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Pruf- und Referenzsubstanzen

Probe Faserart Bemerkung IP-Kanz. |IP-Chron. |90d Inhal. |In vitro
CNT 1 CNT (Lange > 5 um, D ~ 40nm) X X X X
CNT 2 CNT (Lange >10 pum, D = 40nm) X X X X
CNT 3/ 3a CNT (Lange > 5 um, D ~ 60 nm) |Ahnlich Mitsui-Faser X/ X/- -Ix X/
CNT 4 CNT5 + OH Hydrophil, - - - X

(Lange > 5 um, D = 15 nm) suspendierbar
CNT5 CNT (Lange > 5 um, D = 15nm) |Vermutlich nicht - - - X

suspendierbar
Positiv- Asbest (langer Amosit) kanzerogen X X X X
kontrolle
Partikel- Printex 90 nicht kanzerogen - X X X
Kontrolle (ohne Overload)
Partikel- CNT 3 kleingemahlen nicht kanzerogen - X - X
Kontrolle
CNT-Kontrolle [Baytubes® nicht suspendierbar - - - X
(Partikel-
wirkung)
—
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AP1 Synthese der Prufsubstanzen

» Durchfdhrung im IFW
> Siehe Poster ...
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Suspendierung von CNT-Proben und Amosit
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Abbildung 4 Abbildung 5 Abbildung 6
Suspension der langen Amositfasern Baytubes® Suspension Suspension gemahlener MWCNT 3
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L-D-Verteilung der CNT-Proben und Amosit

Sample | Catalyst GMD | GML | Fibre concentration | Fibers (L>20um)
[um] | [um] | [10° WHO Fibres/mg] | [% of WHO fibers]

CNT 1 |ColFe 0.037 | 7.9 30.2 2.1

CNT 2 |Fe 0.040 | 10.6 10.9 13.9

CNT3 |Fe 0.085 | 8.6 2.4 3.8

CNT 3a |Fe 0.062 | 9.3 1.6 9.4

Amosite 0.39 | 14.0 0.10 28.6

Messungen der WHO-Fasern in Suspensionen fir IP-Versuche

GMD: Geometrischer Mittelwert des Durchmessers;

GML: Geometrischer Mittelwert der Lange
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AP3 In vivo-Untersuchungen (2)

IP-Test zur Kanzerogenitat bei Ratten

» Gruppen: CNT1, CNT2, CNT3 je 1x10° und 5x10° WHO-Fasern, langer
Amosit 1x108 WHO-Fasern, Kontrolle, 50 Ratten/Gruppe,

Start Oktober 2011
(CNT3a: Start Juni 2012)

Versuchsende wenn Mortalitat in Behandlungsgruppen > 80%
(Voraussichtlich etwa 24 Monate)

Histopathologie: Inzidenz Mesotheliome

YV VYV

\
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Mortalitat nach IP-Injektion

Group Mortalitdt [%] in month after IP-injection

3 4 5 6 7 8 9 (1011|1213 | 14 | 15
Control 2 4 6 8
CNT1 low 2 4 8
CNT1 high 2 4 6 10] 14 18|
CNT2low 2 24| 36| 46| 56| 58
CNT2 high 8 46| 66
CNT3 low 2 6| 40 60
CNT3 high 6 52 82
Amosite 2 4 6] s8] 10l 19
CNT3a low 4 8
CNT3a high 2| 12] 30| 34
Status: 11.01.2013
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Intraperitoneale Injektion von CNTs bei der Ratte

= Histopathology of the Carcinogenicity Study

Group No. Rats Blocked Histology Malignant
Mesothelioma
® 1 Control 50 4 1 0
m 2 CNT1low 50 4 4 0
M 3 CNT1 high 50 9 9 3
M 4 CNT2low 50 29 27 24
M 5 CNT 2 high 50 50 44 41
M 6 CNT3low 50 50 44 44
M 7 CNT 3 high 50 50 46 43
W 8 Amosite 50 6 6 2
M 11 CNT3alow 50 2 2 2
M 12 CNT 3a high 50 13 12 12
=
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AP3 In vivo-Untersuchungen (2)

IP-Test chronisch: Zell-Proliferation Zwerchfell

» Gruppen wie zuvor (+ CNT3 gemahlen, Printex 90)

» 15 Ratten/Gruppe, Start November 2011
Sektion nach 3, 6 und 12 Monaten
Zellproliferation (BrdU) im Peritoneum des Zwerchfells
Screeningtest auf Kanzerogenitat?

\
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Peritoneum dg‘Zwerchfells 3 Monate nach IP-Injektion
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Peritoneum des Zwerchfells 3 Monate nach IP-Injektion

Dicke (um)

Dicke des Peritoneums

60- * ***x ***x

n=5; Dunnett's-Test: * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001
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AP3 In vivo-Untersuchungen (1)

» Inhalation: Toxizitat und Persistenz in der Lunge
CNT1, CNT2, CNT3a, Amosit, Carbon Black, Kontrolle

13 Wochen, 5 Tage/Woche, 6 Std./Tag 100 WHO-Fasern/ml
(0,5-1.2 mg/m?3 fir CNT1, CNT2 und CNT3a, 1.7 mg/m? flr
Amosit)

Untersuchungen Woche 13, 13+13, 13+26

» Histopathologie, Zellproliferation (BrdU), Gentoxmarker
(8-OHdG und YH2AX)

» BAL (diff. Zellzahlung, LDH, 3-Glucuronidase, Protein,
IL-113, IL-8), Pleuraspulung (diff. Zellzahlung, Faser-Analyse)

» Faser-Analyse in Lunge 1, 30, 91, 182 Tage nach Expo-Ende
» Wanderung der CNT zur Serosa
Agaroseabgul’d vom Pleuraspalt, Faser-Analyse

\
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CNT-Aerosolerzeugung nach NIOSH-Methode

Nach: McKinney W, Chen B, Frazer D. Computer
controlled multi-walled carbon nanotube inhalation
exposure system. Inhalation Toxicology
2009;21(12):1053-1061
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BAL 1 Tag nach 90-Tage-Exposition

MWCNT1 MWCNT3a

Printex 90
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AP4 In vitro-Untersuchungen (1)
In Vitro Test — Zellline (LP9/TERT-1 Zellen) -

Neue Zelllinie

* Immortalisierte peritoneale Mesothelzellen

» |solierte aus der Pleura und dem
Peritoneum, nicht an Krebs erkrankten
Menschen

« Transfiziert mit der Telomerase (human
TERT-1)

« Verdopplungszeit: ca 30 h

LP9/TERT-1Zellen
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AP4 In vitro-Untersuchungen (2)

In vitro — Zytotoxizitat und Proliferation

LDH 24 h Inkuhation
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LOH-Test in % der Zytotoxiitdt; (n=5; MWlitteterart £ SEN)

Konzentration: 5 pg/cm?
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AP4 In vitro-Untersuchungen (3)

/n vitro — oxidativer Comet Assay
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Konzentration: 5 pg/cm=
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AP4 In vitro-Untersuchungen (4)

YH2AX analysis of MWCNTs
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Summary

» Zwischen-Ergebnisse

> In vivo:

» Hinweise auf kanzerogenes Potential fur MWCNT 3 und
MWOCNT?2 nach IP-Injektion, erste Mesotheliome bel Amosit
und MWCNTL1 14 Monate nach IP-Injektion

» 90Tage-Inhalationsversuch fiur CNT, Exposition
abgeschlossen, Sektionen bis 6 Monate nach Expositionsende

> In vitro:

» Bel Zytotoxizitat und Zellproliferation (LP9(TERT-1-Zellen)
starkster Effekt durch:

MWCNT3 > MWCNT2 ~ MWCNT3a > MWCNT1 ~ Amosit

Z Fraunhofer
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