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Systematische Matrix von Materialien
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AP1.2 Fluo- sio,

Lumi- TiO,
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12 Nanomaterialien (nanoGEM)
+ 3 Komposite

+ 4 Referenzmaterialien (OECD,
NanoCare)

+ 2 lumineszente Nanomaterialien
(nanoGEM)

Alle sterilisiert (WWU) vor Versand

nur fur AP3 Biokinetik
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Materialdaten (APQ + AP1): PCA der Nanomaterialien

NanNO <«

Entfernung ein Mal} fur die Verschiedenheit
homogene Verteilung der nanoGEM-Materialien
=>» sehr gut geeignet fur Korrelationsuntersuchungen

nanoGEM Abschlusskonferenz, Highlights, Juni 2013

T. Kuhlbusch

| J
2 Amino

E ]

4 -

2 @ Zr0 PEG @ AG50 PVP

(B 5102 Amino
@ AG200 PVP
_ @ Bas04 NM22
@ Si02 PEG
5i02 Phosp @ @ 2r0] TODS @ AG50 EO
@ 5i02 naked AIOOH I -. @ ZnO NM110
@ 2102 Acryl TiO2 NM105
T T T T T T T T ' T T T T T T T :
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8
t[1]



Stamp with
sanding paper

Rotating
plate

Bayer Technology Services

nanoGEM Abschlusskonferenz, Highlights, Juni 2013 T. Kuhlbusch



Freisetzung aus PA.SiO2

P80 Schleifpapier
250g Auflagegewicht
1,8 m/s Relativgeschwindigkeit

Elementkonzentration in at-%

90.0

822 |IC mO =mN =Si
78.7

80.0

74.4

70.0 -

60.0

50.0

40.0

.0%Si0, 4%Si0, 10%Si0,
30.0
XPS= 3% XPS=8%
20.0
10.0 | 92 84 L 90
0.1 0.8
0.0 e
3 3 3
Nano.GEM_PA-Abrieb_0%- Nano.GEM_PA-Abrieb_4%- Nano.GEM_PA-Abrieb_10%-
Si02 Sio2 Sio2
1 2 3

« Schleifen erzeugt 100 pm-
groBe Polymer-Fragmente, die
auf ihrer Oberflache das
originale Komposit darstellen

* Keine Hinweise auf freie SiO,
Partikel durch Schleifen.

vergl. auch Vorbau et al. 2009, Saber et al. 2010
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Verwitterung + Freisetzung nanoé@g
Kooperation nanoGEM - NIST (US) — NanoPolyTox (FP7) M

100000 -

10000

0%
samplesfrom 3 labs:

100 -
. ‘////’
UC LD, TEM/EDX

ICP-MS thd) 10

-
' "‘8 Leitat: TGA, FT-IR, TEM/EDX
f N

- —

¥
BASF: SEM, XPS
NIST: AFM, FT-IR

submicron-fragments release / mg/m?

Z9

—~

100 1000 10000
UV MJ/m?

« Qualitativ gleiche Fragmente aus
spontaner Freisetzung in Regenwasser
und aus Immersion: 90% Polymer

« Etwa 3mg/ MJ, gleiche GroRenordnung

s

Abgeloste Strukturen aber mehr durch Regen ( X ) statt
Immersion+ Schuttlgr }5. UV+Immersion ( _)
nach UV (+Regen):

« Weitere Harmonisierung in EU SUN +

PA + 4% SiO2
| 500nm GuideNano + ILSI NanoRelease (EPA)



Markierung und Detektion von NM

TiO,
Sio,

TiO,
ZrO,

<M

Lumineszenz @Eu optisch
Lumineszenz @Si optisch fur biokinetische
Lumineszenz @FITC optisch Untersuchungen

Lumineszenz @FITC + TxR
Raman, ToF-SIMS
Raman, ToF-SIMS
Raman, ToF-SIMS

;;;;;
sssss

@@ Bayer Technology Services I‘U“I , IBE-..
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Eu-dotierte TiO,-Nanopartikel (TiO,@Eu) nanoé@ﬁ

Flammenreaktor mit
iuta )
Titan-Tetraisopropoxid + Eu(NO;); in 2-Propanol (C;HgO)

o _

UV-Lumineszenz

613
91 TiOo.@Eu Anregungswellenlédnge:
i 464 nm
0,8 -

i
= BET Vergleich (Referenz NM105 = 51 m?/q)
2 TiO, undotiert TiO, 6% Eu dotiert
. 292 m2/g ~ 4.8 nm 208 m2/g ~ 6,8 nm
g S 774 7z %
S IV IDSKO4 '\ MU )sk0S |F 25

0,24

- 58 H— == ,
o C’i M. M - Y
550 ‘ - %
TiO,@Eu  TiO, TiO, NM105
I 1 \
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Adsorptionsmarkierung mit Albumin:
Reinigung, zellulare Aufnahme in vitro + in vivo

IBE:..

1. Markierungsstrategie

S
4V< L, v Y *
+ %

"v“V' )v( X+XX*;$
SiO,-FITC Partikel + Albumin Kovalente
- Bildung der Proteinkorona Markierung mit

TxR-NHS

3. Grune und rote Fluoreszenz in Makrophhagen

2. Reinigung der markierten Partikel

SiO,-FITC Nicht gebundenes
70000 1 Partikel F|TC)JXR
] + 4 N
60000 7 Protein-TxR
souo | Protein-TxR

40000 - .
30000 A

20000 -

10000 4

Fluorescence [arbitry units]; Protein [ng/ml]

4. Grune und rote Fluoreszenz sind auch in
der Lunge co-lokalisiert (3h)

1 10 19 28 37 46 55 64 73 82
Fraction No.
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Proteinabsorption und Toxikologie

»  NM, Proteinadsorption und toxikologische Wirkung

Prof. Nienhaus, KIT
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Interaktion mit Proteinen: DMEM + FKS _
nterakti | | = BfR M

14000 T war
(1D Gel) -
12000 (1D (Gel)
10000 1
800
<
000
£000
2000 - Si02 Si02
g 0 - Phosphate Amino
7] . .
&  SiO2 naked SiO2 PEG  SiO2 Si02 DMEM/ siop  lotal: 1/9&,---\ Total: 53
Phosphate Amino FKS naked y
Total: 131/
- Si02
e | PEG
— BN, sop
’’’’ - Total: 15
- =13
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Lipidaffinitat gering, durch Protein verstarkbar - M

Lipid coverage of particles {SIMS)

The Chemical Company

Primary ion beam
~10 keV

Atoms.

hv e g‘:c:f)(r:lzlaer? lons SIMS
(Secondary lon Mass Spectrometry)

}Sampling depth
~1 nm

Penetration depth
~10 nm

1000 -

Lipide
100 SP-A
10 (Natives Surfactant)
— CuroSurf
1 (SP-B, kein SP-A)
0.1
Ml Dominiert durch Dominiert durch Fur 11 VOI‘I 19 NP ITadung :
- Ladung + Ladung entscheidet uber Lipidinteraktion
0.001 — T T
T ET 328 R E:ZLBF 8
s g ESEFEEZL S EgLD E SP-A Protein kann Lipidreaktion
TE28398820588 2838 verstirken (nicht SP-B)
R TN N
@ - o Vergleiche: Ruge, Lehr et al. on cellular

uptake mediated by SP-A, PLoS 2012
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Korrelation der Toxizitatsdaten
Effekte in vivo und Proteinbeladung der Partikel

=Moo

’BER&D
: BALF Protein(Z57) vs total Prot in DMEM/FCS (Z 37) Je Starker dle
T = L
= Qo | 2?7 Proteinbindung desto
o < 1,8 - " THRT
52 | starker der schadigende
— 1,6 - . .
2.5 | Effekt in vivo.
=2 |
8 % 1,2 1
E=R I
= @©
O - 0,8 -
& |04
D 9 o2,
°z |
o © 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Gesamtproteinbindung an den
verschiedenen SiO,-Varianten
(1D Gel)
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SiO2-NP: Vergleich Makrophagenmodell vs. Instillation " jze... M

_ o, e w2 | Korrelation des
L | toxikologischen Ranking
: Typ-3 .
-Vitro g zwischen
- 3 ] Typ 4 . : . :
£ - = Konloue in-vitro und in-vivo
0-4 . .
5 fiir verschieden
0 J I ! ' ' u u
PR P R B NP beschichtete SiO,
pg/ml
15- 3 granulocytes 300- e
«g ) 3 macrophages ; T :_
: : = 101 i * @ ,00- e
(Instillation) £ . el ]
3 T 'ﬁ & EE
5 2 L
0 T r 0 Lo, 5253 |
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Toxi_zitéi.t im vorg_esc_hédigten Organismus nano4<. E
Instillationsstudien in der Maus 20UM M
~ "-.;'r;_,._. - x:f nunn
('\)“de“
: \(\\)(\gsg
, “e(\\'\\o
\e©r
p\\)s 67,6\9
(\‘\0‘(\\9

SiO, naked/ SiO,-PEG aber nicht SiO,-P/ SiO,-NH,
verscharfen allergische Atemwegsentziundungen!
nanoGEM Abschlusskonferenz, Highlights, Juni 2013 T. Kuhlbusch




Ergebnisse der Inhalationsversuche

total protein

IN-vivo 1000
(Inhalation)

10,0

LYMPH

cell count GGT

LDH

nanoé@g
. M

In-vivo auch hohere
Toxizitat fur SiO, naked
im Vergleich zu SiO,
PEG-beschichtet

ALP

NAG

== 50 mg/m? SiO2 PEG
—@®— 50 mg/m3 SiO2 naked

= A = 50 mg/m3 SiO2 PEG, Rec
= © = 50 mg/m?® SiO2 naked, Rec
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In vivo Daten (PCA) nano<1E
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- Groldes Cluster an ,untoxischen” Materialien
- Abgegrenzt davon SiO, naked, TiO,, ZnO, Ag50 (NM mit Effekten)
- Aber ZnO & TiO, liegen nicht zusammen =» unterschiedlich
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Risiken erkennen - Gesundheit schiitzen
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SiO, Varianten verhalten sich unterschiedlich in den untersuchten Endpunkten

Beitrage der einzelnen Endpunkt flr die PCA der jeweiligen NM
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In vitro Daten (PCA)

nano” E
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Risiken erkennen - Gesundheit schiitzen

4
6l 0 @ oo |
@ Ag50EO |
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- groles Cluster an Materialien mit geringer Toxizitat (Referenz BaSO,)
- deutlich abgegrenzt davon die NM mit Effekten
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in vitro & in vivo Toxikologie (PCA)
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- grofRes Cluster an Materialien mit geringer Toxizitat (Referenz BaSO,)
- SiO, Amino und Ag200 relativ nahe an BaSO, =» geringe Toxizitat
- Abgegrenzt davon die NM mit AG50, ZnO & TiO,, weit auseinander
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Risikoabschatzung: Zusammenfassung 1 nano <

= BFR ~

= 02 Bayer

J3uUa:

v Gesundheitliche Wirkungen von Nanomaterialien
sind durch bekannte Wirkprinzipien zu beschreiben

v' Etablierte Bewertungsmethoden sind nutzbar

v’ Kategorisierender Ansatz ist moglich und erleichtert
Bewertung

v Trotzdem: immer umfassende Datenbewertung notig
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Risikoabschatzung: Zusammenfassung 2

v" Bisher zeigen die Daten: _
Nanotoxikologie ist vor allem Staubtoxikologie j23ua;

v" Hier: alveolengangige, un-/schwerlosliche Staube
v" Differenzierung granulare & faserige Staube

» v. a.: Minderung Exposition gegenuber kritischen Stauben

Das tagliche Brot:
Es bleiben quasi immer Datenlucken und Fragen offen:

Risikobewertung/-abschatzung ist ein iterativer Prozess
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Freisetzung von groleren Partikeln (NM + Matrix) bei Schleifen
=>» zeigten geringere Toxizitat

Verschiedene neue Methoden zur Detektion von NM entwickelt
und evaluiert

Interaktion NM mit Proteinen und Lipiden untersucht und
Bedeutung fur die Toxikologie identifiziert

Oberflache beeinflusst die Toxizitat von Nanomaterialien
In-vitro und in-vivo ahnliches Ranking

Ubergeordnetes Prinzip geeignet u.a. fur Gruppierungen
=» vereinfachtes Testen, Moglichkeit der Modifikation zur
Verringerung der Toxizitat

Interdisziplinare und Interessensubergreifend
Zusammengearbeitet

Viele internationale Kooperationen und Verwendung von
nanoGEM-Resultaten

Beitrage zur OECD, NanoSafetyCluster, CEN.....

nanoGEM Abschlusskonferenz, Highlights, Juni 2013 T. Kuhlbusch



G
nanoé@ E
www.nanoGEM.de M

N~

..-"!' . Chai "-‘ ¥ . - 2 ; X b.‘.&h*:" e |
- . \ \ . \ » v 4’ 3 - R ‘. « N
B .

A

P ZAUM Q" Bayer MaterialScience
s,
g A I ]Uﬁ Qﬁ Bayer Technology Services

Fachhochschule 1™ | Pertike GEFORDERT VOM
Dortmund Analytik -
[j Mefiger —

b a U a r—)(— BfR Uinbversity of Applied Sciences and Arts

Bundesministerium

o i e SN tasconw. ﬁ@ N | fiir Bildung
——— el o - ItN Nanovation und Forschung

‘CENIDE _

/
Iutﬂy 'BE mj, Bd\ er l lealthCare
R&D

UNIVERSITAT
DES
SAARLANDES

T = wesmuscn BALISBY R G Finanziert vom BMBF
WiLtHELMS-UNIVERSITAT

MinsTER " = (Forderkennzeichen 03X0105)



