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Zusammenfassung

Freie Radikale sind instabile Atome oder
Molekile mit freien AuBenelekironen.
Dadurch sind sie hochreaktiv, da solche
freien Elektronen immer bestrebt sind,
in eine stabile, gepaarte Form Uberzu-
gehen. Durch die Paarung der Elektro-
nen wird anderen Molekulen ein Elek-
tron entrissen, wodurch eine Kettenre-
aktion ausgeldst wird. Solche Reaktio-
nen laufen sténdig im menschlichen Kér-
per ab, wobei unter Umsténden Scha-
digungen an Biomolekilen entstehen
kénnen. Es wird diskutiert, ob Nanopar-
tikel, die in die Zellen gelangen, die Bil-
dung freier Radikale auslésen kénnen.
Gegenwadrtig wird auch untersucht, ob
die auf der Oberfléche der Nanopartikel
gebildete Menge freier Radikale aus-
reicht, um zellulére Effekte zu induzieren.
Dieses Dossier gibt einen Uberblick, was
freie Radikale sind, wie sie entstehen,
warum sie im Organismus gebraucht
werden, wie sie dort neutralisiert wer-
den und was bereits Uber den Zusam-
menhang zwischen Nanopartikeln und
der Bildung von freien Radikalen be-
kannt ist.

* Korrespondenzautorin

Einleitung

Es gilt als gesichert, dass die Beschaffen-
heit der Oberfléche von Nanopartikeln ei-
ne wesentliche Rolle in der Wechselwirkung
mit Zellen spielt und daher in der Bewer-
tung ihrer gesundheitlichen Wirkung be-
ricksichtigt werden muss. Oft wird die Ent-
stehung freier Radikale nach der Aufnah-
me von Nanopartikeln in der Zelle als
Wirkmechanismus diskutiert. Freie Radika-
le spielen eine wichtige Rolle in sauerstoff-
abhéngigen (aeroben) lebenden Systemen.
Sie sind ein wichtiger Bestandteil bei der
Zellatmung und anderen wichtigen zellula-
ren Vorgdngen, spielen aber auch im Al-
terungsprozess und bei der Entstehung von
Krankheiten eine Rolle. Freie Radikale
sind instabile Molekile mit freien AuBen-
elektronen (ungepaarten Elektronen). Sie
sind hochreaktiv, da die freien Elektronen
immer bestrebt sind, sich mit einem ande-
ren Elektron zu verbinden und sich zu paa-
ren. Dabei werden durch die freien Radi-
kale anderen Molekilen Elekironen ent-
rissen. Diese Kettenreaktion l&uft stéindig
im menschlichen Kérper in jeder einzelnen
Zelle ab. Dabei kénnen neben Wirkungen
in Hinblick auf die zellulére Regulation
auch Schédigungen an Molekilen wie
Kohlenhydraten, Fetten, Eiweiflen und Nu-
kleinséuren bewirkt werden.

Was sind
freie Radikale?

Freie Radikale sind Atome oder Moleki-
le, die ein oder mehr ungepaarte Elektro-
nen enthalten und in diesem Sinn ,frei”
sind. Entsprechend hat ein freies Radikal
ein allein stehendes Elekiron. Viele freie
Radikale sind hoch reaktiv, d. h. sie haben
die starke Tendenz, sich paarweise anzu-
ordnen und somit aus dem labilen unge-
paarten Zustand herauszukommen. Fir die
Paarung nehmen freie Radikale zuféllig
Elektronen von einem passenden Spender
(Donor) oder geben ein Elekiron einem pas-
senden Empfanger (Akzeptor), der sich ent-
sprechend zu sekundéren freien Radika-
len umwandelt. Diese Kettenreaktion kann
biologische Schéden verursachen (Abbil-
dung 1).

Abbildung 1:

Angriff und Abwehr freier Radikale,
Wirkungsorte der antioxidativ wirksamen
Nébhrstoffe (rot) und Enzyme (grin).
SOD = Superoxid Dismutase
(www.royal-canin.de/uploads/pics/
mono_3gif 01.gif)
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Es gibt viele und unterschiedliche Quellen
von freien Radikalen innerhalb der Zellen
und auch in der Umwelt. In aeroben Lebe-
wesen werden freie Radikale wéhrend und
durch den normalen Stoffwechsel erzeugt.
Insbesondere werden freie Radikale wahrend
der Elekironibertragung in der Plasma-
membran und hauptséchlich wéhrend der
Zellatmung in der Mitochondrienmembran
erzeugt. Die Produktion kann enzymatisch
(mit Katalysatoren) oder nicht-enzymatisch
verlaufen. Eine Forschergruppe behauptet3,
dass die Mitochondrien die Hauptquelle der
oxidativen Schadigungen sind, da freie Ra-
dikale wie das Superoxyd aus der Elektron-
transportkette flieBen kénnen. Etwa 3-10 %
des dort umgesetzten Sauerstoffs werden nicht
entsprechend umgesetzt, d. h. reduziert. Sie
kénnen ins Zytosol der Zelle gelangen, wo
sie mit anderen Substanzen reagieren kén-
nen und dabei neue Radikale bilden, indem
sie diesen Stoffen Elektronen entziehen. Ei-
ne Kettenreaktion wird in Gang gesetzt, in
deren Verlauf Elektronen ihre Besitzer wech-
seln und an deren Ende zellulére Verénde-
rungen wie die Modifizierung der DNA oder
Enzymstérungen stehen kdnnen.

Antioxidantien -
Oxidativer Siress

Um intrazelluldren Schadigungen durch freie
Radikale entgegen zu wirken, entwickelte sich
in den Zellen ein so genanntes intrazellulé-
res Antioxidationssystem. Dabei werden die
freien Elektronen mit Hilfe von Proteinen (En-
zymen) in eine nicht-reaktive Form gebracht.
Antioxidantien regulieren oxidative Reaktio-
nen, indem sie die Oxidation der Substan-
zen verhindern, verzégern oder hemmen?.
Die als Antioxidantien wirkenden intrazellu-
l&ren Enzyme sind das Rickgrat dieses Ver-
teidigungssystems in den Zellen® é. Die wich-
tigsten antioxidativen Enzyme besitzen be-
stimmte Elemente, die das Protein abschir-
men und schitzen’’ 8. Nicht-enzymatische An-
tioxidantien kénnen Radikale ebenfalls aus-
schalten? (das sind wasserlésliche Substan-
zen wie z. B. Vitamin C, Glutathion oder fett-
|8sliche wie Vitamin E oder Vitamin A/B-Ka-
rotine). So werden etwa durch das Enzym
SOD Superoxidradikale in Wasserstoffper-
oxyd umgewandelt, das dann durch Katala-
se in Wasser und Sauerstoff umgesetzt wird.

Freie Radikale sind Ubrigens nicht nur schéd-
liche Stoffwechselprodukte, sondern haben
auch eine Reihe von wichtigen Funktionen.
So dienen sie der Immunabwehr, denn Leu-

kozyten und Makrophagen machen sich ih-
re bakterizide Wirkung zunutze: Sie produ-
zieren freie Radikale und zerstéren damit
Bakterien und andere Fremdstoffe. AuBer-
dem spielen freie Radikale vermutlich Gber
die Vermittlung des programmierten Zellto-
des (Apoptose) eine Rolle in der kérpereige-
nen Tumorsuppression. In immunrelevanten
Zellen wird das reaktive Potential von ROS
auch als zelluldrer Abwehrmechanismus bei
eindringenden Pathogenen fir die Abtstung
von Bakterien, Viren und entarteten Zellen ge-
nutzt. Weiters erfillen Radikale wichtige phy-
siologische Funktionen, wie die Regulation
des vaskuldren Tonus und von Zellfunktionen,
die Uber Sauerstoffkonzentrationen kontrol-
liert werden, die Beeinflussung von Signal-
Ubertragungsmechanismen und schlief3lich
die Ausldsung oxidativer Stressantworten so-
wie der Apoptose'’.

Da die zelluléren Abwehrmechanismen in
ihrer Kapazitét begrenzt sind, kann es durch
oxidativen Stress zu Fehlfunktionen und
schlieBlich zum Zelltod kommen. Oxidativer
Stress resultiert aus einem Ungleichgewicht
zwischen der intrazellulédren Produktion frei-
er Radikale und den zelluléren Abwehrme-
chanismen. Das Gleichgewicht zwischen Oxi-
dantien und Antioxidantien kann durch den
Anstieg an freien Radikalen oder die Reduk-
tion von antioxidativen Stoffen gestért wer-
den. Oxidativer Stress kann eine Anzahl po-
tentiell zerstérerischer biochemischer Reak-
tionen hervorrufen?. Es hat sich gezeigt, dass
die Produktion von Radikalen direkt in die
oxidative Zerstérung von Makromolekilen
wie z. B. Lipiden, Proteinen und Nukleinséu-
ren involviert ist. Unter bestimmten Bedin-
gungen kdnnen etwa die Phagosomen (Ve-
sikel, in die z. B. Bakterien aufgenommen
werden kénnen)'® von Makrophagen dege-
nerieren und ihren Inhalt in andere Kompar-
timente der Zellen entlassen, was zu DNA-
Schadigungen durch oxidative Reaktionen
fohren kann. Chronische Infektionen kén-
nen daher chronische Entzindungsreaktio-
nen durch die permanente phagozytotische
Aktivitat der Makrophagen auslésen. Chro-
nische Entzindungen wiederum stellen ein
Krebsrisiko dar. AuBerdem spielen freie Ra-
dikale bei vielen degenerativen Krankheiten
und Zellalterungsprozessen eine wichtige
Rolle3.

Das Oxidations- und
Reduktionsgleichgewicht
der Zellen
(Redox-Homeostase)

Freie Radikale und ihre Derivate sowie re-
aktive Nichtradikale, die auf Radikale zuriick-
zufGhren sind, sind in relativ niedrigen und
ausgeglichenen Mengen in lebenden Syste-
men immer vorhanden. Die Konzentration
freier Radikale ist von ihrer Produktion und
ihrem Abbau (clearance) abhéngig. Der Ab-
bau freier Radikale wird durch verschiede-
ne Enzyme und auch nicht-enzymatische An-
tioxidantien (z. B. Vitamine E, A, C und Glu-
thation) kontrolliert. Zellen sind in einem sta-
bilen Zustand, wenn die Rate der ROS-Pro-
duktion und die Antioxidationskapazitét im
Gleichgewicht sind. Dann spricht man von
einer ausbalancierten Redox-Kapazitét. Die-
ses Gleichgewicht kann entweder durch die
gesteigerte ROS-Produktion oder durch die
verminderte Kapazitét der Antioxidantien
empfindlich gestért werden. Da freie Radi-
kale ein Elektron einem passenden Empfén-
ger vermitteln (Reduktionsreaktion) oder ihr
allein stehendes Elekiron mit einem passen-
den Spender paaren kénnen (Oxydations-
reaktion), spielen freie Radikale eine wich-
tige Rolle in der Aufrechterhaltung des Re-
dox-Gleichgewichts der Zellen. Abhéngig von
Daver und Stérke der Unausgewogenheit
dieses Gleichgewichts (was zeitlich begrenzt
sein kann), kann die Redoxregulation der
Zelle ausgleichend wirken. Dieser physiolo-
gische Mechanismus wird Redox-Homeosta-
se genannt. Wenn hingegen eine stdndige
Produktion von freien Radikalen, etwa durch
oxidativem Stress, ausgeldst wird, ist die Re-
dox-Homeostase aus dem Gleichgewicht, da
die zelluldren Mechanismen nicht mehr in
der Lage sind, das normale Niveau herzu-
stellen. Das kann zu einer stéindigen (persis-
tenten) Anderung in der Signalibertragung,
aber auch zu Verdnderungen auf Gen- und
Proteinebene der Zellen fGhren und so ge-
nannte oxidative Bedingungen bzw. Prozes-
se auslésen. Dazu zdhlen praktisch alle kom-
plexen Molekile, die ein einzelnes Elektron
erwerben kénnen, wie die DNA, Proteine,
Fette (Lipide) und Kohlenhydrate, und so von
hoch reaktiven Radikalen beschéadigt wer-
den kénnen. Im Falle einer stéandigen ROS-
Erhéhung Uber eine ldngere Zeitperiode kén-
nen freie Radikale schédigend wirken und
durch die chronische Situation auf patholo-
gische Bedingungen hinauslaufen.
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Nanopartikel
und freie Radikale

Verschiedene In-vitro- und In-vivo-Studien
haben gezeigt, dass die Bildung freier Ra-
dikale durch Nanopartikel (Fullerene, Kar-
bon-Nanoréhrchen, Quantum Dots, Abgas-
partikel), ausgelsst werden kann'2 13, Na-
nopartikel kénnen aktiv (Phagozytose) durch
bestimmte Zellen (Makrophagen) aufgenom-
men werden und die Bildung von ROS ein-
leiten'4 15, Auch die passive zelluldre Auf-
nahme von Partikeln wurde beobachtet. Die
entscheidende Frage ist jedoch, ob pro Zel-
le mehr ROS gebildet wird, wenn mehr Par-
tikel aufgenommen werden. Es ist bekannt,
dass Nanopartikel zu Verklumpungen (Ag-
gregation/Agglomeration) neigen. Daher ist
es nicht klar, ob sie in diesem Zustand auch
eine erhéhte Menge an ROS produzieren.
ROS kénnen auch direkt auf der Oberfla-
che der Partikel entstehen, dies ist allerdings
abhdéngig von der Beschaffenheit der Parti-
kel (z. B. fungieren metallische Partikel als
Katalysatoren). Auf Grund der gréfleren
Oberfléche kleinerer Partikel im Verhélinis
zur Masse kénnten mehr ROS gebildet wer-
den als bei groBerer Partikeln6:17. Ob der
Aggregationszustand die Menge des gebil-
deten ROS beeinflusst, ist nicht bekannt. Die
Uberproduktion oder die chronische Produk-
tion von reaktiven Sauerstoffspezies kann zu
Entzindungsreaktionen, zu Gewebsverén-
derungen sowie zu DNA-, Protein- und Li-
pidschadigungen fihren. Nanopartikel kén-
nen auch mechanische Schédigungen inner-
halb der Zellen verursachen und so den oxi-
dativen Stress auslésen. Durch die homeo-
statische Aktivitét der Zellen kénnen Antio-
xidantien bis zu einem gewissen Grad die
gebildeten freien Radikale abfangen. Wird
mehr ROS generiert als abgefangen wird,
kann dieses System kippen und bestimmte
Biomolekile oxidiert und/oder veréndert
werden.

In einer Pilotstudie'® wurde an einem spezi-
ellen Mausmodell gezeigt, dass Gber den
Bauchraum (intraperitoneal) verabreichte,
lange (ca. 20 um), nadelférmige Nanoréhr-
chen chronische Entzindungen hervorrufen,
wéhrend kurze und/oder gekrimmte eben-
so wie lange gekrimmte Nanoréhrchen kei-
ne solche Effekte induzieren. Da diese Réhr-
chen aufgrund ihrer Beschaffenheit (Form,
Lange und Léslichkeit) Asbestfasern sehr éhn-
lich sind, wurde ein vergleichbarer Wirkme-
chanismus diskutiert. Durch Asbestexpositi-
on kénnen so genannte Mesotheliome (Bin-
degewebstumore) im Bereich des Brustfells
entstehen. Solche Tumore (Mesotheliome)
kénnen, missen aber nicht zwangsléufig

bésartig sein. Sie entstehen, indem Makro-
phagen die eingedrungenen nadelférmigen
Fasern aufzunehmen versuchen. Da die Fa-
sern zu lang sind, verléuft dieser Prozess fir
die Zellen nicht erfolgreich. Deshalb entste-
hen neben freien Radikalen auch so genann-
te Riesenzellen, da mehrere Zellen miteinan-
der fusionieren, um die Fasern erfolgreich
aufnehmen zu kénnen. Durch die chronische
Aktivierung dieser Zellen entstehen knoten-
artige Gewebsneubildungen, so genannte
Granulome. Diese kénnen sich Uber die Zeit
zu einem Mesotheliom (Tumor) entwickeln.
In der genannten Studie wurden bewusst Na-
nordhrchen verwendet, die Asbestfasern be-
zuglich Form und Lénge &hneln. Es wurden
aber auch andere Fasern verwendet, um die
Wirkungen zu vergleichen. Dabei zeigte sich,
wie zu erwarten war, dass nur die langen na-
delférmigen, nicht aber kurze und/oder ge-
krommte Nanoréhrchen chronische Entzin-
dungen (Granulome) auslésen kénnen. For
die Beurteilung dieser Studie ist wichtig, dass
eine relativ hohe Konzentration an Nano-
réhrchen (50 ug) pro Maus und ein sehr spe-
zifisches Tiermodell verwendet wurde. In der
Studie selbst wird auch auf die Unterschied-
lichkeit der Nanoréhrchen beziglich der Vor-
behandlungen hingewiesen. Weiters ist bei
der Einschétzung ihrer Tragweite zu berick-
sichtigen, dass es sich bei dieser Pilotstudie
um experimentelle Bedingungen handelt,
wobei nur wenige Tiere Verwendung fanden.
Die Hinweise aus dieser Studie mUssen zwar
ernst genommen, aber erst verifiziert und re-
produziert werden.
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