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Wissensstand beziiglich mdéglicher Wirkprinzipien und Gesundheitsgefahren durch
Exposition mit arbeitsplatzrelevanten Nanomaterialien

Vorbemerkung

Dieser Bericht hat nicht zum Ziel, einen umfassenden Ubersichtsartikel Uber alle
Veroffentlichungen zu  mdglichen  Gesundheitsgefahren aller Nanomaterialien
darzustellen. Der Schwerpunkt lag darauf, eine Ubersicht zu geben und auf Mdglichkeiten
der Gruppenbildung bei bestimmten Nanomaterialien auf der Basis wahrscheinlicher
gemeinsamer Wirkprinzipien hinzuweisen. Dazu musste nicht generell auf eine
umfassende Darstellung der Originalliteratur zurlckgegriffen werden. In Bezug auf
mogliche systemische Wirkungen von Nanomaterialien war eine Prifung der
Originalliteratur allerdings notwendig, da nicht auf vorliegende Bewertungen Bezug
genommen werden konnte. Damit lag der Schwerpunkt dieses Berichtes auf einer
kritischen Analyse dieser Studien, die mogliche systemische Wirkungen von GBS-
Nanomaterialien beschreiben.

1 Zusammenfassung

Gegenstand dieses Berichtes sind Nanomaterialien, die technisch gezielt hergestellt sind
und in Form von Stauben vorkommen. Fir diese Nanomaterialien ist aus der Sicht des
Arbeitsschutzes in Bezug auf mogliche Gesundheitsgefahren maf3geblich der inhalative
Expositionsweg zu berucksichtigen. Grundsatzlich sind bei der toxikologischen Bewertung
verschiedene Wirkprinzipien zu betrachten: (a) Nanomaterialien kénnen toxische Stoffe
beziehungsweise lonen freisetzen, chemisch funktionelle Gruppen besitzen oder
chemisch funktionalisierte Oberflachen (katalytische Wirkung) haben. Fur diese
Nanomaterialien ist die Toxizitat durch die freigesetzten Stoffe unter Bericksichtigung der
Freisetzungsrate und/oder durch die spezifische vermittelte chemische Reaktion
bestimmt. Nanomaterialien, die unter diese Wirkprinzipien fallen, kdnnen nur im Rahmen
einer Einzelfallbetrachtung bewertet werden. (b) Einige Nanomaterialien sind als
faserformige Staube zu beschreiben. Fur diese Staube ist mittels Einzelfallbetrachtung zu
prufen, ob das jeweilige Nanomaterial unter das sogenannte Faserprinzip fallt und eine
asbestartige Wirkung hat. Hier sind die Parameter Dimension und Biobestandigkeit zu
bertcksichtigen. (c) Weiter sind Nanomaterialien daraufhin zu prifen, ob sie als
alveolengangige granulare biobestandige Staube ohne bekannte signifikante spezifische
Toxizitat (GBS) zu beschreiben sind. GBS besitzen keine Uber die Partikelwirkung
hinausgehende stoffspezifische Toxizitat. Diese Nanomaterialien konnen als GBS-
Nanomaterialien bezeichnet werden. Unter diese Gruppe fallen zum Beispiel gezielt
hergestellte Nanomaterialien der Stoffe Titandioxid oder Industrieru. GBS-Staube sind im
biologischen Milieu bestandig und zeichnen sich dadurch aus, dass ihnen keine
signifikante  spezifische  Toxizitdt =~ zugeschrieben  wird, die durch die
Oberflachenbeschaffenheit oder eine Freisetzung spezifisch toxischer Stoffe vermittelt
wird. Diese Staube sind durch einen aerodynamischen Durchmesser von bis etwa 10 ym
zu charakterisieren (alveolengangige Fraktion nach DIN EN 481). Sie kdnnen bis in die
tiefen Atemwege des Menschen gelangen und verursachen dort entziindliche Prozesse.
Bei der Bewertung der Gesundheitsgefahren dieser GBS-Nanomaterialien steht eine
mutmaldliche Karzinogenitat in der Lunge im Vordergrund. Dermale und orale Exposition
und daraus resultierende Toxizitat sind nach bisheriger Kenntnis generell nicht von
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hervorgehobener Bedeutung. Der Schwerpunkt dieses Berichtes lag auf einer Analyse
von Studien, die systemische Wirkungen von GBS-Nanomaterialien berichten. Aus diesen
Studien ergaben sich keine generellen Hinweise auf systemische Toxizitdt. Es sind
weitere Untersuchungen notwendig, um mogliche systemische Wirkungen abschliel3end
bewerten zu kdnnen.

2 Begrifflichkeiten in der Nanotechnologie

Von ISO/OECD wurden Definitionen zu verschiedenen Begriffen der Nanotechnologie
entwickelt (ISO, 2008; OECD, 2007) (Abbildung 1). Die OECD-Definition von
Nanomaterialien ist weit gefasst und wurde unabhangig von der Stoffidentitat gewahlt. Die
OECD sieht Nanomaterial als eine Struktur, die in einer oder mehr Dimensionen
nanoskalig (Grélkenbereich 1-100 nm) ist oder aber an der Oberflache beziehungsweise
einer inneren Oberflache nanoskalige Strukturierung besitzt. Damit werden Erzeugnisse
im Sinne des Chemikalienrechtes nicht klar aus der Begriffsdefinition fir Nanomaterialien
ausgegrenzt. Die Begrifflichkeit Nanomaterial setzt eine beabsichtigte Herstellung voraus
und schlief3t auch grolRere Agglomerate und Aggregate von Nanoobjekten (Nanopartikeln,
-stabchen, -rohren, -platten) ein. Die enthaltenen Nanoobjekte mussen in 1-3
Dimensionen groBer 1 und kleiner 100 nm sein, um der Definition zu entsprechen.
Nanopartikel sind nach ISO-OECD-Definition Partikel mit einem Durchmesser kleiner 100
nm in 3 Dimensionen. Agglomerate sind durch schwachere Bindungskrafte ihrer
Primarpartikel charakterisiert (z.B. van der Waals-Krafte), Aggregate durch festere
Bindungskrafte, die zum Beispiel aus Sinterungsprozessen resultieren. Diese
Agglomerate oder Aggregate sind im Sinne der OECD auch als Nano-strukturierte
Materialien zu beschreiben. Die Aggregation und Agglomeration der Nanopartikel (der
Primarpartikel) sowie deren unterschiedliches Verhalten der
Desagglomeration/Dispergierung stellt eine wesentliche Frage bei der Charakterisierung
von Nanomaterialien dar. So zdhlen auch Produkte zu Nanomaterialien, die nur wahrend
der unmittelbaren Entstehungsphase als freie Nanopartikeln vorlagen und sich sofort zu
grolReren (>100 nm Durchmesser) Aggregaten zusammenlagern und oberflachlich
verschmelzen, freie nanoskalige spharische Strukturen jedoch noch erkennen lassen.
Derartige Materialien zeigen oft eine stark vergroRerte Oberflache und konnen besondere
Eigenschaften aufweisen. Eine Freisetzung von Primarpartikeln aus Aggregaten wird
aufgrund der festen Bindung als unwahrscheinlich eingeschatzt. Agglomerate werden
durch deutlich schwachere Bindungskrafte zusammengehalten und konnen
beispielsweise aus zusammen gelagerten Aggregaten bestehen. Agglomerate kdnnen
durch Scherkrafte oder wassrige Ldsungen leichter desagglomeriert bzw. dispergiert
werden. In welchem Malde Agglomerate und gegebenenfalls Aggregate im Organismus zu
Primarpartikeln  zerfallen, ist bisher nicht umfassend wuntersucht wund kann
materialabhangig sein. Daher kdnnen zur Zeit keine abschlieRenden Aussagen getroffen
werden, ob und in welchem Ausmal} Primarpartikel aus Agglomeraten und Aggregaten
freigesetzt werden.

Reale Nanomaterialien werden Uber Beschreibung der GroRRenverteilungen der
enthaltenen Primarpartikeln, Aggregate und Agglomerate charakterisiert. Eine
abgestimmte Definition, die den minimalen Anteil an nanoskaligen Bestandteilen festsetzt,
liegt nicht vor. Freie Nanopartikel haben die Tendenz, sowohl in Luft als auch in
Flussigkeiten zu agglomerieren (Preining, 1998). Die Halbwertzeit der freien Partikel ist
proportional zu PartikelgroRe und umgekehrt proportional zur Partikelkonzentration
(Preining, 1998). Eine Exposition gegenuber luftgetragenen freien Nanopartikeln (<100
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nm Durchmesser) ist auf der Basis des bisherigen Kenntnisstandes daher eher selten
beziehungsweise kommen freie Nanopartikel nur zu geringen Anteilen in Staduben aus
Nanomaterialien vor (Plitzko, 2009; Plitzko, mdl., Mitteilung; Schneider et al. 2007).
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Abbildung 1: Gliederung der Begrifflichkeiten gemaf ISO/OECD
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3 Mdogliche Prinzipien der toxischen Wirkung von Nanomaterialien

Im Hinblick auf eine Beschreibung von Gesundheitsgefahren werden im Sinne der obigen
Definitionen diejenigen Nanomaterialien betrachtet, die nicht als Erzeugnisse, sondern als
Stoffe oder Gemische anzusehen sind und unter die Chemikaliengesetzgebung fallen.
Laut bisheriger Kenntnisse spielt hauptsachlich eine inhalative Exposition bei der
Bewertung eine Rolle. Dabei miussen mal3geblich Nanomaterialien betrachtet werden, die
alveolengangig! sind. Der Schwerpunkt dieses Berichtes liegt auf einer Analyse von
Studien, die systemische Wirkungen von GBS-Nanomaterialien berichten. Diesbezlglich
lag bisher keine Gesamtbewertung vor. Andere Endpunkte werden lediglich
zusammenfassend beschrieben.

3.1 Allgemeine moégliche Wirkprinzipien

Auf der Basis der vorliegenden Daten wird die toxikologische Wirkung von
Nanomaterialien durch die physikalische Form und/oder die chemische Beschaffenheit
der jeweiligen Nanomaterialien bestimmt. Bei der Bewertung sind die folgenden
Wirkprinzipien zu berucksichtigen:

a) Nanomaterialien kdonnen eine begrenzte Biopersistenz besitzen oder 16slich im
biologischen Milieu sein, was einen Einfluss auf Verteilung, Verweilzeit und Wirkung
im Organismus hat. Mit abnehmender Biopersistenz ist das toxikologische Wirkprofil
zunehmend durch die freigesetzten Stoffe unter Berucksichtigung ihrer
Freisetzungsrate bestimmt und nicht durch eine partikelbedingte Toxizitat. Eine
Einzelfallbetrachtung basierend auf der (bekannten) Toxizitat des gelosten Stoffes
notwendig.

b) Biopersistente Nanomaterialien kénnen unter anderem chemische funktionelle
Gruppen haben oder katalytisch wirken. In diesem Fall ist die Toxizitat durch die
spezifische vermittelte chemische Reaktion bestimmt. Nanomaterialien, die unter
diese Wirkprinzipien fallen, missen im Rahmen einer Einzelfallbetrachtung bewertet
werden.

c) Fur biopersistente Nanoréhren oder Nanostabchen ist bei entsprechender Geometrie
das Faserprinzip und eine daraus resultierende asbestartige Wirkung zu
berucksichtigen. Es sind Nanomaterialien bekannt, die aufgrund ihrer Dimension und
Biopersistenz unter das Faserprinzip fallen und damit wie Asbest als kanzerogen zu
bewerten sind. Die geometrischen Dimensionen bekannter faseriger
Nanomaterialien variieren erheblich, so dass hier eine Einzelfallbetrachtung
notwendig ist, ob das Faserprinzip anzuwenden ist oder nicht. Ist dies der Fall, ist
eine mutmallliche Kanzerogenitdt sowie die kanzerogene Wirkstarke durch die
Parameter Dimension und Biopersistenz bestimmt.

1 Eine Alveolengéngigkeit von Stiauben ist bestimmt durch einen maximalen aerodynamischen
Durchmesser von etwa 10 ym. Dies betrifft auch agglomerierte und aggregierte Nanopartikel. Die
Deposition von in der Praxis sehr selten vorkommenden luftgetragenen freien nicht agglomerierten oder
aggregierten Nanopartikeln ist je kleiner die Teilchen sind zunehmend durch die Brownsche
Molekularbewegung bestimmt. Daher kénnen diese Teilchen prinzipiell in allen Bereichen des
Atemtraktes deponieren. In der Praxis bedeutet dies eine mit geringerer Teilchengrofte hodhere
Depositionsrate im nasalen Bereich.
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Nanomaterialien konnen zu den alveolengangigen granularen biobestandigen
Stauben ohne bekannte signifikante spezifische Toxizitat gehéren (,GBS-
Nanomaterialien). Eine Alveolengangigkeit wird durch einen maximalen
aerodynamischen Durchmesser von etwa 10 pym beschrieben. Diese Staube sind
dadurch gekennzeichnet, dass sie generell aus Agglomeraten oder Aggregaten von
Nanopartikeln  bestehen  beziehungsweise  Nanopartikel enthalten.  Der
aerodynamische Durchmesser dieser Agglomerate/Aggregate liegt in der Regel
oberhalb von 100 nm. Die toxikologische Wirkung der GBS-Nanomaterialien kann
auf der Basis des aktuellen Kenntnisstandes durch ein einheitliches Wirkprinzip
(Verursachung von Entzindung im Atemtrakt) beschrieben werden. Eine relevante
Anzahl von verschiedenen Nanomaterialien fallt unter dieses Wirkprinzip.

Der Schwerpunkt der folgenden Beschreibung liegt auf Studien, die GBS-Nanomaterialien
betreffen. Im Einzelfall werden tierexperimentelle Studien beschrieben, in denen die
Aufnahme und Verteilung des jeweiligen Materials durch die Nanostrukturierung (z.B.
Nanoprimarpartikelstruktur) bestimmt ist.

3.2

a)

Weitere die Toxizitat beeinflussende Faktoren

Grolde, Oberflache und Oberflacheneigenschaften

Es liegen Hinweise aus subchronischen Studien sowie aus Karzinogenitatsstudien
vor, dass Nanomaterialien im Vergleich zu mikroskaligen Materialien eine hdhere
Wirkstarke im Hinblick auf die inflammatorische beziehungsweise kanzerogene
Wirkung besitzen kdnnten. Diese These basiert mafligeblich auf der Untersuchung
verschiedener Formen von Titandioxid (Lee et al. 1985 vs. Heinrich et al. 1995;
Bermudez et al. 2002 vs. 2004; Oberdorster et al. 1994 und Ferin et al. 1992). Es
liegen ebenfalls gewisse analoge Hinweise aus Studien mit Industrierul® vor (Stoger
et al. 2006). In Bezug auf Titandioxid hatte die nanoskalige Form gleichzeitig auch
Uberwiegend eine andere Kristallstuktur (Anatas) als die feine Variante (Rutil), so
dass diese Befunde - zumindest teilweise - durch eine hohere Toxizitat der Anatas-
Variante erklart werden konnte. Dies wird zum Beispiel bekraftigt durch eine Studie,
in der vergleichend nanoskaliges Titandioxid beider Kristallformen untersucht worden
war und die Anatas-Form eine hohere inflammatorische Potenz zeigte (Warheit et al.
2007).

Dieser Wirkstarkevergleich basiert auf der Massenkonzentration als Dosismaly. Es
ist zur Zeit nicht klar, welches Dosismal} die Wirkungen von GBS-Nanomaterialien
am besten beschreibt. Diskutiert werden insbesondere Oberflachenkonzentration
und Agglomeratvolumen. GemalR dieser Thesen sind die Primarpartikel in den
Agglomeraten fur eine Beschreibung der Wirkstarke relevant. Eine hohere
Wirkstarke trate damit bei gleichem aerodynamischem Durchmesser der
Agglomerate, aber kleineren Primarpartikeln auf.

Ein Teil der Studien zur Untersuchung der Wirkung von GBS-Nanomaterialien haben
den Verlauf einer entstandenen Entzindung in einer expositionsfreien Phase der
Nachbeobachtung von bis zu 3 Monaten oder mehr untersucht. Dabei zeigte sich,
dass sich die Entzindung in der Regel abschwacht. Die Rucklaufigkeit kann
allerdings materialabhangig von unterschiedlichem Verlauf und Ausmalf sein. Dieser
Verlauf wurde in einer Reihe von Studien nicht untersucht (z.B Stoger et al. 2006),
scheint aber fur die Beschreibung der Wirkstarke des jeweiligen Materials von
Bedeutung zu sein. Generell weisen die Daten darauf hin, dass die Wirkstarke
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toxischer Partikel durch verschiedene Faktoren beeinflusst sein konnte (Warheit et
al. 2009). Darunter werden neben der GrolRe die Oberflacheneigenschaften bzw. —
beschaffenheit (z.B. Kristalltyp, Beschichtung) diskutiert. Eine abschlieRende
Bewertung aller relevanten Daten zum Einfluss der PrimarpartikelgroRe, der
Oberflacheneigenschaften bzw. —beschaffenheit auf die Wirkstarke der Toxizitat von
alveolengangigen granularen biopersistenten Nanomaterialien ohne bekannte
signifikante Toxizitat konnte bisher nicht vorgenommen werden.

b) Systemische Verfugbarkeit

Eine gewisse systemische Verfligbarkeit durfte prinzipiell fir Partikel gegeben sein.
So liegen Befunde vor, dass Partikel in verschiedene Korperorgane gelangen
konnen. So wurden zum Beispiel Kohlepartikel in Proben aus Leber (10,4% der
Proben) und Milz (19,5 % der Proben) verstorbener Kohlengrubenarbeiter gefunden
(LeFevre et al., 1982).

Sung et al. (2009) fuhrten eine subchronische Inhalationsstudie mit Silberpartikeln an
Sprague-Dawley Ratten beider Geschlechter durch. Silberpartikel sind nicht zu den
GBS-Nanomaterialien zu zahlen, da von einer gewissen Bioverfugbarkeit von
Silberionen aus den Partikeln auszugehen ist. Diese Studie wird hier beschrieben,
um exemplarisch das Ausmaly einer systemischen Partikeltranslokation nach
wiederholter Exposition aufzuzeigen. Die Ganzkdorperexposition erfolgte dabei fur 13
Wochen, 6h/d und 5d/Woche gegenuber 49, 133, oder 515 ug/m?® Silberpartikeln
(medianer Partikeldurchmesser 18-19 nm in der Expositionsatmosphare, differential
mobility analyzing system). Die Untersuchung der Tiere erfolgte einen Tag nach
Ende der Expositionsphase. Neben der Lunge wurden Niere, Blut, Bulbus
olfactorius, Gehirn und Leber auf Silbergehalte tGber Atomabsorptionsspektrometrie
(AAS) analysiert. Die Silbergehalte im Bulbus olfactorius lagen expositionsabhangig
zwischen 6,4 und 30,5 ng/g, im Gehirn etwa jeweils um den Faktor 2 niedriger. In der
Leber wurden die hoéchsten Gehalte an Silber nachgewiesen. Bei der hohen
Expositionskonzentration lagen die Silbergehalte in der Leber um etwa Faktor 4
hdher als im Bulbus olfactorius, bei den niedrigen Konzentrationen lagen sie um
maximal den Faktor 2 hoher als im Bulbus olfactorius. In den Lungen lagen die
Silbergehalte abhangig von der Expositionshohe um 2-3 Groflenordnungen hoher
als in den anderen untersuchten Organen. In einer 28-Tage-Inhalationsstudie mit
Aluminiumoxyhydroxid (Expositionskonzentrationen 0,4; 3, 28 mg/m3? 6 h/d,
5d/Woche) hingegen konnte keine signifikante Erhohung der Aluminiumgehalte in
Gehirn, Niere und Leber nachgewiesen werden (Pauluhn, 2009b).

In einer Studie von Fabian et al. (2008) beziehungsweise van Ravenzwaay et al.
(2009) wurden mannliche Wistar Ratten mit Titandioxid (Primarpartikeldurchmesser
20-30 nm, Anatas/Rutil 70:30) Uber einmalige intravendse Applikation behandelt. Die
Dosis betrug 5 mg/kg Koérpergewicht. Die Studie wurde unter anderem konform zu
Prufrichtlinien der OECD und der EU durchgefuhrt. Nach 1, 14 und 28 Tagen liel3
sich kein Titandioxid (Nachweisgrenze <0,5 uyg/Organ) in Blutzellen, Plasma, Gehirn
oder verschiedenen Lymphknoten nachweisen. Die hdochsten Gehalte an Titandioxid
fanden sich generell an Tag 1 in der Leber (~ 134 pg/g), gefolgt von Milz, Lunge und
Niere (~0,67 ug/g), danach waren die Gehalte rucklaufig. An Tag 14 lagen in Lunge
und Niere keine erhohten Titandioxid-Spiegel mehr vor. Nach funftagiger Inhalation
(oronasal, 6 h/d) von 100 mg/m*® Titandioxid (gleiche Spezifikation, MMAD/GSD
1,0/2,2) fand sich keine Erhdhung der Gehalte an Titandioxid in Leber, Niere, Milz
und Bulbus olfactorius (Ravenzwaay et al. , 2009).

- Ausschuss fir Gefahrstoffe - AGS-Geschéftsfiihrung - BAUA - www.baua.de -



Stand 24.03.2010 Seite - 8 -

Es liegen verschiedene Hinweise vor, dass Nanomaterialien in partikularer Form in
den Riechnerven aufgenommen werden und Uber diesen Weg in das Gehirn
gelangen kdnnen (Oberddrster et al. 2004; Elder et al. 2006 (genauere Beschreibung
dieser Studie weiter unten)).

Bewertung

Die untersuchten Silberpartikel (Sung et al. 2009) zahlen nicht zu den GBS-
Nanomaterialien, da in einem gewissen Ausmal} Silberionen aus den Silberpartikeln im
biologischen System freigesetzt werden und die Ergebnisse beeinflusst haben. Es wurde
in der vorliegenden Studie nicht auf ein erhohtes systemisches Vorkommen von
Silberpartikeln analysiert, sondern per AAS auf eine Erhéhung der Silbergehalte (Metall
und lonen) untersucht. Weiter lag eine Ganzkoérperexposition vor, was eine gleichzeitige
orale Exposition mit Silberpartikeln (Sauberung durch Fell ablecken) bedingt. Damit
Uberschatzen die Ergebnisse das tatsachliche Ausmal} einer systemischen Verteilung von
GBS-Nanomaterialien gegebenenfalls sehr stark. Es ist moglich, dass die systemischen
Silbergehalte fast ausschlieBlich durch die systemische Verfugbarkeit von Silberionen
verursacht war. Die Studie ist einbezogen worden, da sie als subchronische
Inhalationsstudie vergleichsweise aussagekraftig ist und verschiedene Organe
einbezogen hat.

Im Gegensatz dazu konnte selbst bei maximal hoher Verfigbarkeit an Titandioxid durch
intravendse Applikation bei Fabian et al. (2008) keine Erhdéhung der Gehalte an
Titandioxid im Gehirn nachgewiesen werden. Nach funftagiger Inhalation sind fur den
Bulbus olfactorius ebenfalls negative Befunde dokumentiert (Ravenzwaay et al. 2009).

Insgesamt scheint die systemische Verfligbarkeit der untersuchten GBS-Nanomaterialien
relativ gering zu sein. Ein Transport Uber den Riechnerv in das Gehirn nach inhalativer
Exposition konnte theoretisch fur mogliche Effekte im Gehirn von Bedeutung sein. Dieser
Aufnahmeweg wird seit langerem neben Partikeln auch zum Beispiel flr Polioviren
untersucht und diskutiert. Aufgetretene Wirkungen im Gehirn nach mutmallicher
Aufnahme von Partikeln Uber den Riechnerv werden unter Abschnitt 4.3 bewertet.

4 Toxische Wirkungen
4.1 Allgemeines

Eine relevante Toxizitat nach dermaler oder oraler Exposition scheint fir Nanomaterialien
von untergeordneter Bedeutung zu sein (siehe Abschnitt 4.3). Studien, die auf eine
systemische Wirkung von Nanomaterialien hinweisen, sind weiter unten beschrieben und
bewertet. Ein relevanter Anteil der am Arbeitsplatz vorkommenden Nanomaterialien ist
den alveolengangigen granularen biobestandigen Stauben ohne bekannte signifikante
spezifische Toxizitat (,GBS-Nanomaterialien“) zuzuordnen. Dabei sind die im Vordergrund
stehenden Wirkungen lokal und betreffen eine Verursachung einer chronischen
Entzindung in den tiefen Atemwegen sowie ein mogliches kanzerogenes Wirkpotential.
Im folgenden werden maligeblich Daten beschrieben, die fur GBS-Nanomaterialien
bedeutsam sind. Typen von Nanomaterialien, flr die andere toxikologische Wirkprinzipien
gelten, sind einer Einzelfallbetrachtung zu unterziehen und sind im folgenden nicht das
Ziel der Betrachtung.

- Ausschuss fir Gefahrstoffe - AGS-Geschéftsfiihrung - BAUA - www.baua.de -



Stand 24.03.2010 Seite -9 -

4.2 Lokale Entzindung nach wiederholter inhalativer Applikation, lokale
Karzinogenitat und Genotoxizitat

4.21 Lokale Entzundung nach wiederholter inhalativer Applikation

Es liegt eine Reihe von subakuten und subchronischen Inhalationsstudien vor, die
Entzindungseffekte in der Lunge durch GBS-Nanomaterialien nachgewiesen haben (z.B.
Ferin et al. 1992; Oberdorster et al, 1994, Bermudez et al., 2004; Pauluhn 2009b). Diese
Studien werden hier nicht im Detail ausgewertet. Oft wurden dazu verschiedene
Entzindungsparameter in Lungenspulflissigkeit (bronchioalveolarer Lavage) untersucht.
Einige dieser Studien wurden vergleichend mit Quarz durchgefihrt, wobei sich fur diesen
Stoff eine hohere inflammatorische Wirkstarke als bei GBS-Nanomaterialien zeigte. Fur
Quarz (DQ12) zum Beispiel lag in einer dreimonatigen Postexpositionsphase nach
einmonatiger inhalativer Exposition eine eher fortschreitende Entzindung vor, bei
Industrierud war diese geringer und in der Postexpositionsphase in Bezug auf
verschiedene Entzundungsparameter rucklaufig (Pauluhn, 2009a).

Bewertung

Zur Ableitung von Malinahmen zur Expositionsbeschrankung fur GBS-Nanomaterialien
sind diese inflammatorischen Effekte wie flr Staube im Allgemeinen zu berlcksichtigen.

422 Lokale Karzinogenitat

Eine Beschreibung der relevanten chronischen Inhalationsstudien findet sich in Roller
(2008, 2009).

Bewertung

GBS-Nanomaterialien, die in die tiefen Atemwege gelangen konnen, sind auf Basis der
vorliegenden Daten als moglicherweise krebserzeugend nach Inhalation anzusehen.
Diese Einschatzung beruht auf dem Nachweis einer kanzerogenen Wirkung von
Titandioxid und Industrieruf3 in zwei beziehungsweise mehreren unabhangigen Studien an
der Ratte. Die in den Tierexperimenten aufgetretenen Tumore werden als fur den
Menschen relevant angesehen. Die Relevanz der im Tierexperiment beobachteten
Lungentumore fur den Menschen wird gestitzt durch die epidemiologischen Befunde zu
DieselruRpartikeln. Diese Bewertung kann generell auf alveolengangige GBS-
Nanomaterialien Ubertragen werden. Fur GBS-Nanomaterialien selbst liegen keine
epidemiologischen Hinweise hinsichtlich einer kanzerogenen Wirkung vor.

423 Genotoxizitat

Es liegen eine Reihe von positiven tierexperimentellen Studien vor, die unter bestimmten
Versuchsbedingungen eine genotoxische Wirkung von GBS-Nanomaterialien (Titandioxid,
Industrieruf3, Al,O3) belegen (Driscoll et al., 1996, 1997; Gallagher et al. 2003; Saber et al.
2005; Shelby et al. 1993; Totsuka et al. 2009; Trouiller et al. 2009), allerdings auch eine
Reihe von negativen Befunden (Ubersichten in Gonzalez et al., 2008; Landsiedel et al.,
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2009), darunter auch nach OECD-Prufrichtlinien durchgefuhrte Studien (z.B. Landsiedel et
al., 2010). Genotoxizitat trat in diesen Studien assoziiert mit Entzindung auf. Positive
Befunde in Zellen des Atemwegs (Typ-lI-Pneumozyten) wurden nach Instillation oder
subchronischer Inhalation erzielt (Driscoll et al. 1996; 1997).

Bewertung

Eine abschlieRende Bewertung hinsichtlich des Stellenwertes der Genotoxizitat
insbesondere im Hinblick auf die Karzinogenitat von GBS-Nanomaterialien kann zur Zeit
nicht vorgenommen werden.

4.3 Systemische Toxizitéat

Mogliche Wirkungen in verschiedenen Organen

Sung et al. (2009) fuhrten eine subchronische Inhalationsstudie mit Sprague-Dawley
Ratten beider Geschlechter durch. Diese Studie ist weiter oben bereits detaillierter
beschrieben. Es traten hauptsachlich bei der hohen Exposition mit Silberpartikeln
Gallengangshyperplasien auf, diese waren von generell minimaler Auspragung bei 13/20
Tieren. In der Kontrolle lag die Inzidenz fur Gallengangshyperplasien minimaler
Auspragung bei 3/20 Tieren. Es wurden keine weiteren systemischen Effekte festgestellt.

Wu et al. (2009) fuhrten verschiedene Experimente durch, bei denen mannliche Schweine
(4 Wochen alt, keine weiteren Angaben, n=3 pro Gruppe) und 7-8 Wochen alte
Nacktmause (BALB/c nu/nu, Geschlecht nicht spezifiziert, n=6 pro Gruppe) dermal mit
Titandioxid fur 30 Tage (Schweine) beziehungsweise 60 Tage (Mause) behandelt wurden.
Dabei wurden verschiedene 5% (w/w) Titandioxid-Suspensionen mit 1% Tween 80 und
20% Kokosolfettsaure (,caprylic/capric acid’) eingesetzt. Es wurden verschiedene
Spezifikationen von Titandioxid untersucht. Die untersuchten Materialien umfassten
Anatas (PrimarpartikelgroRe 4 oder 10 nm) oder Rutil (PrimarpartikelgroRe 25, 60 oder 90
nm) sowie Degussa P25 (25% Rutil/75% Anatas; PrimarpartikelgroRe ~21 nm). Eine
Analyse der PrimarpartikelgroRen erfolgte Uber TEM. Die Reinheitsgrade der eingesetzten
Proben wurden mit 99,5-99,6% angegeben. In den Untersuchungen an den Schweinen
wurde Titandioxid mit 4 und 60 nm PrimarpartikelgroRe auf die Ohren appliziert. Dabei
wurden je 24 mg Testsuspension auf eine Flache von 3 cm? gegeben. In
Epidermisbiopsien wurden Erweiterungen des Interzellularraums, Beeintrachtigungen von
Desmosomen und perinukleare Vakuolen in Basalzellen beschrieben, die nur uber
einzelne Fotos dokumentiert sind. Erytheme oder Odeme wurden nicht gefunden.

Bei den Mausen wurden die taglichen Behandlungen fur eine Dauer von 3 Stunden dorsal
mittels einer selbstgemachten Plastikmanschette (,plastic collar’) vorgenommen. Dabei
war die Applikationsflache wie bei den Versuchen mit den Schweinen 3 cm? und es
wurden je 24 mg der oben genannten Testsuspensionen appliziert. Am Applikationsort
zeigten sich nach der 60-tagigen Behandlung Anzeichen einer Hautschadigung, die als
Hautalterung beschrieben wurde. Diese &aullerte sich in Faltenbildung, starker
Keratinisierung und Dermisatrophie. In der Leber wurden fokale und
Kondensationsnekrosen beschrieben. In der Milz fand sich eine erhdhte Proliferation
lokaler Makrophagen, in der Lunge leichte alveolare Verdickungen. In den Nieren fand
sich ,subkutan® ,saccus lymphaticus’ in allen Behandlungsgruppen. Alle diese
Veranderungen sind ausschlieBlich qualitativ ohne systematische Auswertung von
Schweregraden beschrieben und Uber maximal je ein Foto dokumentiert. In Haut und
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Leber zeigten sich uneinheitliche signifikante Veranderungen der Gehalte an
Malondialdehyd und Hydroxyprolin (nur Haut) sowie der SOD-Aktivitat. Die genannten
Befunde bei den Mausen sind fast ausnahmslos nicht fur das Titandioxid- Material von 90
nm (Rutil) aufgetreten.

In einer Studie wurde die akute Toxizitat von drei verschiedenen Formen Titandioxid
(PrimarpartikelgréRen 25, 80 und 155 nm, k.w. A.) an Mausen (CD-1 (ICR)) beider
Geschlechter untersucht (Wang et al. 2007). Es wurde jeweils 5 g/kg Korpergewicht
einmal per Schlundsonde verabreicht. Die Untersuchungen wurden nach den Angaben
der Autoren gemal der Festdosismethode (OECD 420) durchgefihrt. Fir die 25 nm- und
80 nm-Titandioxid-Materialien fanden sich im Serum bei den mannlichen Mausen hoéhere
Werte an Harnstoff-Stickstoff (blood urea nitrogen, BUN) und an Kreatinin. Diese Befunde
waren vermutlich nicht statistisch signifikant (keine Angaben). Bei den weiblichen Tieren
zeigten sich fur diese Titandioxidformen signifikant erhohte Aktivitaten von LDH und a-
HBDH (&-Hydroxybutyratdehydrogenase). Fur das 155nm-Titandioxid traten im keinem
Fall signifikante Effekte bei diesen Parametern auf. Hinsichtlich der histopathologischen
Befunde wurden laut der Autoren in beiden Geschlechtern ahnliche Beobachtungen
gemacht. Die Befunde sind in der Veroffentlichung rein qualitativ beschrieben und nur
uber einzelne Fotos dokumentiert. Es liegen keine Angaben einer systematischen
Auswertung unter Angabe von Schweregraden der Befunde vor. Fur die 80nm-und
155nm-Titandioxid-Materialien traten Veranderungen im Gehirn auf (erhdhtes Auftreten
von Vakuolen in Hippocampus-Neuronen). Ebenfalls wurden in der Leber hydropische
Degeneration um die Zentralvene sowie fokale Nekrose bei Hepatozyten festgestellt. Alle
diese Befunde wurden nicht fur die 25nm-Form gemacht. In Bezug auf das Herz lagen
keine histopathologischen Schaden vor, obwohl eine Erhéhung von LDH und a-HBDH im
Serum laut der Autoren als Indikator eines kardiovaskularen Schadens angesehen wird.

In der bereits oben beschriebenen Studie von Fabian et al. (2008) fanden sich nach
einmaliger intravendser Applikation von Titandioxid (5 mg/kg Koérpergewicht) keine
Hinweise auf systemische entzindliche Effekte. Es waren insgesamt 67 verschiedene
Parameter in Blutproben (Zytokine und Enzyme) erfasst worden.

Bewertung

Die bei Sung et al. (2009) aufgetretenen Gallengangshyperplasien bei 13/20 Tieren waren
von generell minimaler Auspragung. Weiter ist fur Silber von einer gewissen
Bioverfugbarkeit von Silberionen auszugehen, so dass die Wirkungen durch ionisches
Silber mitbedingt bis zu ganzlich verursacht sein kdénnen. Aus den unzureichenden
Beschreibungen der histopathologischen Befunde von Wu et al. (2009) kénnen keine
Schlusse auf Relevanz und Schweregrad der Effekte gezogen werden, da keine
systematische Beschreibung der Befunde vorliegt. Die starkeren Effekte bei den
Nacktmausen konnen unter anderem dadurch erklart werden, dass die Barrierefunktion
der Haut bei diesen Tieren vergleichsweise gering ausgepragt ist. Die dermalen Befunde
bei den Nacktmausen scheinen eher auf eine unspezifische Hautschadigung durch die
60-tagige dermale Behandlung hinzudeuten als auf einen spezifischen Effekt durch
Nanomaterialien. Inwiefern die aufgetretenen biochemischen hepatischen Veranderungen
einen adversen Effekt darstellen, ist unklar, weil die Effekte inkonsistent auftraten und
keine Dosis-Wirkungsbeziehungen untersucht wurden.

Die Befunde in der Arbeit von Wang et al. (2007) treten nicht konsistent in beiden
Geschlechtern, in Bezug auf die verschiedenen Formen an untersuchtem Titandioxid
sowie im Vergleich der Befunde in Serum und der Histologie in Bezug auf das Herz auf.
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Es wurden keine Dosis-Wirkungsbeziehungen untersucht. Weiter wurde keine
systematische histopathologische Auswertung vorgenommen. Die Befunde sind daher
von ihrem Stellenwert in Bezug auf adverse Wirkungen als zweifelhaft einzuordnen.

Mogliche Wirkungen im Gehirn

Tin-Tin-Win-Shwe et al. (2006) behandelten mannliche Mause (BALB/c) mit je 125 ug
Industrieruld (Printex 90, Primarpartikeldurchmesser 14 nm oder Flammrul® 101,
Primarpartikeldurchmesser 95 nm, keine weiteren Angaben zur Partikelcharakterisierung).
Die Applikation erfolgte Uber eine viermalige intranasale Instillation im Abstand von je
einer Woche. Nur bei den mit Printex 90 behandelten Tieren zeigte sich im Bulbus
olfactorius, jedoch nicht im Hippocampus, eine maximal um den Faktor 3 erhdhte RNA-
Expression proinflammatorischer (Interleukin-13, TNF&) und chemotaktischer Zytokine
(MCP-1/CCL2 und MIP-1/CCL3 und Interferon-y/CXCL9). Diese Effekte waren im
Vergleich zur Kontrolle nur im Falle von MIP-1/CCL3 statistisch signifikant. Eine
Aufnahme von Industrieruf3 in den Bulbus olfactorius wurde nicht untersucht. Hinweise auf
eine Aufnahme von Industrierul3-Nanopartikeln (Primarpartikeldurchmesser 36 nm,
Eigenherstellung, Funkengenerator) in den Bulbus olfactorius liegen aus einer anderen
Inhalationsstudie mit einmaliger 6-stlindiger Inhalation vor (Oberdérster et al. 2004).

Elder et al. (2006) behandelten mannliche Ratten (F344) mit Mangandioxid (500 pg/m?;
Primarpartikeldurchmesser 3-8 nm; medianer Agglomeratdurchmesser 30 nm, Analyse
durch TEM wund scanning mobility particle sizer). Es wurden Versuche mit
Ganzkorperexposition (6h/d; 5d/Woche; 11-12 Tage insgesamt) durchgefihrt. In
bronchioalveolarer Lavage fanden sich keine Hinweise auf Entzindung. Die Gehalte an
Mangan stiegen im Bulbus olfactorius um den Faktor 3,5, in der Lunge um den Faktor 2,5.
In verschiedenen weiteren Teilen des Gehirns wurden ebenfalls statistisch erhohte
Gehalte an Mangan gefunden, wenn auch in weit geringerem Ausmaf} (maximal etwa
50% Erhdéhung) als im Bulbus olfactorius. Es zeigten sich im Gehirn vor allem Effekte auf
die TNF-&-Expression. Diese war im Bulbus olfactorius fur TNF-G-mRNA um den Faktor 8,
fur TNF-&-Protein um den Faktor 30 erhoht. In anderen Teilen des Gehirns bewegten sich
die Induktionsfaktoren fir mRNA und Protein von TNF-& etwa zwischen 2 und 7. In
weiteren parallen Versuchen mit intranasaler Instillation von Mangandioxid und I6slichem
Manganchlorid zeigte sich eine vergleichbare Erhdhung der Mangangehalte im Bulbus
olfactorius. Daraus schlossen die Autoren, dass Mangandioxid auch in partikularer Form
uber den Riechnerven aufgenommen worden sein musste. Laut der Autoren konnte die
Konzentration an Mangan im Bulbus olfactorius nach Behandlung mit Mangandioxid nicht
Uber ausschlielliche Aufnahme an I6slichem Mangan erklart werden. Die in
physiologischer Kochsalzlésung untersuchte Loslichkeit des eingesetzten Mangandioxids
lag bei 1-1,5%/Tag. Mangandioxid zahlt damit nicht zu den GBS-Nanomaterialien. Diese
Ergebnisse werden dennoch hier beschrieben, weil aus der Studie selbst nicht klar
hervorgeht, dass die gefundenen Effekte nicht spezifisch fur nicht I6sliche partikulare
Nanomaterialien sind.

In einer weiteren Studie der Arbeitsgruppe um Wang (Wang et al., 2008a,b) wurden zwei
verschiedene Formen von Titandioxid (jeweils Primarpartikelgro3en 80 nm und 155 nm)
eingesetzt. Da PrimarpartikelgroRen und Lieferant identisch wie in Wang et al. 2007
waren, ist anzunehmen, dass die gleichen Materialien eingesetzt wurden. Bei Wang et al.
2008b wird die 80nm-Form als Rutil beschrieben und die 155nm-Form als Anatas. Es
wurden wiederum CD-1 (ICR) Mause eingesetzt, allerdings nur weiblichen Geschlechts.
Den Tieren wurde jeden zweiten Tag fur 30 Tage 500 ug Titandioxid intranasal appliziert.
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Ziel der Studie war die Beschreibung moglicher adverser Effekte im Gehirn. Im
Hippocampus korrelierten laut der Autoren hohere Titangehalte mit Anzeichen auf
oxidativen Stress. Diese zeigten sich in histologischen Veranderungen in Neuronen wie
verstreute (,scatter’) Nissl-Schollen sowie einer um 38% erhohten Zahl an GFAP (,glial
fibrillary acidic protein’)-positiven Astrozyten in der CA4-Region des Hippocampus (nur fur
155nm-Anatas angegeben). Astrozyten spielen eine Rolle bei Reparaturprozessen im
Gehirn und GFAP wird laut der Autoren ,oftmals’ als Biomarker einer Aktivierung von
Astrozyten angesehen (,often considered as’). Die histologischen Befunde sind lediglich
Uber einzelne Fotos dokumentiert. Fur beide Formen Titandioxid fanden sich signifikant
niedrigere Zellzahlen im Hippocampus (etwa 25-30%) (nur Region CA1 nicht CA4). Die
Gehalte von GFAP im Hippocampus (keine Region spezifiziert) waren fur 80nm-Rutil
beziehungsweise 155nm-Anatas signifikant jeweils um die Faktoren 1,5 und 2,5 erhoht.
Weiter zeigten sich in Proben aus Gesamtgewebe (Gehirn) Erhdhungen der Gehalte an
Glutaminsaure und Stickstoffmonoxid sowie bei den Aktivitdten von Acetylcholinesterase
und Katalase. Diese Erhéhungen betrugen mit Ausnahme fir die Katalase (dort 80%)
maximal etwa 50% und waren generell fir 155nm-Anatas starker ausgepragt. Die
Karbonylierung von Proteinen sowie die Peroxidation von Fettsduren war um maximal
20% erhoht. In Bezug auf die Glutathiongehalte und Aktivitdten der GST und GSH-
Peroxidase zeigten sich keine Effekte.

Eine Studie von Ma et al. (2010) hatte zum Ziel, Wirkungen von Titandioxid am Gehirn von
weiblichen Mausen (CD-1(ICR)) zu untersuchen. Andere Organe wurden nicht einbezogen. Dazu
wurde Titandioxid (Anatas) aus Eigenherstellung mit einer angegebenen PrimarpartikelgrofRe von
5 nm verwendet. Die Angaben zur Primarpartikelgréfie stammen laut der Autoren aus eigenen
Rontgendiffraktometrie(XRD)-Analysen. Dieses Titandioxid wurde taglich in Konzentrationen von
0, 5, 10, 50, 100 und 150 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal fur eine Dauer von 14 Tagen
verabreicht.  Parallel wurde kaufliches erworbenes  mikrostrukturiertes  Titandioxid
(PrimarpartikelgroRe 10-15 um, keine weiteren Angaben) in einer Konzentration von 150 mg/kg
Korpergewicht untersucht. Bei den mit nanostrukturiertem Titandioxid behandelten Mausen lieR
sich eine dosisabhangige Erniedrigung der absoluten Gehirngewichte feststellen, die ab 50 mg/kg
statistisch signifikant war und aus den Daten abgeleitet bei der héchsten Dosis 40% betrug. Aus
den Daten kann ebenfalls abgeleitet werden, dass nach Behandlung mit mikrostrukturiertem
Titandioxid die Erniedrigung der absoluten Gehirngewichte 32% betrug. Bei den mit
nanostrukturiertem Titandioxid behandelten Tieren zeigten sich in den beiden héheren Dosen laut
der Autoren histopathologische Effekte in Form von lokalen Umbildungen von Neuronen in eine
filamentése Form. Nur bei der héchsten Dosis wurden in diesen Regionen Entziindungszellen
(keine weiteren Angaben) gefunden. Die Befunde sind in der Veroéffentlichung rein qualitativ
beschrieben und nur Uber einzelne Fotos dokumentiert. Ob bei mikrostrukturiertem Titandioxid
ahnliche Befunde gemacht wurden, ist nicht beschrieben.

Aus den angegebenen Daten kann weiter abgeleitet werden, dass im Mittel bei allen
Dosisgruppen etwa 1/25000 der Masse des verabreichten Titandioxids inklusive der
mikrostrukturierten Form im Gehirn nachgewiesen wurde (108-500 ng/g). Nur bei der
héchsten Dosierung von 150 mg/kg ist ein Vergleich der anteiligen Gehalte von
nanostrukturiertem und mikrostrukturiertem Titandioxid im Gehirn moglich. So fanden sich
fur die nanostrukturierte Form 1/30000 der Masse des verabreichten Titandioxids im
Gehirn, fur die mikrostrukturierte Form waren es 1/43000. An den Gehirnproben wurden
eine Reihe von verschiedenen Untersuchungen vorgenommen. Darunter wurden die
Parameter Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid, Malondialdehyd, Ascorbinsaure,
Dehydroascorbinsaure, Glutathion (auch in oxidierter Form) und Glutamat erfasst wie
auch Superoxiddismutase, Katalase, Ascorbinsaureperoxidase, Glutathionperoxidase,
Stickoxidsynthase, Acetylcholinesterase sowie Gesamtantioxidationskapazitat. Es zeigten
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sich zum Teil mehr oder weniger ausgepragte Effekte, die zum Teil dosisabhangig waren.
Alle Wirkungen wurden auch mit mikrostrukturiertem Titandioxid in starker Auspragung
festgestellt.

Bewertung

In der Studie von Wang et al. (2008a,b) wurden im Vergleich zu den Arbeiten von Tin-Tin-
Win-Shwe et al. (2006) und Elder et al. (2006) sehr haufige intranasale Applikationen bei
sehr hohen Stoffdosen vorgenommen. So wurden zum Beispiel bei Tin-Tin-Win-Shwe et
al. (2006) Uber 4 Wochen einmal wochentlich 0,25 mg instilliert, bei Wang et al.
funfzehnmal fur 30 Tage 0,5 mg. Die histologischen Befunde der Studie von Wang et al.
(2008a,b) sind rein qualitativ beschrieben und Uber beispielhafte Fotos dokumentiert. Es
liegen keine Angaben einer systematischen Auswertung vor. Generell ist bei allen
Befunden dieser Studie nicht zu bewerten, ob die Ergebnisse als advers zu bewerten sind
oder ob sie adaptive Reaktionen darstellen.

Die von Ma et al. (2010) dokumentierten Wirkungen wurden auch mit mikrostrukturiertem
Titandioxid in starker Auspragung festgestellt. Es ist unwahrscheinlich, dass die Effekte
durch die vergleichsweise geringen Gehalte an Titandioxid im Gehirn zu erklaren sind. Sie
stellen vermutlich eher unspezifische systemische Konsequenzen der
Hochdosisbehandlung dar. Die gefundenen Effekte im Gehirn sind nicht spezifisch fur
nanostrukturiertes Titandioxid. Ein Teil der in der Studie von Ma et al. (2010) gemachten
Befunde ist weiter nicht eindeutig als advers zu bewerten.

Aus in vivo Studien ergeben sich insgesamt Hinweise auf eine Aufnahme von
Nanomaterialien Uber den Riechnerven in den Bulbus olfactorius und weitere Teile des
Gehirns. Weiter scheinen Nano- und Mikromaterialien in sehr geringem Ausmaf} auch
Uber die Blutbahn in das Gehirn gelangen zu kdnnen. Es liegen Hinweise darauf vor, dass
dies mit einer Induktion von Entzindungsparametern in diesen Geweben assoziiert sein
konnte. Ob es sich hier um einen adversen Effekt handelt, der auch fiur GBS-
Nanomaterialien relevant ist, kann auf Basis der vorliegenden Daten nicht abschliel3end
bewertet werden. Bei den Versuchen mit Mangandioxid ist zu berlcksichtigen, dass die
Wirkungen im Gehirn wohl nicht durch Mangandioxid-Partikel, sondern durch freigesetzte
Manganionen verursacht wurden. Diese Befunde sind nicht spezifisch fur Partikel und
lassen sich daher nicht auf GBS-Nanomaterialien Ubertragen. Aus subchronischer
inhalativer Exposition gegenulber Silberstduben aus nanoskaligen Primarpartikeln ergab
sich (Sung et al. 2009), dass Silber sich zwar im Gehirn nachweisen lie3, jedoch in
vergleichsweiser niedriger Konzentration. Unklar ist, ob und in welchem Ausmal} es sich
hier um partikulares Silber handelte und Wirkungen sind nicht dokumentiert. Es liegen
bisher keine Studien vor, die nach langerfristiger Inhalation eindeutig adverse Effekte im
Gehirn nach Exposition gegenuber GBS-Nanomaterialien nachgewiesen haben.
Insgesamt ergibt sich zur Ermoglichung einer abschlieRenden Bewertung weiterer
Untersuchungsbedarf.

Mogliche Wirkungen auf die postnatale Entwicklung nach pranataler Behandlung

Shimizu et al. (2009) behandelten trachtige Mause (ICR) an den Gestationstagen 6, 9, 12
und 15 mit 100 pg TiO, (Anatas, Primarpartikeldurchmesser 25-70 nm, spezifische
Oberflache 20-25 m?3(g, Sigma-Aldrich, keine weiteren Angaben) subkutan. Von
mannlichen Feten bzw. Nachkommen wurde an Gestationstag 16 sowie postnatal an den
Tagen 2, 7, 14 und 21 Gehirngewebe gesammelt. Diese Proben wurden mittels cDNA
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Mikrorarray-Methodik auf Veranderungen in der Genexpression untersucht. Es zeigte
sich, dass abhangig vom Probenahmezeitpunkt die Genexpression bei 229-613 Genen
erhdht und bei 66-1274 Genen erniedrigt war. Diese Gene wurden mittels einer
Datenbankrecherche zu verschiedenen funktionellen Gruppen zusammengefasst. Dies
waren zum Beispiel Gene flur Apoptose, Anti-Apoptose, Apoptoseinduktion,
Gehirnentwicklung, Zelltod, motorische Aktivitat und SOD-Aktivitat. In der Auswertung
wurden diejenigen Gengruppen angegeben, fur die signifikant erhohte Expressionen
(Faktoren von 1,04 bis zu 5,14) im Vergleich zur Kontrollgruppe vorlagen. Die
Veranderungen traten nicht konsistent auf, an verschiedenen Gestationstagen waren
verschiedene Gengruppen induziert.

Aus derselben Arbeitsgruppe liegt eine weitere Studie vor. Takeda et al. (2009) behandelten
trachtige Mause (ICR) an den Gestationstagen 3, 7, 10 und 14 mit 100 pg TiO, (Anatas,
Primarpartikeldurchmesser 25-70 nm, spezifische Oberflaiche 20-25 m?3/g, Sigma-Aldrich, keine
weiteren Angaben) subkutan. Die mannlichen Nachkommen, die einer Untersuchung unterzogen
wurden, wurden im Alter von 6 Wochen getétet. Die Testesmorphologie dieser Tiere wurde als
anormal beschrieben, einige Samenleiter erschienen laut der Autoren desorganisiert
(,disorganized’) und unterbrochen, es wurden weniger reife Spermien in den Samenleitern
vorgefunden. Die tagliche Spermienproduktion (ca. 65% der Kontrolle) und die Anzahl der
Sertolizellen (ca. 40% der Kontrolle) waren signifikant erniedrigt. Die Anzahl von Sertolizellen mit
geschadigten Mitochondrien war von 15% in der Kontrolle auf 55% signifikant erhéht. Im Bulbus
olfactorius wurden im Vergleich zur Kontrolle vermehrt (,numerous’) Kaspase-3 positive Zellen
gefunden, Okklusionen kleiner Gefale sowie perivaskulare Odeme. Es liegt keine quantitative
Beschreibung dieser Befunde vor.

Li et al. (2009) verglichen die Effekte von gefilterten und ungefilterten
Dieselmotoremissionen auf die Testes von Ratten (F344), deren Muttertiere pranatal
exponiert worden waren. In Bezug auf Dieselru3partikel betrug die Exposition 149 ug/m?
Uber die Gestationstage 1-19. Die mannlichen Nachkommen wurden am Tag 28 einer
Histopathologie der Testes unterzogen. Bei den mit den von Partikeln befreiten
Dieselmotoremissionen exponierten Tieren zeigten sich die gleichen Effekte wie bei den
mit ungefilterten Dieselmotoremissionen behandelten Tieren. Dies war ein Verlust an
Keimzellen in den Samenleitern. Quantitative Angaben wurden nicht gemacht, weitere
Befunde aus der Testeshistopathologie sind nicht beschrieben.

Trachtige Mause (C57/BL) wurden an den Gestationstagen 7-19 taglich 1h mit
Dieselru3partikeln (Standardreferenzmaterial (SRM) 2975; Konzentration 20 mg/m?;
Inhalation bei Ganzkdrperexposition) behandelt (Hemmingsen et al. 2009). Deren
mannliche Nachkommen wurden postnatal an Tag 170 untersucht und wiesen eine
signifikante um 33% reduzierte tagliche Spermienproduktion auf.

Bewertung

Die Charakterisierung des untersuchten Materials sowie die Dokumentation und
Beschreibung der Ergebnisse der beiden Studien sind unzureichend.

Die subkutane Behandlung flhrt zu einer héheren internen Exposition und systemischen
Verfugbarkeit von Titandioxid als die Applikation Uber einen physiologischen
Expositionsweg. Damit ist fraglich, welche Relevanz die Befunde von Shimizu et al. (2009)
und Takeda et al. (2009) haben. Die Studie von Shimizu et al. (2009) findet in Bezug auf
den Probenahmezeitpunkt inkonsistente Veranderungen in der Genexpression. Eine
veranderte Genexpression ist nicht unbedingt als adverser Effekt anzusehen. Die Befunde
dieser Studien sind daher insgesamt wahrscheinlich als nicht relevant fir eine

- Ausschuss fir Gefahrstoffe - AGS-Geschéftsfiihrung - BAUA - www.baua.de -



Stand 24.03.2010 Seite - 16 -

systemische Toxizitat von Titandioxid zu werten.

Die Befunde von Takeda et al. (2009) an den Testes mannlicher Nachkommen, deren Muttertiere
subkutan mit Titandioxid behandelt worden waren, stehen ahnlichen Befunden von Hemmingsen
et al. (2009) mit DieselruBpartikeln nach Inhalation gegenlber. Inwiefern diese Funde spezifisch
fir GBS-Nanomaterialien sein konnten, ist vor den nicht tUbereinstimmenden Befunden von Li et
al. (2009) nicht abschlieRend zu bewerten. Die Befunde weisen auf die Notwendigkeit weiterer
Studien mit GBS-Nanomaterialien hin. Einschrankend ist allerdings zu bemerken, dass eine
spezifische Testestoxizitat von GBS-Nanomaterialien biologisch wenig plausibel erscheint.

Moglicher Einfluss auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Aus epidemiologischen Studien liegen Hinweise vor, dass die Exposition gegenuber
Umweltfeinstaub mit einer erhdéhten Mortalitdt an kardiovaskularen Erkrankungen und
einer erhohten Inzidenz an Arteriosklerose assoziiert ist. Im Tierexperiment lieRen sich
Hinweise auf eine derartige Wirkung bisher nur an bestimmten fur diese Fragestellungen
besonders empfindlichen Stammen der Maus und des Kaninchens (z.B. mit bestimmten
Gendefekten) nachstellen. In einigen Studien waren diese Hinweise auch nur bei
paralleler Gabe einer hochfett- oder hochcholesterinhaltigen Erndhrung nachzuweisen
(Suwa et al 2002; Sun et al., 2005). Ahnliche Befunde wurden auch nach Gabe von
Industrieruf’ erzielt (Niwa et al. 2007). In dieser Studie wurde 2 Gruppen von Mausen, die
als Gendefekt keinen LDL-Rezeptor exprimierten, Futter gleichen Energiegehaltes jedoch
jeweils mit oder ohne 0,51% Cholesterin verabreicht. Den Tieren wurde Industrieruf® (1
mg/Woche, mittlerer Partikeldurchmesser 120,7 nm) fur 10 Wochen intratracheal
appliziert. Nur bei der Gruppe mit hohem Cholesteringehalt im Futter zeigte sich eine
erhohte Inzidenz fettreicher Lasionen in der Aorta, die als Hinweis auf Arteriosklerose
gewertet wurden.

Bewertung

Inwieweit diese Befunde auf Expositionen gegenuber GBS-Nanomaterialien am
Arbeitsplatz Ubertragen werden konnen, ist unklar. Moglicherweise ist der Effekt von
Feinstauben und GBS-Nanomaterialien auf die Genese von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
nicht als alleiniger Faktor ursachlich. Dies kann zur Zeit nicht abschlielend beurteilt
werden.
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