesentliche Rolle. Im menschlichen Koérper wird
eine Entzindungsreaktion ausgeldst, um beispielsweise Krankheitserreger oder
Schadstoffe aus dem Gewebe von Organen zu eliminieren. Die Rekrutierung von
Leukozyten aus den postkapillaren Venolen der Mikrozirkulation in erkranktes
Gewebe ist ein mehrstufiger Prozess (schematische Darstellung in Abbildung 3).
Leukozyten rollen zunachst auf den Endothelzellen. Dieser erste Schritt wird vor
allem durch die Interaktion von P- und E-Selektinen auf Endothelzellen mit ihren
entsprechenden Liganden, die auf der Oberflache von Leukozyten wie neutrophilen
Granulozyten und Monozyten, zum Beispiel P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-
1; CD162), exprimiert sind, eingeleitet und als Rolling bezeichnet. Der auf den
Endothelzellen rollende Leukozyt kann nach Aktivierung durch endothelial
prasentierte Chemokine schlieBlich an den Endothelzellen haften bleiben, was als
sogenannte feste Adharenz bezeichnet wird. Dieser Schritt wird insbesondere durch
Interaktionen von leukozytaren Integrinen wie lymphocyte function-associated
antigen (LFA-1; CD11a/CD18), macrophage-1 antigen (Mac-1; CD11b/CD18) oder
very late antigen-4 (VLA-4; CD49d/CD29) und deren Liganden intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1; CD54), intercellular adhesion molecule-2 (ICAM-2; CD102) und
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1; CD106) auf der Oberflache von
Endothelzellen vermittelt. In einem letzten Schritt wandert der Leukozyt durch die
GefalRwand, die sogenannte Transmigration, in das umliegende interstitielle Gewebe.
Bei diesem Schritt spielen unter anderem die Molekile vascular endothelial cadherin

(VE-Cadherin; CD144), platelet—endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1;
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CD31), junctional adhesion molecule A (JAM-A), endothelial cell-selective adhesion
molecule (ESAM), ICAM-2 oder CD99 eine entscheidende Rolle. Im interstitiellen
Gewebe konnen Krankheitserreger oder krankheitserregende Stoffe schlief3lich durch

die eingewanderten Leukozyten neutralisiert werden [59].

Abbildung 3. Leukozytenrekrutierung aus einer postkapillaren Venole der Mikrozirkulation; (A)
Im Blut zirkulierender Leukozyt; (B) Rollen; (C) feste Adhéarenz; (D) Transendotheliale Migration
des Leukozyten durch die GefaBwand; GL: GefalBlumen; EZ: Endothelzellen; BM:
Basalmembran; modifiziert nach [59].

Uber Effekte synthetischer Nanomaterialien auf die beschriebenen Leukozyten-
Endothelzell-Interaktionen als Ursache fur Herz-Kreislauferkrankungen ist bislang
sehr wenig bekannt. Tierexperimentelle Studien haben jedoch bereits gezeigt, dass
kiunstlich  hergestellte und insbesondere faserférmige kohlenstoffbasierte
Nanomaterialien unabhangig von ihrem Aufnahmeweg (Inhalation/Instillation oder
intraperitoneale Injektion) pro-inflammatorische Effekte induzieren [60-63]. Im
Gegensatz dazu gibt es bislang kaum In-vivo-Studien, welche mdogliche Einfllisse
synthetischer Nanomaterialien auf Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in der
Mikrozirkulation untersucht haben. Nurkiewicz und Mitarbeiter belegten, dass die
Homoostase der Mikrozirkulation von Ratten nach Inhalation nanoskaliger
Titandioxidpartikel gestort ist. So war einerseits die Gefal3dilatation der Arteriolen
durch die inhalierten Nanopartikel beeintrachtigt. Zusatzlich war die Anzahl der an
der Endothelzellwand rollenden und adhé&rierenden Leukozyten im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant erhdht [64]. Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass bis 120
19



Minuten nach systemischer Gabe nanoskaliger Titandioxid-, Zinkoxid-, Siliziumoxid
und Silberpartikel keiner der oben beschriebenen Schritte der Leukozyten-
Endothelzell-Interaktionen in der Mikrozirkulation von Mausen beeinflusst wird [50].
Systemisch verabreichte Quantenpunkte hingegen, welche an ihrer Oberflache mit
negativ geladenen Carboxylgruppen besetzt waren, fuhrten zu einer gesteigerten
Adhasion und Transmigration von Leukozyten in der Mikrozirkulation von Mausen,
wahrend ungeladene oder positiv geladene, aminierte Quantenpunkte die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen nicht beeinflussten [65]. In postischamischem
Gewebe steigerten dagegen nur die positiv geladenen aminierten Quantenpunkte die
Transmigration von Leukozyten in die Mikrozirkulation, wodurch die durch Ischamie
und Reperfusion ausgeloste Entzindungsreaktion noch verstarkt wurde [66].
Interessanterweise wies die Arbeitsgruppe um Uchiyama antiinflammatorische
Effekte synthetischer Gold-Nanopartikel in der mesenterialen Mikrozirkulation von
Ratten nach. Die Nanopartikel waren hierbei mit aus Mausen gewonnenen Anti-H3-
Immunglobulin-G-Molekilen konjugiert. Die intravendse Gabe dieser Partikel vor
einer lokalen Applikation von Leukotrien B4 konnte sogar die zu erwartende lokale
Entziindungsreaktion, gekennzeichnet durch eine erh6hte Anzahl von adhérierten
Leukozyten in den postkapillaren mesenterialen Venolen, verhindern [67]. Ob auch
kohlenstoffbasierte Nanomaterialien die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in der
Mikrozirkulation in vivo beeinflussen, ist bislang weitgehend unbekannt. Khandoga
und Koautoren stellten in ihren bereits oben zitierten Studien im Mausmodell
unabhéngig vom Applikationsweg, d.h. weder nach intraarterieller Injektion noch
nach Inhalation von Industrierul3partikeln, vermehrte Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen in der Mikrozirkulation der Leber von Mausen fest [54, 55]. Die Effekte
systemisch verabreichter einwandiger Kohlenstoffnanoréhrchen auf Leukozyten-

Endothelzell-Interaktionen in der Mikrozirkulation wurden in vivo jedoch noch nicht
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untersucht. Aufbauend auf den Ergebnissen der ersten Studie Uber die pro-
thrombotischen Effekte einwandiger Kohlenstoffnanoréhrchen in der Mikrozirkulation
von Mausen entwickelten wir daher eine weitere Studie, um zu untersuchen, ob (i)
kohlenstoffbasierte Nanomaterialien die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen und
die Leukozyten-Transmigration akut (bis 120 Minuten) und subakut (bis vier Stunden)
nach systemischer Gabe beeinflussen konnen, (ii) die Form der Nanomaterialien
(sphéarisch vs. faserformig) hierbei eine Rolle spielt und (iii) kohlenstoffbasierte
Nanomaterialien Leukozyten in vitro aktivieren und somit pro-inflammatorische

Effekte verursachen kdnnen.
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Zusammenfassung

Synthetische Nanomaterialien besitzen aufgrund ihrer geringen Grél3e mit
definitionsgemald  mindestens einer Dimension unter 100 Nanometer
aulRergewohnliche physikochemische Eigenschaften. Wegen ihren besonderen
mechanischen Eigenschaften und ihrem Verhalten in biologischer Umgebung gelten
Kohlenstoffnanordhrchen, eine spezielle Form synthetischer Nanomaterialien, als
wichtiges Produkt fir die Entwicklung von Verbundstoffen in Industrie und Technik,
aber auch als vielversprechendes nanotechnologisches Material in der Medizin. Die
aul3erordentlichen Eigenschaften dieser synthetischen Nanomaterialien werfen
jedoch Fragen uber ihre Kompatibilitat und maogliche Toxizitdt im menschlichen
Korper auf. Aus epidemiologischen Studien ist bekannt, dass ultrafeine Partikel, die
bei der Verbrennung von fossilen Brennstoffen in die Umwelt gelangen, negative
Effekte auf das Herzkreislaufsystem ausiiben. Ursachlich hierfir sind unter anderem
pro-thrombotische und pro-inflammatorische Effekte ultrafeiner Partikel, die zu
akuten kardiovaskularen Ereignissen fiihren kénnen. Ahnliche Effekte sind durch
synthetische Nanomaterialien, wie einwandige Kohlenstoffnanorohrchen oder
Industrieru3partikel, nach deren Eindringen in den Blutkreislauf ebenfalls denkbar.
So sind insbesondere in der Mikrozirkulation durch Interaktionen solcher
synthetischer Nanomaterialien mit Thrombozyten pro-thrombotische Effekte sowie
durch Interaktionen mit Leukozyten und Endothelzellen pro-inflammatorische Effekte
maoglich. Entsprechende Daten aus tierexperimentellen In-vivo-Studien sind bislang
jedoch nur unzureichend verfiigbar. Das Ziel der dieser Dissertation zugrunde
liegenden Studien war es daher, mdgliche pro-thrombotische und pro-
inflammatorische Effekte in der akuten (bis 120 Minuten) und subakuten (bis 4
Stunden) Phase nach systemischer Gabe kohlenstoffbasierter Nanomaterialien

unterschiedlicher Form, faserférmiger einwandiger Kohlenstoffnanoréhrchen und
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sphéarischer Industrieru3partikel, in der Mikrozirkulation von M&ausen zu untersuchen,
beziehungsweise diese Effekte in vitro zu Uberprufen. Zunachst wurde die durch
phototoxische Schadigung induzierte Thrombusbildung in der Mikrozirkulation der
Méause unmittelbar nach systemischer Gabe der kohlenstoffbasierten
Nanomaterialien in aufsteigender Dosierung (0,01 — 1 mg/kg) untersucht. Weiterhin
wurden ebenfalls nach systemischer Applikation der kohlenstoffbasierten
Nanomaterialien (1 mg/kg) die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen und die
Transmigration von Leukozyten aus der Mikrozirkulation mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie akut (bis 120 Minuten) und subakut (bis vier Stunden)
beobachtet. In vitro wurden mittels Durchflusszytometrie einerseits die Expression
von P-Selektin auf humanen Thrombozyten und die Anzahl an Thrombozyten-
Granulozyten-Komplexen sowie andererseits die Expression der
Oberflachenmolekile CD11b, CD11c und CD18 auf Monozyten und Granulozyten
nach Inkubation von humanem Vollblut mit den synthetischen Nanomaterialien
untersucht. In den In-vivo-Untersuchungen hatten die beiden unterschiedlich
konfigurierten kohlenstoffbasierten Nanomaterialien in der Dosis von 1 mg/kg
Korpergewicht bis zu vier Stunden nach systemischer Applikation keinen Einfluss auf
die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen und die Transmigration von Leukozyten in
der Mikrozirkulation der Mause. Im Gegensatz dazu fiihrten faserférmige einwandige
Kohlenstoffnanorohrchen wie auch sphérische IndustrieruB3partikel in gleicher
Dosierung (1 mg/kg) unmittelbar nach systemischer Gabe zu einer signifikant
beschleunigten Thrombusbildung in den Arteriolen der Mikrozirkulation der Mause.
Die Ergebnisse der In-vitro-Untersuchungen, welche eine signifikant starkere
Expression von P-Selektin auf Thrombozyten und eine signifikant grol3ere Anzahl an
Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen ergaben, stitzten die Ergebnisse der In-

vivo-Experimente. Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass
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kohlenstoffbasierte Nanomaterialien unabhangig von ihrer Form — faserformig vs.
sphéarisch — in vitro Thrombozyten aktivieren und in vivo pro-thrombotische Effekte

entfalten kdnnen.
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Summary

Engineered nanomaterials  exhibit extraordinary and entirely  different
physicochemical properties compared to larger particles of the same material. These
specific attributes of engineered nanomaterials are predominantly a result of their
small size that is by definition less than 100 nanometers at least in one dimension.
Carbon nanotubes, which are one type of carbon-based nanomaterials, are
considered to be important for the development of compound materials for industrial
applications because of their tremendous mechanical capabilities and for delivery
systems in medicine due to their distinct behavior in biological systems. These
unique properties of carbon-based nanomaterials also raise concerns about the
compatibility and possible toxicity in the human body. It is well known from
epidemiological studies that ultrafine particles, which are also at the nanoscale and
released during combustion of fossil fuels into the ambient air, are able to impair the
cardiovascular system. It has been shown that, amongst others, thrombosis and
inflammation are responsible for acute adverse cardiovascular events. Similar
adverse effects of engineered nanomaterials such as single-walled carbon
nanotubes and carbon black are possible upon translocation into the bloodstream. In
particular, interactions of these engineered nanomaterials with platelets, endothelial
cells, and leukocytes in the microcirculation raise concerns about their pro-thrombotic
and pro-inflammatory potential. There are, however, only few in vivo studies
addressing these issues. Thus, the aim of our studies was to test and compare
possible pro-thrombotic and pro-inflammatory effects of differently shaped carbon-
based nanomaterials (fiber-shaped single-walled carbon nanotubes and spherical
carbon black), in the acute (up to 120 minutes) and subacute (up to four hours)
phase upon systemic administration into mice. In a first set of experiments, thrombus

formation elicited by phototoxic injury was analyzed in the microcirculation of mice
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immediately after systemic application of carbon-based nanomaterials in different
doses (0.01 — 1 mg/kg). The second approach was the analysis of leukocyte-
endothelial cell interactions and transmigration of leukocytes in the murine
microvasculature in an acute (up to 120 minutes) and a subacute (four hours) setting
using in vivo microscopy. In vitro, platelet P-selectin expression and formation of
platelet-granulocyte-complexes as well as the expression of CD11lb, CD1l1lc and
CD18 on human monocytes and granulocytes upon incubation of human whole blood
with engineered nanomaterials were assessed by flow cytometry. The results of
these in vivo experiments show that differently shaped carbon-based nanomaterials
(2 mg/kg body weight) do neither affect leukocyte-endothelial cell interactions in the
microvasculature nor transmigration of leukocytes to the perivascular tissue up to
four hours upon systemic administration. In contrast, fiber-shaped single-walled
carbon nanotubes and spherical carbon black at the same dose (1 mg/kg) led to
significantly enhanced thrombus formation in arterioles of the murine microcirculation
immediately upon systemic injection. Results from in vitro measurements, which
revealed a significantly higher expression of P-selectin on human platelets and a
significantly higher number of platelet-granulocyte-complexes, confirmed the in vivo
findings. Taken together, these results demonstrate that carbon-based nanomaterials
activate platelets in vitro and exert pro-thrombotic effects in vivo independently of

their shape.
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Veroffentlichungen mit Fundstellen

Veroffentlichung |

Single-walled carbon nanotubes activate platelets and accelerate thrombus

formation in the microcirculation.

Bihari, P., M. Holzer, M. Praetner, J. Fent, M. Lerchenberger, C.A. Reichel, M.
Rehberg, S. Lakatos, F. Krombach. Toxicology, 2010. 269(2-3): p. 148-54.
doi: 10.1016/j.tox.2009.08.011.

Veroffentlichung I

Carbon-based nanomaterials accelerate arteriolar thrombus formation in the

murine microcirculation independently of their shape.

Holzer, M., P. Bihari, M. Praetner, B. Uhl, C. Reichel, J. Fent, M. Vippola, S. Lakatos,
F. Krombach. J Appl Toxicol, 2014. 34(11): p. 1167-76.
doi: 10.1002/jat.2996.
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