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Ziel dieser Studie war das biokinetische Verhalten von Nanopartikeln (NP) im unteren
Nanometerbereich (< 50 nm) zu untersuchen, nachdem sie vorher entweder inhaliert oder per
Instillation in die Lunge von gesunden erwachsenen weiblichen Ratten appliziert worden sind.
Da es bereits zahlreiche Literatur zur Biokinetik und Toxikologie von industriell hergestellten
und weit verbreiteten nanostrukturierten TiO2 Partikelaggregaten / -agglomeraten im
Submikrometerbereich (> 200 nm) gab (Ferin et al. 1992; Bermudez et al., 2002, 2004,
Everitt et al. 2004), war unser Schwerpunkt die Untersuchung von TiO2 NP im unteren
Nanometerbereich. Damit unterscheiden sich unsere Studien deutlich von denen in dem
BMBF Projekt NanoCare, das zur gleichen Zeit lief, und letztlich bzgl. der TiO2 Daten
lediglich eine gewisse Vertiefung und Erweiterung bereits vorhandener Daten darstellt. In den
friheren und den NanoCare Untersuchungen war es das Ziel, vor allem die Retention im
Atemtrakt zu bestimmen und die TiO2 NP Anteile in ausgewéhlten sekundéaren Organen und
im Gesamtkorper mit einer 1-prozentigen Genauigkeit zu ermitteln. Weil nano- und
mikroskaliges TiO2 im Bereich von 100 000 t hergestellt und verwendet wird, gehen wir von
einer erheblichen Exposition der Gesamtbevdlkerung, einzelner Personengruppen und
insbesondere auch von suszeptiblen Einzelpersonen aus (Lomer et al., 2004), die eine
prazisere Bestimmung der biokinetischen Verteilung im Organismus erfordert.

Das von uns entwickelte Verfahren der quantitativen biokinetischen Analyse radioaktiv
markierter Nanopartikel erlaubt eine makroskopische Bestimmung der retinierten Fraktion
von Nanopartikeln (NP) in allen ausgesuchten Organen und Geweben zum Zeitpunkt der
Gewinnung der Organe (Kreyling et al., 2002; Semmler et al., 2004). Diese Fraktionen sind
bezogen auf den Gesamtgehalt der NP im gesamten Organismus einschlie3lich der
Ausscheidungen. Diese quantitative dosimetrische Methode schlie3t eine hocheffektive
Radioanalyse der NP Fraktionen tiber 3-5 GrdRenordnungen ein, die eine wesentliche
Voraussetzung ist, wenn die NP Translokation vom primaren Aufnahmeorgan in die
Blutzirkulation und die anschlieBende Akkumulation in sekundéren Zielorganen in nur sehr
geringem Mal3e auftritt, wie die bisher veréffentlichten Untersuchungen an Ratten und
indirekt am Menschen bestétigen (Kreyling et al., 2002, Semmler-Behnke et al. 2004 + 2007,
Wiebert et al., 2006a+b; Mdller et al. 2007). Ein weiterer Vorteil ist die direkte Radioanalyse
ohne vorherige praparative Schritte die zu artifiziellen Verlusten von Spurenstoffen fuhren
kénnen und die Tatsache, dass keine endogene Hintergrundkonzentration des Radionuklids im
Korper der Tiere vorhanden ist. Die toxikokinetische Analyse ergibt sich aus
Verteilungsstudien zu verschiedenen Zeitpunkten nach NP Applikation.

Bei der Verwendung von kommerziellen und somit flr die Bevolkerung auch relevanteren
TiO2-NP (P25, Degussa) traten erhebliche Probleme auf, die im Zuge dieser Studie nicht
befriedigend geldst werden konnten. Hier waren eine &ulerst schlechte Dispergierbarkeit der
NP und eine ausgepragte Loslichkeit des bei der Protonenaktivierung von TiO2 entstandenen
radioaktiven 48V zu verzeichnen, so dass diese Studien Ergebnisse zeigten, die nur
beschrénkt interpretierbar sind und allenfalls Trends aufzeigen. Diese Trends entsprachen
aber im Wesentlichen dem, was wir in den Inhalationsstudien beobachtet haben. Hier gibt es
bestimmt noch Handlungsbedarf in der Zukunft. Wir haben zumindest eingegrenzt, welche
Probleme zundachst geldst werden missen, bevor diese Studien erfolgreich durchgefiihrt
werden konnen.

Weil die Anwendung von kommerziellen TiO2 nanostrukturierten Partikeln im unteren
Nanometerbereich zurzeit technisch nicht realisierbar ist, obwohl diese Partikel urspriinglich
aus NP im unteren Nanometerbereich zusammengesetzt sind, haben wir die Partikel selbst
frisch generiert und Ratten mit diesem NP Aerosol beatmet. Insofern haben wir die im Antrag
anvisierten Ziele sehr gut erreicht, und wir haben insbesondere Inhalationsstudien an wirklich



nanoskaligen Partikeln erfolgreich durchgefihrt. Wir haben diese TiO2 NP physikalisch und
chemisch sehr genau als polykristalline Anatase TiO2 NP mit einer spezifischen Oberflache
von 270 m2/g und mit einem medianen Durchmesser von 20 nm charakterisiert. Wir haben sie
fiir unsere quantitativen Biokinetikstudien radioaktiv mit 48V markiert. Auch hiermit haben
wir die im Antrag gesteckten Ziele sehr gut erreicht. Die auftretende Loslichkeit der
radioaktiven 48V Markierung haben wir in vitro und in vivo sorgféaltig bestimmt. Weil die
Loslichkeit recht gering war (< 2% pro 24 h), konnten wir unsere biokinetischen Daten
entsprechend zusatzlicher biokinetischer Studien korrigieren.

Obwohl die angereicherten Fraktionen nach der 2-stiindigen Inhalation sehr gering sind,
konnten wir zu allen 5 Zeitpunkten in der 28-Tage Studie zeigen, dass die NP in den
sekundaren Zielorganen langzeitlich akkumuliert und retiniert werden, siehe Abbildung 1.
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Abbildung 1:  Biokinetik iiber einen Zeitraum von 28 Tagen nach einmaliger Inhalation von 20 nm
gropen Anatase Ti02 NP, die mit 48V radioaktiv markiert worden waren.

Eine &hnliche Langzeitretention konnten wir in allen sekundaren Zielorganen bis zu 6 Monate
nach einmaliger Inhalation von Ir NP zeigen (Semmler et al., 2004; Semmler-Behnke et al.,
2007). Daher muss man davon ausgehen, dass bei wiederholter Inhalation bzw. chronischer
Inhalation die Translokation in Abhé&ngigkeit der in der Lunge deponierten NP Dosis
akkumuliert. Daher kénnen die Dosen in den verschiedenen sekundéren Organen deutlich
hoher ansteigen als nach unserer 2-stiindigen Inhalation. Dies sollten allerdings
Nachfolgestudien exakt belegen. Aufierdem scheinen uns toxikologische Studien in
verschiedenen sekundéren Zielorganen notwendig zu sein, bei denen z.B. die Wirkung einer
Jahresdosis untersucht werden sollte. Diese Dosis lasst sich nun aufgrund unserer
biokinetischen Studien unter der Annahme bestimmter Expositionsszenarien abschétzen. Mit
anderen Worten: unsere biokinetischen Studien bilden nun die rationale Basis fur
toxikologische Studien, deren Ziel es sein sollte, die zugrundeliegenden Wechselwirkungen
und Mechanismen in den einzelnen Organen zu untersuchen. Des Weiteren gibt es auch
zahlreiche Hinweise, dass eine nennenswerte Aufnahme von TiO,-NP Uber andere



Expositionswege wie z.B. dem Magen-Darm-Trakt nach oraler Aufnahme stattfindet, die
dringender, weiterer Untersuchungen bedarf.

Mit den Ergebnissen aus den durchgefiihrten Experimenten, lasst sich klar die Aussage
treffen, dass TiO,-NP in der Lage sind, nach Inhalation die Blut-Luft-Schranke der Lunge zu
uberwinden und sich in sekundaren Zielorganen sowie im Gewebe anzureichern. Die Menge
der TiO,-NP, die die Blut-Luft-Schranke der Lunge iberwinden konnen, liegt in etwa bei 2%
der in der Lunge vorhandenen NP und befinden sich fast vor allem im Restkdérper. Nur
geringe Mengen an TiO,-NP werden in die anderen Organe umverteilt. Die Umverteilung der
NP erfolgt in einer fur jedes einzelne Organ eigenen Zeitkinetik.

Weiterhin kénnen wir aufgrund unserer umfangreichen Untersuchungen mit verschiedenen
NP Materialien folgendes schlussfolgern: Die Translokation von NP (ber die Blut-Luft-
Schranke der Lunge in diverse Organe und Korpergewebe ist offensichtlich abhéngig vom
appliziertem Material, so dass von unterschiedlichen Toxizitaten der einzelnen Materialen
ausgegangen werden muss. Im Fall von biopersistenten NP kann man nicht ausschlieRen, dass
bei chronischer Exposition die akkumulierten NP Dosen zu gesundheitlichen Effekten nicht
nur in den Aufnahmeorganen sondern auch in den sekundéren Organen filhren kdnnen. Ein
néchster wesentlicher Schritt muisste nun nicht nur die Biokinetik unter chronischen
Expositionsbedingungen sondern auch Untersuchungen der zugrundeliegenden Mechanismen
sein.

Nachdem wir zeigen konnten, dass die inhalierten TiO2 NP nicht nur in der Lunge sondern
auch im ganzen Kaérper akkumulieren kdnnen, ist ein nachster, sehr wichtiger Schritt die
Bestimmung der Exposition der Gesamtbevolkerung bzw. bestimmter Personengruppen und
eventuell suszeptibler Einzelpersonen zu bestimmen. Dies ist insofern nicht trivial, weil
nanostrukturierte TiO2 Materialien in grolem Umfang unter sehr unterschiedlichen
Bedingungen verwendet werden und damit auch zu unterschiedlichen Expositionen flihren
kdnnen. Diese Expositionsstudien sollten alle Inkorporationsrouten einschliel3lich der oralen
Aufnahme beriicksichtigen, weil zurzeit wahrscheinlich eher die orale als die inhalative
Aufnahme zur hdchsten Exposition fiihren wird.
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