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Fibrous Dusts, inorganic

[Faserstaube, anorganisch]

MAK Value Documentation in German language

A. Hartwig"’, MAK Commission*’
DOI: 10.1002/3527600418.mb0243fasd0065

Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in
the Work Area has reevaluated the general aspects of the toxicity of inorganic fibrous dusts. As
a first step a documentation on the effects caused by inhalation of inorganic fibrous dusts and the
mode of action for their toxicity was set up. For the elucidation of the mechanism of the toxicity
and carcinogenicity of fibers, data derived from studies with asbestos fibers were also consider-
ed, in order to obtain some knowledge with regard to the biological effects of the other inorgan-
ic fibrous dusts. The formation of tumors in the lungs and on serous membranes is mainly the
result of inflammatory processes. Chronic inflammation and cell proliferation are caused by the
impairment of fiber clearance, whereby inflammation-promoting cytokines, growth factors, re-
active oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS) and chlorine radicals are released from the
macrophages, inflammatory cells, alveolar cells and mesothelial cells. The generation of these
radicals leads to genotoxic effects. In addition intracellular formation of ROS and RNS can be
caused by the fibers themselves, as a result of their own surface reactivity. Fibers can stimulate
cell receptors and inflammasomes.

Each fiber dust group will be evaluated individually and, depending on the data available, may be
classified in one of the categories for carcinogens. The Commission has already begun this pro-
cedure.
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Faserstaube, anorganisch

Nachtrag 2017

Seit der Begriindung von 1993 (Begriindung ,Faserstiube“ 1993) wurden neue
Studien durchgefiihrt, deren Ergebnisse eine Neubewertung erforderlich machen.
Zur Beschreibung des Mechanismus wurden zudem die MAK-Begriindungen zu
Asbest von 1973, 1978 und 1981 herangezogen (Begriindung , Asbest-Feinstaub und
asbesthaltiger Feinstaub“ 1973; Begriindung ,Asbest-Feinstaub und asbesthaltiger
Feinstaub“ 1978; Begriindung ,Asbest-Feinstaub und asbesthaltiger Feinstaub“
1981).

Die Begriindung von Wollastonit wurde im Jahr 1996 (Begriindung ,Wollastonit*
1996) aktualisiert. Die Gruppen der faserférmigen Stdube aus Glas- und Steinwolle
sind inzwischen um zahlreiche Glas- und Steinwollarten mit geringerer Biobestén-
digkeit erweitert worden. Auch fiir einige natiirliche faserférmige Minerale liegen
neue Studien vor. Auflerdem gibt es neue Erkenntnisse tiber die Wirkmechanismen
von Faserstauben.

In der vorliegenden Begriindung sind zur Erlauterung spezieller biologischer Ef-
fekte auch Studien von faserformigen Staubpartikeln mit nanoskaligem Durchmes-
ser aufgefiihrt. Strukturbedingt kénnen sich bestimmte Fasern wie Asbestfasern mit
mikroskaligem Durchmesser in diinnere Fasern aufspalten. Daher werden auch me-
chanistische Befunde von Fasern mit nanoskaligem Durchmesser fiir die Bewertung
mit herangezogen. Nanoskalig faserférmige Partikel erfordern moglicherweise eine
gesonderte Bewertung.

Basierend auf dem derzeitigen Kenntnisstand wird in den folgenden Kapiteln der
Wirkmechanismus von Fasern beschrieben, wobei die Erkenntnisse zu Asbest zu-
sammen mit den Befunden zu den anderen Fasertypen vergleichend ausgewertet
und dargelegt werden.

Allgemeines

Definition Faserstaub

Fasern sind elongierte Partikel mit unterschiedlichen Langen- zu Durchmesserver-
hiltnissen. Die Faserstiube bestehen aus anorganischem oder organischem Material
und werden sowohl aus natiirlichen Lagerstétten als auch bei industriellen Herstel-
lungs- und Bearbeitungsprozessen freigesetzt. Die Linge der Fasern, mehr aber
noch deren Durchmesser, bestimmen die Einatembarkeit und somit die biologi-
schen Effekte. Nach Timbrell (1972) betréigt der aerodynamische Durchmesser einer
Faser (Ldnge > Durchmesser) etwa das Dreifache des Faserdurchmessers. Nach der
internationalen Konvention, die aus der Analytik zur Bestimmung der Faseranzahl-
konzentration abgeleitet wurde (WHO 1996), gelten Faserstdube beim Menschen
als toxisch/lungenschédlich, wenn sie ein Lange-Durchmesser-Verhiltnis von 3:1
tiberschreiten und gleichzeitig eine Lénge von > 5 pm und einen Durchmesser
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< 3 um aufweisen. Fasern mit abweichendem Linge-Durchmesser-Verhiltnis, ins-
besondere Fasern mit einer Lénge < 5 pm, werden durch die WHO-Definition nicht
erfasst. Wichtig ist hierbei die Verteilung der Faserdurchmesser im exponierten
Atembereich ( Begriindung ,,Asbest” 1981; Begriindung ,Faserstidube” 1993). Néahe-
re Erlauterung des Zusammenhangs zwischen Faserlinge und der Faserwirkung
sind im Kapitel 3.1 beschrieben.

Uberblick iiber Fasern

Die bisherige Faserstaub-Begriindung (Begriindung ,Faserstiube” 1993) bezieht
sich auf anorganische und organische Fasern mit Ausnahme von Asbest. Wegen der
wirtschaftlichen Relevanz wurden tiberwiegend kiinstliche anorganische Fasern be-
handelt.

Seit Erstellung der Begriindung im Jahr 1993 hat es in der Nomenklatur kiinstlich
hergestellter anorganischer Fasern Anderungen gegeben. Inzwischen sind auch
neue Produkte auf den Markt gekommen, die in der fritheren Systematik noch nicht
erfasst waren. Die im Folgenden aufgefithrten Diagramme zur Fasersystematik (s.
Abbildungen 1 bis 4) geben die aktuell verwendete Nomenklatur wieder (Fasersyste-
matik nach AGS 2002 und DGUYV 2014). Nicht alle der in der Fasersystematik auf-
gefiihrten Faserarten bilden alveolengéngige Fasern.

| Gesamtubersicht der Fasern

Natdrliche Fasern | —I Kunstlich hergestellte Fasern
Anorganische Fasern| || Anorganische Fasern
Kinstliche Mineralfasern (KMF)

Organische Fasern | _| Organische Fasern

Abb. 1 Gesamtubersicht der Fasern (nach AGS 2002 und DGUV 2014)

Die organischen Fasern sind zur Vollstindigkeit mit aufgelistet. Zu diesen Fasern
liegen derzeit nur wenige Daten vor. Eine Uberpriifung und Bewertung der Daten zu
den organischen Fasern ist vorgesehen, erfolgt jedoch gesondert. Die Kommission
hat mit Ausnahme von p-Aramid eine Einstufung der organischen Fasern vorlaufig
zuriickgestellt.

Einzelne Begriindungen der Faservaridten sind zu beachten.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 3
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| Natdrliche anorganische Fasern |

| Silikate | ‘ Oxide und Hydroxide ‘ |Karbonate und Sulfate | | Sonstige |
z.B.: zB. z.B.: z.B.:
Asbeste * Goethit Calciumsulfat Siliciumcarbid
Erionit * Rutil * Baryt
Attapulgit/Palygorskit Nemalith/Brucit Calcit
Sepiolith Strontiumsulfat
Talk (Steatit) *
Wollastonit *

* siehe eigene Begrindung

Abb. 2 Systematik der natirlichen anorganischen Fasern (nach AGS 2002 und DGUV 2014).

Ordnungszustinde im Festkorper

Kristallin: Atome oder Molekiile sind in einer regelmafligen Struktur (Kristall-
struktur) angeordnet. In der Wechselwirkung mit dem Rontgenstrahl entsteht ein
Beugungsmuster (Reflexe).

Polykristallin: Kristalliner Festkorper, der aus durch Korngrenzen abgegrenzten
kristallinen Bereichen (Kristalliten) besteht. In der Wechselwirkung mit dem Ront-
genstrahl entsteht ein Beugungsmuster (Reflexe).

Amorph: Ohne Kristallisation erstarrte (metastabile) beim Erwédrmen allméhlich
erweichende unterkiihlte Schmelze, deren Atome oder Molekiile eine Nahordnung,
aber keine gerichtete Fernordnung (Kristall) besitzen. In der Wechselwirkung mit
dem Rontgenstrahl ensteht kein Beugungsmuster (Reflexe).

Kiinstlich hergestellte anorganische Fasern

Textilglasfasern (Endlos-, Filamentfasern) und Kohlenstofffasern (Carbonfasern)

Textilglasfasern (s. Abbildung 3) und auch Carbonfasern (s. Abbildung 4) finden in
der Industrie weite Verbreitung. In den meisten Fillen werden diese Fasern in Form
von Verbundwerkstoffen (GFK: Glasfaser-verstiarkte Kunststoffe; CFK: Carbonfa-
ser-verstarkte Kunststoffe) eingesetzt. Der iiberwiegende Teil der Textilglasfasern
wird mittels Diisenziehverfahren aus einer Schmelze gewonnen. Carbonfasern wer-
den zumeist aus Polyacrylnitril nach Zwischenstufen durch Carbonisierung in ei-
nem Pyrolyseprozess hergestellt. Die bisher technisch relevanten Fasern haben ei-
nen gleichméfligen Durchmesser, der bei 10 bis 25 um (Textilglasfaser) bzw. 7 bis
9 um (Carbonfaser) liegt. Dabei sind nur die Fasern mit einem Durchmesser von 7
bis 9 pm thoraxgingig, wihrend andere in den oberen Luftwegen abgeschieden
werden (Timbrell 1982). Bei der Verwendung bzw. mechanischen Bearbeitung von
Fasern bzw. der Verbundwerkstoffe durch Bohren, Schneiden, Frasen, Schleifen,
Polieren etc. werden jedoch splitterformige Fasern freigesetzt, die, wenn sie WHO-
Abmessungen aufweisen, als alveolengidngige Fasern zu bewerten sind.
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Kinstlich hergestellte
anorganische amorphe (glasige) Fasern

Endlosfasern®

1)

Textilglasfasern Mineralwolle® Hochtemperaturwollen
I . I
A-, AR-, C-, D-, E-, R-, S- -~ -
Fasern Glaswolle Aluminiumsilikatwolle®
! Steinwolle l
SiO,- (Kieselglas-, Aluminiumsilikatwolle
Quarz-) Fasern . mit Zirkonium

[ Schlackenwolle |

I Hochtemperaturglaswolle
(AES-Wolle)®

Sonstige Fasern

Sonstige Fasern

Abb. 3 Systematik der kiinstlich hergestellten anorganischen amorphen Fasern (nach AGS 2002
und DGUV 2014). Einzelne Begriindungen der Faservarietaten sind zu beachten.

" Zu den kunstlich hergestellten anorganischen Fasern gehéren auch Superfeinfasern (z.B.
Mikrofasern, Hyperfeinfasern)

2 Endlosfasern: Begriff bezieht sich auf den Herstellungsprozess. Hierzu gehéren auch Kurz-
und Stapelfasern (entstanden durch Zerhacken); weitere Bezeichnung: Filamentfasern; A-Glas-
faser (A = Acid Resistant); AR-Glasfaser (AR = Alkaline Resistant); C-Glasfaser (C = Chemical): Faser
mit erhéhter Chemikalienbestandigkeit; D-Glasfaser (D = Dielectric): Faser mit niedrigem di-
elektrischem Verlustfaktor; E-Glas (E = Electric), Standardfaser fir die Kunststoffverstarkung;
R-Glas (R = Resistant) und S-Glas (S = Strength): Faser mit erhohter Festigkeit und Feuchte-
bestdndigkeit

3 Die Bezeichnung Wolle definiert eine ungeordnete Anhdufung von Fasern mit unterschiedli-
chen Léangen und Durchmessern.

4 Aluminiumsilikatwolle (ASW) wurde friiher als Keramikfaser oder Refractory Ceramic Fibres
(RCF) bezeichnet.

9 AES: Alkaline Earth Silikate (Alkali-Erdalkali-Silikatwolle); zu den Hochtemperaturglaswollen
gehdren z.B. Magnesium-, Calcium-Magnesium-, Calcium-Magnesium-Zirkonium-Silikatwolle

Mineralwolle (Schlackenwollfasern, Glaswollfasern, Steinwollfasern)

Unter der Sammelbezeichnung Mineralwolle (s. Abbildung 3) werden Dammstoffe
aus kiinstlich hergestellten Stein- oder Glaswollen zusammengefasst. Mineralwolle
besteht aus kiinstlichen Mineralfasern, bei denen es sich um ungerichtete glasige
Fasern mit einem Massegehalt handelt, bezogen auf die Oxide von {iber 18 % an
Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium und Barium (AGS 2002, 2008). Zwischen
den Jahren 1996 und 2000 wurde die chemische Zusammensetzung aufgrund von
Anderungen im Regelwerk des Arbeitsschutzes gedndert. Die bis dahin verwende-
ten Mineralwollen diirfen nicht mehr eingesetzt werden und werden im Allgemei-
nen als sog. ,Alte Mineralwollen“ bezeichnet. Eine detaillierte Bewertung verschie-

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 3
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Kunstlich hergestellte
anorganische kristalline Fasern

Einkristalline Fasern Polykristalline Fasern
(Whisker)
Al-Oxid-Whisker - | | Aluminiumoxidfasern”
(Korund) u. andere Oxide Oxidische Fasern (Polykristalline Wolle)

Nichtoxidische Whisker '—  Sonstige Fasern
(Hochleistungskeramik)

z.B. Siliciumnitrid

Siliciumcarbid Nichtoxidische Fasern Siliciumcarbidfasern
I
Kaliumtitanat-Whisker L Sonstige Fasern
[
| Kohlenstoff-Whisker | Metallische Fasern
| !
| Carbon Nanotubes | Kohlenstoff

I (Graphit-)Fasern?

| Metallische Whisker | Sonstige'Fasem

| z.B. Calciumsulfat
| Sonstige Whisker | (Halbhydrat)

Abb. 4 Systematik der kiinstlich hergestellten anorganischen kristallinen Fasern (nach AGS 2002
und DGUV 2014). Einzelne Begriindungen der Faservarietaten sind zu beachten.

" gehoren auch zur Gruppe der Hochtemperaturwollen
2 gehoren auch zur Gruppe der Endlosfasern

dener Arten kiinstlicher Mineralfasern findet sich z.B. in IARC (2002). Daten zur
Exposition bei der Verwendung von Ddmmwollen finden sich in AGS (2008).

Hochtemperaturwollen

Neben den in der Vergangenheit iiberwiegend eingesetzten sog. Keramikfasern (Re-
fractory Ceramic Fibers, RCF), die heute als Aluminiumsilikatfasern (s. Abbildung 3)
bezeichnet werden, finden seit Jahren eine Vielzahl unterschiedlicher Faserprodukte
Anwendung, die als Hochtemperaturwollen zusammengefasst werden. Hierzu zih-
len im Wesentlichen die polykristallinen Fasern (eine typische Variante sind Alu-
miniumoxidwollen) und die Hochtemperaturglasfasern (AES-Wollen). Bei den Alu-
miniumoxidwollen kann zwischen dem Korund-Typ (ca. 98 % Al,O;, 2 % SiO,) und
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dem Mullit-Typ (ca. 72 % AL, O;, 28 % SiO,) unterschieden werden. Hochtemperatur-
glasfasern sind als Substitute fiir bestimmte Anwendungen von Aluminiumsilikatfa-
sern entwickelt worden. Die Nomenklatur der Hochtemperaturwollen ist in DIN EN
1094-1 (2008) festgelegt und in die Abbildungen 3 und 4 zur Fasersystematik inte-
griert. Expositionsdaten bei der Herstellung und Verwendung von Hochtempera-
turwollen finden sich z.B. in AGS (2010).

Siliciumcarbid

Die Siliziumcarbidfasern (s. Abbildung 3 und 4) kommen an verschiedenen Arbeits-
plédtzen auch als splitterformige Fasern vor. Neben den technisch hergestellten Sili-
ciumcarbid-Whiskern (SiC-Whisker) konnen auch durch mechanische Bearbeitung
(Zerkleinerung) bzw. bei der Nutzung von kérnigem SiC splitterférmige Fasern ent-
stehen, die als alveolengingige Fasern zu bewerten sind, da ihre Partikelform den
WHO-Abmessungen entspricht. Eine Exposition gegeniiber splitterféormigen SiC-
Fasern ist vor allem bei der Herstellung verschiedener Kérnungen von Schleif- oder
Abrasivmitteln und bei deren Einsatz zu erwarten.

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

Inhalation und orale Aufnahme stellen die primiren Aufnahmewege bei einer Ex-
position gegen Fasern dar. Die dermale Aufnahme ist vernachldssigbar gering.
Staubablagerungen auf der Haut kénnen jedoch zu einer erhéhten inhalativen oder
oralen Aufnahme von Fasern fithren. Aufnahmemenge und Eindringtiefe der Fasern
in die Lunge sind abhéngig von der Lange und in erster Linie vom Faserdurchmes-
ser, wobei diinne Fasern mit Durchmessern < 3 pm bis in den Alveolarraum gelan-
gen konnen.

Die epidemiologische Datenlage ist fiir anorganische Faserstdube (ausgenommen
Asbest und Erionit) nicht ausreichend fiir eine Bewertung ihrer Toxizitdt. Aus den
Erfahrungen von Asbest-Expositionen und deren Folgen ist bekannt, dass als Ziel-
organe maligner Entartung beim Menschen die Lunge, der Kehlkopf, die Pleura so-
wie in einigen Fillen das Peritoneum und das Perikard gelten. Zudem ist das Auf-
treten der Erkrankungen von der Dauer und Intensitit der beruflichen Exposition,
der personlichen Disposition und der Latenzzeit (Fibrose: 15-20 Jahre; Tumor:
25-50 Jahre) abhéingig. Eine hinreichend gesicherte Bewertung, insbesondere der
krebserzeugenden Wirkung anderer anorganischer Faserstidube als Asbest ist der-
zeit nicht moglich. Griinde sind beispielsweise ihr noch nicht langer Gebrauch im
Vergleich zur langen Latenzzeit der Tumorentwicklung beim Menschen, die gerin-
gere Dosis im Vergleich zu Asbest-Expositionen, die geringere Anzahl an Exponier-
ten oder auch konkurrierende Tumorursachen.

Nach Exposition gegen Alumininiumsilikatfasern wurden beim Menschen nicht-
maligne pleurale Verdnderungen wie Pleuraplaques, bindegewebige, z. T. auch ver-
kalkte Verdickungen der Pleuramembran, beobachtet.

Aus tierexperimentellen und In-vitro-Studien geht ein breites Spektrum an po-
tenziell gesundheitsgefihrdenden Eigenschaften nach einer Faserexposition in Ab-
hangigkeit von den Fasercharakteristika hervor. Nach der inhalativen Aufnahme

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2018, Vol 3, No 3
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konnen einige Fasern nur sehr langsam durch die Clearance aus den Atemwegen
entfernt werden. Eine lange Clearance-Halbwertszeit und eine wiederholte Auf-
nahme von persistenten Fasern konnen zu einer chronischen Reaktion der Respira-
tionswege und des Lungengewebes und schliefilich zu Fibrosen und Tumoren (Lun-
genkrebs, Mesotheliom) fithren. Verschiedene Fasern, wie Siliciumcarbid-Fasern,
Alumininiumsilikatfasern (RCF) und persistente Spezialglasfasern (Special Purpose
Fibres), induzieren hauptsichlich bei Ratten und Hamstern (Exposition: inhalativ,
intratracheal, intraperitonal, intrapleural) Entziindungsreaktionen, Fibrosen des
Lungenparenchyms, pleurale Lasionen sowie Tumorbildung, insbesondere Lungen-
tumoren und Mesotheliome. Schlacken- und Steinwollfasern sowie biolGsliche
Glasfasern bewirken keine vergleichbaren kanzerogenen Effekte, sondern lediglich
entziindliche Verdnderungen.

Eine Exposition gegen Siliciumcarbid-Whisker hat Pneumokoniosen mit nodula-
ren Verdnderungen in der Lunge, wie bei der Silikose, zur Folge, wobei eine Koexpo-
sition gegen granuldre Siliciumcarbid-Partikel nicht auszuschliefSen ist. Weitere Ge-
sundheitsstorungen, die als Folge einer Exposition gegen Alumininiumsilikatfasern
(RCF) oder Siliciumcarbid-Whisker berichtet werden, sind Reizungen der Atemwe-
ge, u.a. mit Dyspnoe und Bronchialobstruktion (Asthma, chronische Bronchitis,
Emphysem), sowie Reizungen der Augen und der Haut.

2  Wirkungsmechanismus von Fasern

Fasern, die in die Lunge gelangt sind, kénnen tiber die mukozilidre Clearance in der
Trachea und den Bronchien und iiber die Makrophagen-bedingte Clearance in den
kleineren Bronchioli und den Alveolen eliminiert werden, wobei hier die Makropha-
gen die Fremdkorper aufnehmen und mittels amoboider Bewegungen zum mukozi-
lidren Forderband transportieren. Da lange Fasern erst zerkleinert werden missen,
ehe sie phagozytiert werden konnen, haben persistente lange Fasern eine lingere
Aufenthaltsdauer in der Lunge. Die lokale Dosis ist somit deutlich hoher als bei kur-
zen Fasern. Die stirkere Lungenbelastung fithrt zur Einwanderung von Monozyten
aus dem Blutkreislauf in das Lungengewebe, die dort zu Phagozyten differenzieren
und die lokalen Makrophagen bei ihrer Reinigungsfunktion unterstiitzen. Die damit
einhergehende Freisetzung von Entziindungsmediatoren durch die Phagozyten und
Mobilisierung weiterer Entziindungszellen — insbesondere von neutrophilen Gra-
nulozyten — fithren letztlich zur Bildung von Hypochlorit (HOCI), reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) und reaktiven Stickstoffspezies (RNS) und zu einer entziindli-
chen Schidigung des Gewebes in den uberlasteten Lungenarealen. Die
granulozytare Infiltration des entziindeten Lungenareals ist ein zentrales Merkmal
des Ubergangs von der noch physiologischen Belastung zum pathologischen Zu-
stand der Entziindung. Diese bildet auch einen Proliferationsreiz fiir TYP-II-Alveo-
larepithelzellen, aus denen sich Lungentumoren entwickeln kénnen.

Das Reinigungssystem der Lunge stof3t jedoch aufgrund der besonderen Dimensi-
on von Fasern an die Grenzen seiner Funktionsfihigkeit, infolgedessen werden so-
wohl quantitativ als auch qualitativ zusdtzliche Pathomechanismen einbezogen:
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« Fasern konnen bei der Einatmung im stirkeren Mafle als granuldre Partikel im
Respirationstrakt abgeschieden werden, da Fasern vermehrt an den Oberflichen
der Atemwege haften bleiben (Interzeption).

« Das mukozilidre Férderband kann Fasern wegen der langgestreckten Form im Ver-
gleich zu granuldren Partikeln schlechter abtransportieren. Lange Fasern, deren
Linge den Phagozytendurchmesser tiberschreitet, konnen nicht von diesen auf-
genommen und abtransportiert werden. Diese Fasern miissen erst mechanisch
oder durch den Einfluss des sie umgebenden Milieus zerteilt werden, um anschlie-
lend von den Phagozyten inkorporiert zu werden. Die mechanische Stabilitdt und
die Biobesténdigkeit von Fasern spielen dabei eine grofSe Rolle. Eine diesbeziig-
liche Besonderheit von Asbestfasern ist ihre Neigung, sich bei mechanischer Be-
anspruchung nicht durch Querbruch, sondern in Léngsrichtung aufzuspalten.

Im Unterschied zu granuliren Partikeln setzt bei Fasern die Uberlastung der Makro-

phagen nicht erst mit einer Volumeniiberladung ein. Lange und diinne Fasern, die

nicht in Génze inkorporiert werden kénnen, bewirken eine ,frustrane Phagozytose®,
bei der u.a. eine Aufreihung der Makrophagen an der Faser und ein vermehrter Zell-
untergang beobachtet wurden (Dérger et al. 2000, 2001; Hamilton et al. 2009; Ji et al.

2012; Murphy et al. 2012, 2013; Poland et al. 2008; Ye et al. 1999, 2001). Weitere pa-

thophysiologische Effekte sind:

« Rigide und biobestindige Fasern konnen Makrophagen und Epithelzellen mecha-
nisch schddigen und dadurch einen vermehrten Zelluntergang und einen Prolife-
rationsreiz fiir die Epithelzellen bewirken.

« Fiir Asbestfasern wurden in vitro eine mechanische Interaktion mit dem mitoti-
schen Spindelapparat und eine Interferenz mit Chromosomen beschrieben. Die
Bedeutung dieses Phidnomens fiir die Kanzerogenese ist noch unklar.

« Fasern durchbrechen die Barriere der Epithelzellen und dringen in das Lungen-
interstitium ein, wo sie durch fibrogene Mediatoren fibrotische Prozesse anregen.

« Bedingt durch ihre Rigiditit und die Beeintrachtigung der Clearance konnen per-
sistente Faservarietdten nach inhalativer Aufnahme durch eine Translokation
nicht nur in das interstitielle Lungengewebe gelangen, sondern sogar in den Pleu-
raspalt sowie, jedoch seltener, ins Perikard und Peritoneum.

Klinische Spitfolgen, der durch Fasern hervorgerufenen pathologischen Verdnde-
rungen, sind chronische Entziindungen der Atemwege und der Lunge, Lungenfibro-
se oder Lungenkrebs. Eine Besonderheit, die bislang nur fiir manche faserférmige,
aber nicht fiir granuldre Partikel nachgewiesen wurde, ist die Verursachung cha-
rakteristischer hyaliner und zum Teil verkalkter Verdickungen der Pleurawand,
Pleuraplaques sowie von mesenchymalen Tumoren (Mesotheliomen) seréser Haute,
der Pleura, des Perikards und des Peritoneums.

Die dominierenden pathogenen Mechanismen sind nach heutiger Erkenntnis
chronische Entziindungsvorgénge, die in erster Linie durch ,3 D: Dose, Durability,
Dimension®, also die Inhalationsdosis und die lokale Dosis, die Biobestdndigkeit und
die Fasermaf3e (Lidnge, Durchmesser) determiniert werden. Als weitere Einflussfak-
toren spielen die chemische Oberfldchenbeschaffenheit der Faser sowie deren Rigi-
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ditit und Geradlinigkeit eine Rolle. Die Faserzahl wird als das geeignete Expositi-
onsmafd angesehen. Hier besteht ein Unterschied zu dem tblicherweise in der
Toxikologie verwendeten Dosisbegrift, der auf die Masse bezogen ist.

Eine gleichzeitige Exposition von Fasern und Partikeln kann zu Kombinations-
effekten fiithren. Granuldre biobestidndige Partikel konnen ebenfalls die Clearance
hemmen und zu chronischen Entziindungen, Fibrosen und Lungentumoren fithren.
Die zusitzliche Anwesenheit von Fasern in der Lunge, welche aufgrund ihrer Lange
und potenziellen Biopersistenz schwer abtransportiert werden konnen, verstarkt
diese Wirkung (IARC 2002, 2009; NTP 2010, 2016).

2.1  Nichtmaligne Faser-induzierte Erkrankungen

Faserinduzierte nichtmaligne Erkrankungen betreffen das Lungeninterstitium und
die Pleura. Bei der Pleura richten sich die toxikologischen Untersuchungen auf die
Translokation und Retention von Fasern im Pleuraraum, wihrend bei der Lungen-
fibrose generelle Aspekte der Fibrogenese bzw. die Beschreibung der zellularen und
molekularen Mechanismen im Vordergrund stehen. Im Folgenden werden die we-
sentlichen Erkenntnisse zusammengefasst.

2.1.1  Lungenfibrose

Lungenfibrose ist ein bindegewebig-narbiger Umbau des Lungengeriists mit einer
Vermehrung des Kollagens in den Alveolarsepten, was zu einer Reduzierung der
Elastizitét fihrt. Sie wird als Endzustand der chronisch-entziindlichen interstitiellen
Lungenkrankheit angesehen (Pschyrembel 2013). Bestimmte Lungenfibrosen
(Pneumokoniosen) entstehen infolge einer chronischen Belastung der Lungen und
der Uberlastung der Clearancemechanismen nach Exposition gegen biopersistente
Partikel und Fasern, benachbarte Gewebezellen, wie Alveolarepithelzellen, werden
geschidigt sowie durch Bindegewebe ersetzt.

Befunde zu Asbest- und Erionitfasern

Die Asbestose ist definiert als bilaterale diffuse interstitielle Lungenfibrose. Auch
Erionit verursacht Lungenfibrose (Baris et al. 1987; Kliment et al. 2009). Da die As-
bestose sehr langsam und zumeist nur bei hohen Expositionen auftritt (5-20-fach
hohere (Amphibol-)Faserzahlen in der Lunge im Vergleich zu asbestassoziierten
Pleuraverdnderungen), ist von einer Dosis-Wirkungsbeziehung auszugehen
(Mossman und Churg 1998). Aus vielen Studien zum komplexen fibrogenen Mecha-
nismus geht hervor, dass viele verschiedene Zelltypen sowie eine persistierende Ent-
ziindung beteiligt sind, die die Bildung von ROS, Wachstumsfaktoren, Chemo- und
Zytokinen umfasst. Zudem werden eine Vielzahl von Signalkaskaden unter Ein-
beziehung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) und dem Transkripti-
onsfaktor NF-«B ausgelost, Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und Aktivatorprote-
in 1 (AP-1) aktiviert und dadurch Gene hochreguliert, die die Proliferation,
Apoptose und Entziindung in der Lunge steuern (Ubersichten von Mossman und
Churg 1998; Robledo und Mossman 1999; Rosenbloom et al. 2010).
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Befunde zu anderen Mineralfasern

In verschiedenen Untersuchungen wurde von einer fibrosierenden Wirkung durch
Siliciumcarbidfasern beim Menschen berichtet. So wurden in einer mikroskopi-
schen Untersuchung von Geweben dreier Siliciumcarbid-exponierter Arbeiter u.a.
eine nodulédre Fibrose mit Siliciumcarbidkérpern und ,ferruginous bodies“ und
grofSen Mengen von kohlenstoffhaltigen Pigmenten sowie eine interstitielle Fibrose
diagnostiziert (Massé et al. 1988). In einer Kohortenstudie von Siliciumcarbid-Hiit-
tenwerkarbeitern wurden signifikant erhohte standardisierte Mortalitdtsquotienten
fir Pneumokoniosen berechnet (Romundstad et al. 2001). Die Autoren vermuten,
dass die langjahrige Exposition gegen Siliciumcarbid-Fasern und kristallines Silici-
umcarbid zu den Pneumokoniose-Erkrankungen fiihrten. In einer Studie mit Lun-
gengewebe von 15 Arbeitern (post mortem), die 23 bis 32 Jahre in der Siliciumcar-
bid-Industrie beschiaftigt waren, wurden in sechs Fillen Lungenfibrosen und in vier
weiteren Fillen neben der Lungenfibrose auch Lungenkrebs diagnostiziert (Dufresne
et al. 1995). Dariiber hinaus wurden im Lungengewebe eines Siliciumcarbidfabrik-
Arbeiters (Beschiftigungsdauer 42 Jahre), der an SiC-Pneumokoniose erkrankt war,
neben SiC-Partikeln eine hohe Anzahl an SiC-Fasern (Ldnge > 5 pum; 39 300
Fasern/mg trockenes Gewebe) festgestellt (Dufresne et al. 1993).

In einer Fallstudie wurde iiber einen 41-jahrigen Mann berichtet, bei dem eine in-
terstitielle Fibrose diagnostiziert worden war. Im Lungengewebe wurden Partikel
und Fasern gefunden. Die Fasern wurden chemisch analysiert und als Glaswoll-
fasern identifiziert. Der Mann war langjahrig gegen Glaswollfasern exponiert
(Guber et al. 2006).

Zur fibrosierenden Wirkung beim Menschen durch andere Mineralfasern, wie
Schlacken und Steinwollfasern sowie Aluminiumsilikatfasern (RCF) liegen keine
belastbaren positiven, sondern mehrheitlich negative Befunde vor. Dagegen existie-
ren verschiedene tierexperimentelle Studien, in denen eine Exposition gegen diese
Fasern zu Lungenfibrosen fiithrte (IARC 2002; Montelius 2005; NTP 2010; EU 2011).

2.1.2 Pleurafibrose

Es werden umschriebene Pleurafibrosen (Pleuraplaques) von diffusen Pleurafibro-
sen (diffuse Pleuraverdickung) unterschieden. Die Pleurafibrose dhnelt grundsétz-
lich einer Fibrose in anderen Organen und kann als iiberschief}ende Deposition von
Matrixkomponenten definiert werden. Merkmale dieser Pleuraveranderungen sind
Entziindung und ein gestorter Fibrinmetabolismus, der den fibrotischen Prozess
aufrechterhélt. Es wird angenommen, dass die komplexe Interaktion von subpleura-
len Fibroblasten, Mesothelzellen und Entziindungszellen sowie die damit einher-
gehende Freisetzung von profibrotischen Mediatoren, Gerinnungsfaktoren und Fi-
brin zur Bildung von Fibrinogen beim Fibrosierungsprozess beitragen. Neben
Zytokinen und Wachstumsfaktoren spielen auch reaktive Sauerstoftspezies bei der
Faser-induzierten Fibrogenese eine Rolle (Huggins und Sahn 2004).
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Diffuse Pleurafibrose

Diese Art der Pleurafibrose wird als Ergebnis Asbest-induzierter benigner Pleura-
ergiisse interpretiert. Die diffuse Pleurafibrose ist eine Pleuraverdickung aus kolla-
genem Bindegewebe, die unterschiedliche Ausmaf3e, bis hin zur Bedeckung der ge-
samten Lunge, annehmen kann (Greillier und Astoul 2008). Diffuse
Pleuraverdnderungen sind seltener als Pleuraplaques, meist unilateral, verkalken
selten und konnen im Gegensatz zu Pleuraplaques die Interlobérspalten betreffen
(Ubersicht bei Greillier und Astoul 2008; Fletcher und Edge 1970). Bei den diffusen
Pleuraverdnderungen kommt es zum Verkleben der parietalen und viszeralen Pleura
mit der Folge von Funktionseinschrankungen.

Umschriebene Pleurafibrosen (Pleuraplaques)

Bei dieser Art der Pleurafibrose ist die parietale Pleura betroffen. Hierbei handelt es
sich um Verdickungen der parietalen Pleura durch kollagenreiches Bindegewebe,
die im Laufe der Jahre verkalken kénnen. Sie weisen eine fibrose Struktur sowie eine
begrenzte zelluldr-fibroblastische Aktivitét auf. Pleuraplaques treten fast ausschlief3-
lich bilateral als lokalisierte hyaline Fibroseldsionen auf, wobei die Plaques aus azel-
luldren Kollagenbiindeln in einer welligen, korbgeflechtartigen Form bestehen. Die
Latenzzeit nach einer Asbest-Exposition betrdgt meist 20 bis 30 Jahre (Greillier und
Astoul 2008). Pleuraplaques sind in der Regel ohne funktionelle Relevanz (Pairon
et al. 2013, 2014) und gelten als Marker fiir eine Faserexposition.

Befunde zu Asbest- und Erionitfasern

Fasern wie Erionit, Amphibol- und Serpentinasbeste konnen zu Pleuraplaques fiih-
ren. Bei Exponierten wurden Pleuraplaques in bis zu 60 % der Personen nachgewie-
sen, wihrend sie in Lidndern ohne natiirliche Asbestexposition in der Allgemeinbe-
volkerung sehr selten sind (Pairon et al. 2013).

Einige Autoren (Harber et al. 1987; Weiss 1993) schlussfolgern in ihren Studien,
dass Pleurafibrosen einen Expositionsmarker fiir Faserexpositionen darstellen. In
prospektiven Untersuchungen findet sich auch bei Adjustierung fiir die kumulative
Asbestexposition ein Zusammenhang von Pleuraplaques mit einem Bronchialkarzi-
nom (Pairon et al. 2014) und von Pleuraplaques mit einem Pleuramesotheliom
(Pairon et al. 2013). Diesen Studienergebnissen zufolge stellen die Pleuraplaques
nicht lediglich einen Expositionsmarker dar, sondern vielmehr einen unabhéngigen
Risikofaktor fiir maligne faserinduzierte Endpunkte. In einem Ubersichtsartikel
wird auf die Schwierigkeit der Bestimmung der Exposition gegen Fasern hingewie-
sen und weiterhin davon ausgegangen, dass Pleuraplaques vorwiegend einen Ex-
positionsmarker darstellen (Maxim et al. 2015). Insofern ist die Frage, ob Pleura-
plaques einen unabhingigen Risikofaktor fiir maligne Erkrankungen darstellen,
bislang nicht eindeutig zu beantworten.

Befunde zu anderen Mineralfasern

Aluminjumsilikatfasern (RCF) bewirken ebenfalls, analog zu Asbest- und Erionitfa-
sern (Grisel et al. 2008; IARC 2009; Selguk et al. 1992) und im Unterschied zu den
anderen Faserarten, Pleuraplaques beim Menschen (ATSDR 2004; IARC 2002;



1372 MAK Value Documentations

Lemasters et al. 1994; Lockey et al. 1996, 2002, 2012; NIOSH 2006, 2011; Trethowan
et al. 1995; Utell und Maxim 2010). In den Studien von Lockey et al. (2002), Lentz
et al. (2003) sowie Lockey et al. (2012) wird ein signifikanter Zusammenhang der
Pleuraplaques mit ansteigender RCF-Exposition aufgezeigt. Dariiber hinaus wird
dieser Zusammenhang fiir die Kategorien kumulative Exposition, kumulative pul-
monale Dosis aller Fasern und kumulative pulmonale Dosis der Fasern mit einem
Durchmesser < 0,4 um und einer Lange < 10 um (nach den Autoren wandern Fasern
dieser Grof3e zur parietalen Pleura) spezifiziert (Lentz et al. 2003). In einer Follow-
up-Studie wird berichtet, dass noch 13 bis 20 Jahre nach einer RCF-Exposition in
den Lungengeweben der exponierten Arbeiter Fasern gefunden werden. Zudem
korreliert die Zeitspanne (Beginn der RCF-Exposition bis zur Untersuchung) sig-
nifikant mit dem Auftreten der pleuralen Veranderungen (OR: 10,4; 95 % KI 3,0—
36,3 und OR: 10,8; 95 % KI 2,4—-47,9) fiir Arbeiter mit > 20-jahriger Beschéftigungs-
dauer oder > 20 Jahren Latenzzeit) (Lockey et al. 2012).

Es ist festzuhalten, dass erst mit der sensitiveren Methode der hochauflésenden
Computertomographie (HRCT) Pleuraplaques héufiger erkannt werden (Fireman
2014), weshalb die epidemiologische Evidenz vor den 1990er Jahren relativ gering war.

2.2  Maligne Faser-induzierte Erkrankungen
2.2.1 Lungenkarzinome

Der Asbest-induzierte Lungenkrebs tritt in denselben histologisch definierten
Hauptklassen auf, d.h. als epitheliale, adenomatose, grofizellige, kleinzellige, sarko-
matoide und adenosquamése Tumoren, die auch bei nicht gegen Asbest-Exponier-
ten beobachtet werden (Oksa et al. 2014).

Befunde zu Asbest- und Erionitfasern

Epidemiologische Untersuchungen zeigen, dass sowohl Asbestfasern als auch Erionit-
fasern Lungentumoren induzieren konnen. Die beim Menschen beobachtete krebs-
erzeugende Wirkung von Asbestfasern und Erionitfasern wird in Tierversuchen tiber-
einstimmend nach inhalativer, intrapleuraler und intraperitonealer Applikation
bestitigt (Begriindung , Asbest-Feinstaub und asbesthaltiger Feinstaub“ 1973; Be-
griindung ,Asbest-Feinstaub und asbesthaltiger Feinstaub“ 1978; Begriindung ,As-
best-Feinstaub und asbesthaltiger Feinstaub“ 1981; Begriindung ,Faserstdube“ 1993;
IARC 2009).

Befunde zu anderen Mineralfasern

In mehreren Tierversuchen ist gezeigt worden, dass bestimmte Typen von kiinst-
lichen Mineralfasern nach intratrachealer, intraperitonealer und intrapleuraler Ver-
abreichung bei Nagern Lungentumoren verursachen kénnen (Begriindung ,Faser-
stdube” 1993; IARC 2002; NTP 2010, 2016; s. auch Einzelbewertung der Fasern).
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Fasereigenschaften Zelluliire Effekte auf Makrophagen
o Gestalt, Linge, GroBe e ROS-Entwicklung
e Zusammensetzung e  Aktivierung von Signalwegen
e Oberflichenaktivitit e Bildung von Cytokinen und
o Loslichkeit (in vitro) oder ‘Wachstumsfaktoren
Biopersistenz (in vivo) e  Zelliiberlastung
Y Y

Zielzellen (Epithel-/Mesothelzellen, Fibroblasten)

ROS-Entwicklung
e Aktivierung von Signalwegen

e Bildung von Cytokinen und Wachstumsfaktoren

Y Y Y Y
Genotoxizitit Vermehrung < > Apoptose
Y Y Y
. Fibrose

. Krebs (Karzinom, Mesotheliom)

Abb. 5 Mechanismus der Fasertoxizitat (modifiziert nach Nguea 2008 aus NTP 2010)

2.2.2 Mesotheliome

Das Mesotheliom ist ein meist diffus wachsender, vom einschichtigen mesothelialen
Plattenepithel der serésen Haute ausgehender Tumor. Seine héufigste Lokalisation
ist die parietale Pleura. Mesotheliome sind oft schwer zu diagnostizieren. Die La-
tenzzeit des Pleuramesothelioms kann bis zu 40 Jahre betragen.

Befunde zu Asbest- und Erionitfasern

Asbestfasern und Erionitfasern verursachen Mesotheliome bei Exponierten. Erionit
induziert bei Ratten und Méusen erhohte Mesotheliominzidenzen (Begriindung
»Asbest-Feinstaub und asbesthaltiger Feinstaub® 1973; Begriindung , Asbest-Fein-
staub und asbesthaltiger Feinstaub“ 1978; Begriindung , Asbest-Feinstaub und as-
besthaltiger Feinstaub® 1981; Begriindung , Faserstdube” 1993; IARC 2002, 2009).

Die Eigenschaft, Mesotheliome hervorzurufen, ist bei Erionit weitaus stiarker aus-
geprigt als bei den Asbestarten. Hauptséichlich betroffen ist die Pleura parietalis des
Thoraxraums (Baris et al. 1996; IARC 2009).
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Befunde zu anderen Mineralfasern

Bestimmte Typen von Glasfasern, Steinwollfasern, Siliciumcarbidfasern und Kera-
mikfasern konnen nach inhalativer, intratrachealer oder intraperitonealer Verabrei-
chung maligne Mesotheliome in Nagetieren induzieren (Begriindung ,Faserstdube“
1993; IARC 2002; NTP 2010, 2016; s. Einzelbewertung der Fasern).

Bisher liegen zumeist negative epidemiologische Befunde beziiglich eines Zusam-
menhangs zwischen der Exposition gegen synthetische Mineralfasern und der Dia-
gnose eines Mesothelioms oder Lungentumors vor. Diese miissen jedoch mit Vor-
behalt interpretiert werden, da die Expositionen in den bisherigen Studien deutlich
geringer waren als in positiven epidemiologischen Studien zu Asbest. Des Weiteren
sind die Beobachtungszeiten der bisherigen epidemiologischen Studien zu syntheti-
schen Mineralfasern teilweise zu kurz, als dass sich, bei anzunehmenden, vergleich-
bar langen Latenzzeiten wie nach Asbestexposition derzeit bereits gesicherte Aus-
sagen treffen liefSen (Boffetta et al. 2014; IARC 2002, 2009; ILSI 2005; Lipworth et al.
2009; NTP 2010, 2016).

2.3 Mechanismen der Fasertoxizitat und der Faserkanzerogenese

Der Mechanismus von Fasertoxizitit und Kanzerogenese ist sehr komplex und hin-

sichtlich vieler Einzelheiten unklar. Die vorgeschlagenen Hauptwege der Faser-in-

duzierten Kanzerogenese beruhen a) auf den physikalischen und chemischen Ei-
genschaften der Fasern (u.a. Faserdimensionen, chemische Zusammensetzung,

Stabilitat, Oberflachenreaktivitét, Biopersistenz) sowie b) der Entziindung, die nach

Inhalation der Fasern in der Lunge ausgel6st wird (Hei et al. 2006; LARC 2006, 2009)

(s. Abbildung 5).

Obwohl in diesem Abschnitt Asbest nicht Gegenstand mechanistischer Uber-
legungen ist, dienen gut untersuchte Facetten der Asbestwirkungen als Anhalts-
punkte fiir die Frage, inwieweit kiinstliche Mineralfasern &hnliche Effekte zeigen.

Entsprechend lassen sich mehrere zellbiologische Wirkungsbereiche abgrenzen,
die zur Krebsentstehung beitragen.

« Natiirliche und kiinstliche Mineralfasern sind imstande, in zellfreien und in In-vi-
tro-Modellsystemen reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies (ROS, RNS) sowie
Halogen-Intermediate zu bilden. Zu diesen zéhlen H,O,, O,*" Singulett-Sauerstoff,
Peroxynitrit, Nitroniumionen und HOCI (Halliwell 2006). Diese konnen mannig-
faltige DNA-Modifikationen bewirken. Beschrieben sind auch Gen-Mutationen
und Gen-Amplifikationen (Wang et al. 1999). Makrophagen setzen infolge unvoll-
stdndiger oder ,frustraner” Phagozytose Botenstoffe frei, die zunédchst weitere
Makrophagen und schliefllich neutrophile Granulozyten (Neutrophile) anlocken.
Aktivierte Neutrophile setzen iiber eine Myeoloperoxidase-vermittelte Reaktion
zytotoxisches HOCI frei (Parker et al. 2012) und als Nebenprodukte weitere reak-
tive Substanzen, einschliefllich reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies. Letztere
konnen auf Nachbarzellen einwirken und auch DNA-Schéden verursachen.

« Fasern konnen Makrophagen, Mesothelzellen und Alveolarepithelzellen zur In-
flammasomen-vermittelten Freisetzung von Cytokinen und Wachstumsfaktoren
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veranlassen, sodass es zu chronischer Entziindung und Zellproliferation in Lunge

und Pleura kommt (Dostert et al. 2008).

Fasern konnen unmittelbar mit Zielzellen (Epithelzellen, Mesothelzellen, Fibroblas-
ten) reagieren, indem sie nach Rezeptor-vermittelter Endozytose (Heintz et al. 2010)
Entziindungssignale oder chromosomale Veranderungen hervorrufen (Hart et al.
1994; NTP 2010, 2016; Ong et al. 1997; Zhong et al. 1997). Dokumentiert sind Aneu-
ploidien, Mikrokerne und Chromosomenaberrationen.

Speziell diinne und lange Asbestfasern konnen mit der Mitosespindel auch direkt
in Wechselwirkung treten, wobei sie Chromosomen wegziehen oder deren Bewe-
gung blockieren (Ault et al. 1995).

Fasern konnen epigenetische Verdnderungen hervorrufen, d.h. erbliche Verande-
rungen der Genexpression, die nicht in einer DNA-Sequenzéinderung verankert
sind (Andujar et al. 2007; Lecomte et al. 2005).

Allerdings ist nicht klar, wie die verschiedenen, sich tiberlappenden zelluldren Sig-
nalwege der Genaktivierungen und -inaktivierungen koordiniert sind, denn die
Netzwerke der Entziindung, der DNA-Reparatur, der Zellproliferation und der
Apoptose beeinflussen sich wechselseitig. Sicher ist, dass zwischen anhaltender Ent-
ziindung und Tumorentstehung ein enger Zusammenhang besteht (Bernstein 2007
a, b; Huang et al. 2011; ILSI 2005; WHO 2006).

Wihrend reaktive Sauerstoffspezies sowohl durch nicht-faserformige als auch
durch faserformige Partikel gebildet werden, weisen Zellzyklus-assoziierte chromo-
somale und nukledre Anomalien auf eine Exposition gegen Fasern hin.

Im Folgenden werden die oben kurz dargestellten Mechanismen der Tumorent-
stehung durch Faserexposition néher erldutert.

2.3.1 Faseroberflichenreaktivitat

Fiir die pathogene Wirkung von Fasern spielt die Oberfldchenreaktivitét eine wichti-
ge Rolle (Begriindung ,Faserstidube”). Die Wechselwirkung der Oberfldchen mit O,
und mit Biomolekiilen aus der physiologischen Umgebung und Zellmembranen
kann zur Generierung reaktiver Substanzen wie ROS und RNS fiihren, wodurch z. B.
pulmonale Entziindungen induziert bzw. die entziindlichen Wirkungen verstarkt
werden konnen (Braakhuis et al. 2014). Die Oberflichenreaktivitét ergibt sich aus der
chemischen Zusammensetzung, der Struktur der Faseroberflidche sowie aus den phy-
sikalisch-chemischen Eigenschaften der Faseroberfliche, wie Hydrophilie, Ladung,
morphologische Beschaffenheit und der Austauschméglichkeit von katalytisch akti-

ven Metallkationen. Folgende Wirkungen werden beeinflusst (Bernstein et al. 2005;

Braakhuis et al. 2014; Fubini el al. 1998; Hippeli et al. 2001; Kane 1996; Kucki et al.

2014; Monchaux et al. 1981; Warheit und Gavett 1993; WHO-Report 2008):

» Adsorption an exogene und endogene Molekiile, wodurch die Bildung einer kom-
plexen Proteinkorona, die Rezeptor-vermittelte Zellinternalisierung, aber auch die
Wirkstdrke und der Wirkmechanismus beeinflusst werden

» Adhésion an die Zellmembran und die Internalisierung in nicht-phagozytierende
Zellen

« Internalisierung in Phagolysosomen und damit verstérkte Ausschiittung von Cyto-
kinen und Wachstumsfaktoren
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e ROS- und RNS-Freisetzung und DNA-Schidigung
« Freisetzung von Metallionen

« Biopersistenz und Clearance

« Translokation in verschiedene Kompartimente

An den Faseroberflichen sind die Atome und Ionen schwécher koordiniert, weshalb
von ihnen eine groflere Reaktivitét ausgeht (Fubini 1993, 1997; Hochella 1993; Kucki
et al. 2014). Ubergangsmetallionen an den Oberflichen fithren zu unterschiedlichen
Reaktionen. Sie konnen an der Luft oxidiert, hydratisiert und hydroxyliert werden
(Fubini 1997). Elektrostatische Wechselwirkungen sowie elektrochemische Vorgin-
ge an der Faseroberfliche konnen zu Stérungen intrazelluldrer Abldufe fithren.
Durch einen Ionentransfer zwischen Faseroberfliche und der biologischen Umge-
bung kann die Oberflichenladung und damit die Pathogenitit verédndert werden
(Fubini und Otero-Aréan 1999). In amorphen kiinstlichen Fasern und Kohlenstoff-
Nanoroéhrchen kénnen in Spuren, aber auch in quantitativ relevanten Mengen,
Ubergangsmetalle vorkommen (s. Tabelle 1).

Aufgrund dieser Metallgehalte konnen Redoxreaktionen nicht ausgeschlossen
werden (Aust et al. 2011).

Die Adsorption von endogenem Eisen an den Faseroberfldchen und in den Ober-
flaichenporen ist ebenfalls moglich. Dies wurde jedoch bisher nur bei Erionit be-
obachtet (Eborn und Aust 1995; Sanchez et al. 2009).

Fasern mit Silanolgruppen an den Faseroberflichen konnen aufgrund einer nega-
tiven Oberflichenladung endogenes Eisen adsorbieren (Dugger et al. 1964; Olson
und O’Melia 1973; Begriindung ,Faserstdube” 1993). Faseroberfldchen, welche Sau-
erstoff-haltige funktionelle Gruppen besitzen, weisen aufgrund der negativen Pola-
ritdit und Ladung ein &hnliches Potenzial zur Metallkationenadsorption auf
(Crumbliss und Garrison 1988; Ghio et al. 2004). Das Eisen-III-Ion reagiert zudem
mit Silanolgruppen unter Bildung eines Eisen-Silanol-Komplexes. Biologische Quel-
len fiir Eisen und andere Ubergangsmetallionen liegen intra- und extrazellulir vor.
Zelleigene Vorrite sind u.a. Ferritin, Himosiderin, Aconitase, Xanthinoxidase so-
wie Eisen-Schwefel-Cluster-Proteine, die iiber Cysteinreste als zusdtzliche Eisen-
liganden Fe?*/Fe** gebunden haben (Ferredoxine) (Aust et al. 2011; Breuer et al.
1995; Koerten et al. 1990). Auch der Extrazellularraum stellt ein Reservoir fiir Eisen-
III-Ionen dar, z. B. in den Verbindungen Transferrin, Lactoferrin und Ferritin.

Eine erh6hte Konzentration an ROS und RNS kann zum einen auf direktem Weg
als Folge einer ROS-Generierung an reaktiven Faseroberfldchen resultieren (Churg
2003; Donaldson et al. 2013; Fantauzzi et al. 2012; Oberdérster 2002; Gazzano et al.
2005) und zum anderen eine indirekte Folge der aktivierten Abwehr-Mechanismen
nach Faserexposition sein.

Die Menge an koordinierten aktiven Eisenionen an den Oberfldchen korrelierte
mit der ROS-Bildung in vitro (Fach et al. 2002; Fubini et al. 1995; Prandi et al. 2001),
jedoch nicht mit der Menge an DNA-Schédigungen (Churg et al. 2000). Dies ist ver-
stidndlich, da zum einen DNA-Schiadigungen auch von anderen reaktiven Substan-
zen hervorgerufen werden konnen und zum anderen ROS weitere Wirkungen in-
duzieren (Dizdaroglu et al. 2015; Jaurand 1997).
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Tab.1 Quantitative Menge an Metallen in verschiedenen Fasern (Cavallo et al. 2004; De Vuyst
et al. 1995; Fubini und Otero-Aréan 1999; Hippeli et al. 2001; Sanchez et al. 2009)

Faser Metall Masseprozent
Glaswollfasern Eisenoxid 0-1
Zirkoniumoxid 0-0,4
Magnesiumoxid 3
Spezialglasfasern Eisenoxid 0-0,4
Zirkoniumoxid 0-4
Steinwollfasern Eisenoxid 1,5-12,4
Magnesiumoxid 9,25-10,9
Manganoxid 0-0,16
Schlackenwollfasern Eisenoxid 0,9-5
Aluminiumsilikatfasern Eisenoxid 0-1
Zirkoniumoxid 0-17
Yttriumoxid 0-8
Kohlenstoff-Nanoréhrchen Cobalt, Eisen, Nickel,

Yttrium, Molybdan

Beziiglich des Einflusses der Faseroberflaichen-assoziierten Metallionen und deren
redoxaktiver Wirkung zur Bildung von ROS und RNS wurde beobachtet, dass durch
Eisen und andere elektrochemisch wirksame Oberflichenmaterialien bei Multiwall
Carbon Nanotubes (MWCNT) keine verstiarkte Reaktivitit hervorgerufen wird, die
eine Kanzerogenitit dieser Nanorohrchen bewirken konnte (Donaldson et al. 2010).
Dagegen wurde gezeigt, dass Metallkatalysatorriickstdnde in den Nanomaterialien
unter physiologischen Bedingungen bioverfiigbar sind (Guo et al. 2007; Liu et al.
2007; Shvedova et al. 2005). Die Befunde der einzelnen Untersuchungen an Carbon
Nanotubes (CNT) hingen von der speziellen Synthese der Materialien, der genauen
Zusammensetzung sowie der Bioverfiigbarkeit der verwendeten Metallionen ab.
Untersuchungen in vitro in Abwesenheit und Anwesenheit von BEAS-2B-Zellen
haben gezeigt, dass lange nadelf6rmige MWCNT (Durchmesser = 74 nm, Ldn-
ge = 5,7 um; Durchmesser = 64 nm, Linge = 4 pm) zu einer dosisabhéngigen Bildung
von bisher nicht identifizierten Radikalen fithrten (Nymark et al. 2014).

2.3.2 Produktion von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
(ROS, RNS)

Die Produktion von ROS und RNS durch synthetische Mineralfasern wurde in zahl-
reichen Studien sowohl in zellfreien Systemen als auch in Zellmodellsystemen bei
Verwendung von Glaswolle, Steinwolle, Schlackenwolle, Siliciumcarbid-Whisker
und Keramikfasern nachgewiesen (IARC 2002, 2006; ILSI 2005; Nishiike et al. 2005;
NTP 2010; Rapisarda et al. 2015).
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Die vorgeschlagenen Entstehungsmechanismen von ROS und RNS sind:

1. die direkte Bildung aktivierter Sauerstoffspezies (Wasserstoffperoxid, Superoxid-
Anionen, Hydroxylradikale) an der Faseroberfliche (Maples und Johnson 1992)

2. nach Aufnahme der Fasern in Zielzellen: Bildung und Freisetzung der aktivierten
Sauerstoffspezies, intensiviert durch die Aktivitdt katalytisch wirkender Eisen-II-
Ionen. Die Fasern entziehen diese Ionen — je nachdem wie hoch die Affinitét der
Faseroberflichen fiir Eisen-Ionen ist — den locker gebundenen Eisen-Schwefel-
Zentren (sog. 4Fe-4S-clusters) bestimmter Enzyme (z. B. Dehydratasen (Liochev
und Fridovich 1999)). Durch eine hohe Konzentration an reaktiven Sauerstoff-
spezies kommt die Zelle in eine Stoffwechsellage, die als oxidativer Stress be-
zeichnet wird (Cardinali et al. 2006).

Die Freisetzung von aggressiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (,,oxidative burst)
tritt ein, sobald Phagozyten (Makrophagen, Monozyten und polymorphkernige
Granulozyten) Fasern mehr oder weniger vollstindig aufnehmen und versuchen,
diese abzubauen. Im Vergleich zu granuldren biobestiandigen Stauben werden be-
sonders langere Fasern langsamer aus der Lunge eliminiert. Diese Situation fiihrt zu
einer Einwanderung weiterer Makrophagen, was eine verstérkte Bildung von ROS
und RNS sowie eine stéirkere entziindliche Schidigung des Gewebes zur Folge hat
(Warheit und Gavett 1993). Zudem steigt die Menge an Makrophagen-induzierten
Superoxiden ab einer Faserldnge > 6 pm stark an (Ohyama et al. 2000, 2001).

Bei der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies ist auch die membranstindige
NADPH-Oxidase beteiligt, die das Primérprodukt O, fiir weitere toxische Metabo-
liten liefert. ROS werden sowohl in das Lumen der Phagolysosomen als auch ins
extrazelluldre Milieu abgegeben. Zusitzlich zu den ROS treten beim ,oxidative
burst” RNS hinzu, insbesondere Stickstoffmonoxid (NO) und als Folgeprodukte der
Reaktion mit ROS Peroxynitrit oder Nitronium-Ionen (Beckman und Koppenol
1996; Felley-Bosco 1998; Halliwell 2006; Pacher et al. 2007). NO und damit auch
dessen Folgeprodukte entstehen im Zuge der Phagozytose aufgrund der Stimulation
der induzierbaren NO-Synthase (iNOS). Dariiber hinaus kommt Myeloperoxidase
ins Spiel, ein insbesondere fiir neutrophile Granulozyten charakteristisches Enzym.
Es erzeugt aus Wasserstoffperoxid und Chlorid Hypochloritanionen (OCl), die ei-
ner homolytischen Dissoziation zu Cl' unterliegen und z.B. Nucleobasen der DNA
chlorieren konnen (Hawkins et al. 2007).

Ergebnis der Freisetzung der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies sind haupt-
sachlich Schiaden an der DNA. Infolge der Modifikationen der Desoxyribose werden
Strangbriiche induziert; auflerdem kommt es zur chemischen Veranderung bzw. Zer-
storung der verschiedenen Basen und damit zu Fehlpaarungen und Mutationen. Hau-
fig sind die Bildung von 7,8-Dihydro-8-oxo-2‘-desoxyguanosin (8-OH-dG) und darii-
ber hinaus zahlreiche andere DNA-Basenmodifikationen identifiziert worden, mit
unterschiedlichem Basenfehlpaarungspotenzial (Cooke et al. 2003; Evans et al. 2004).
Der oxidative Stress ist ein wesentlicher Mechanismus der Kanzerogenitit der Fasern
(Nguea et al. 2008). Auch Kohlenstoff-Nanorohrchen, sowohl einwandige (SWCNT)
als auch mehrwandige (MWCNT), induzieren die Produktion von ROS, z.B. in der
transformierten Makrophagenzelllinie der Maus RAW 264.7 (Di Giorgio et al. 2011).
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2.3.3 Wechselwirkungen mit endogenen Biomolekiilen und nicht-
phagozytierenden Zellen

Endogene Materialien konnen an die Faseroberfldchen tiber nichtkovalente Bindun-
gen adsorbieren und eine Korona bilden. Dabei sind die chemische Zusammenset-
zung, die Ladung, die Polaritéit, das Potenzial Wasserstoftbriicken-Bindungen ein-
zugehen, sowie die Hydrophobie entscheidend (Fubini 1997; IARC 2009). Es ist
bekannt, dass die Bindung von Phospholipiden, Proteinen oder Kationen sowie deren
Freisetzung die Bindung von Fasern an Zellen sowie deren Internalisierung und Toxi-
zitdt in nichtphagozytierenden und phagozytierenden Zellen beeinflussen (Boylan
et al. 1995; Churg 1996; Fubini et al. 1995; Kucki et al. 2014; Mgller et al. 2014).

So kann die Adsorption von Vitronectin iiber die Interaktion mit Integrin-Rezep-
toren zur Internalisierung der Fasern (Krokydolith, Chrysotil, jedoch nicht Woll-
astonit, obwohl auch negativ geladen) in nichtphagozytierende Zellen, wie Meso-
thelzellen, fithren (Boylan et al. 1995; Fubini et al. 1998).

Die Internalisierung von Asbestfasern ist erst in den 70er Jahren beschrieben
(Jaurand et al. 1979; Suzuki 1974) und auch von verschiedenen anderen Autoren
spéter bestatigt worden (Boylan et al. 1995; Pande et al. 2006; Wu et al. 2000). Dabei
sind sich die Autoren einig, dass die Internalisierung der Asbestfasern durch ihre
Wechselwirkung mit Membranproteinen, welche an der Faseroberfliche adsorbiert
wurden, verstiarkt wird. Es wird beobachtet, dass adsorbiertes Vitronectin (ein Se-
rumprotein) die Internalisierung tiber den Integrin-a,;-Rezeptor erhoht. In ande-
ren Studien ist ermittelt worden, dass die internalisierten Asbestfasern von einem
Marker fir Endosomen und Phagosomen, der kleinen GTPase Rab5a, umschlossen
sind (Broaddus et al. 2011; Henry et al. 2004; Nagai et al. 2011). Diese Befunde ver-
deutlichen die Zellinternalisierung von Asbest via Endozytose.

Ahnlich wie Asbestfasern kénnen auch kiinstliche Mineralfasern, die nicht von
Makrophagen abtransportiert werden, von Epithelzellen aufgenommen und zum
pleuralen Raum abtransportiert werden (NTP 2016; Oberdorster 2002).

Fasern konnen mit Zellen der Alveolen und Bronchien sowie denen der parietalen
Pleuramembran interagieren und zur Schadigung dieser Zellen fithren. Die Exposi-
tion gegen unterschiedliche Fasern, wie Glas- und Steinwollfasern, Aluminiumsili-
katfasern und Krokydolith, fiithrt zu einer dosisabhéngigen Reduktion von Mikro-
villi bei humanen Mesothelzellen. Mit steigender Krokydolithkonzentration
verdndert sich die Zellform und es bilden sich Locher und Risse in den Zellmem-
branen. Eine Steinwollfaserart fithrt bei hoheren Konzentrationen von 5 und
10 pg/cm’® zur Bldschenbildung (,blebs“) an den Zellen, die ein Marker fiir oxidati-
ven Stress ist. Dies ist vereinzelt auch nach Exposition gegen Glaswollfasern be-
obachtet worden. Die Fasern sind dabei schon zum Teil in die Zellen phagozytiert
(Cavallo et al. 2004). Nach Meinung der Autoren lasst sich dies durch die zytotoxi-
sche Wirkung der Fasern, beziehungsweise durch mechanische Effekte der Fasern
auf die Zellen, begriinden.

Kohlenstoff-Nanorohrchen. Da Kohlenstoff-Nanorohrchen (Carbon Nano Tu-
bes, CNT) in den letzten Jahren industriell grofle Bedeutung erlangt haben, sind
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zahlreiche Untersuchungen mit diesen Fasern zu Wechselwirkungen mit endogenen
Biomolekiilen und nichtphagozytierenden Zellen durchgefiihrt worden.

Kohlenstoff-Nanor6hrchen (Single Wall Carbon Nano Tubes, SWCNT und Multi
Wall Carbon Nano Tubes, MWCNT) konnen in Abhéngigkeit von der Lénge in
nichtphagozytierende Zellen, wie Endothelzellen, Mesothelzellen, Epithelzellen und
T-Zellen, internalisieren, wonach sie frei oder membranumbhiillt im Zytoplasma vor-
liegen (Donaldson et al. 2006; Mgller et al. 2014). In einigen Untersuchungen wurde
beobachtet, dass grofie CNT, die nicht funktionalisiert sind, nicht durch Endozytose
in die Zellen gelangen konnen. Wihrend diese Fasern durch eine Konjugation von
Folsaure mit MWCNT wahrscheinlich iiber einen Rezeptor-vermittelten Weg in die
Zelle eindringen konnen (Dhar et al. 2008; Kam et al. 2005 a; Kang et al. 2008, 2009,
2010), blieb dies den Albumin-iiberzogenen MWCNT verwehrt. Oxidierte Nano-
rohrchen mit zusétzlichen spezifischen Liganden konnen schneller und leichter
iiber eine Endozytose von den Zellen aufgenommen werden (Bhirde et al. 2009;
Iancu et al. 2011; Kam und Dai 2005; Kam et al. 2005 b; Kang et al. 2008). Die Ober-
flachenbeschichtung beeinflusst mafgeblich die Aufnahme von CNT in die Zelle.
Die Bildung einer Proteinkorona und die Adsorption von Rezeptor-spezifischen
Proteinen konnen eine Internalisierung der Fasern in nichtphagozytierende Zellen
ermoglichen (Moller et al. 2014).

Dies bedeutet, dass CNT, sofern sie einen geringen Durchmesser und eine positiv
geladene Oberfliche haben, direkt die Zelle penetrieren. Die Anwesenheit spezifi-
scher Liganden kann die Aufnahme von CNT mit einem grofien Durchmesser un-
terstiitzen, da diese nun iiber eine Liganden-vermittelte Endozytose von den Zellen
aufgenommen werden.

Bei den geraden langgestreckten MWCNT wird anstelle der Endozytose ein direk-
tes, Durchmesser- und Rigiditdts-abhéngiges Penetrieren der Plasma- und Kern-
membran beobachtet (Hu et al. 2010; Nagai et al. 2011). Ein aktiver Internalisie-
rungsprozess erklirt jedoch das Vorliegen von membranumschlossenen
intrazelluldren Fasern, wie es in mehreren Studien beobachtet wird (Foldbjerg et al.
2014; Guo et al. 2011; Lindberg et al. 2013; Manshian et al. 2013; Monteiro-Riviere
et al. 2005; Srivastava et al. 2011).

Wie in vielen neuen Studien berichtet wird, sind die Rigiditdt und die gerade Na-
delform mafigeblich fiir die pathogene Wirkung von CNT. Steife und geradlinige
MWCNT (,long needle like“, Durchmesser 8—15 nm, Lange 10-50 pm) konnen
anders als flexible MWCNT (,,long tangled”, Durchmesser > 50 nm, Lange ca. 13 pm)
aufgrund ihrer Rigiditat und Nadelform Zell- und DNA-Schidden hervorrufen. Diese
Effekte werden in weiblichen C57Bl/6-Méusen nach Inhalation und auch nach pha-
ryngealer Applikation in den Lungenzellen und Zellen aus der Bronchiallavage fest-
gestellt (FIOH 2013). Bei Méusen, denen verschiedene MWCNT (unterschiedlicher
Langen: 1-2 pum gerade, 1-5 um verknéuelt, 36 pm gerade) durch Aspiration ap-
pliziert worden sind, wird eine von der Faserldnge abhiangige Wirkung auf das Lun-
gengewebe festgestellt (Murphy et al. 2013). Nur lange Fasern bewirken eine akute
neutrophile Entziindung, die mittels bronchoalveolarer und pleuraler Lavage nach-
weisbar ist. Zudem tritt eine zunehmende Verdickung der Alveolarsepten und La-
sionen entlang der parietalen Pleura auf. Nach i.p.-Applikation bei der Ratte wird
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berichtet, dass verschiedene geradlinige CNT auch im Vergleich zu Krokydolith
eine starke Mesotheliom-induzierende Wirkung zeigen (Rittinghausen et al. 2014).

Durch die Interaktion von Fasern wie Asbest und Kohlenstoff-Nanor6hrchen
(Nagai und Toyokuni 2012) mit den Mesothel- und Epithelzellen werden sowohl das
umliegende Gewebe geschidigt als auch Faser-induzierte Lungenerkrankungen und
Pleuraschédden hervorgerufen. Die Aufnahme der Fasern in die Zellen ist nach Nagai
und Toyokuni (2012) ein wichtiger Schritt in der Kanzerogenese.

2.3.4 Chronische Entziindung

Allgemein kann eine chronische Entziindung zur Initiation, Promotion und Pro-
gression von Tumoren fithren (de Visser et al. 2005). Die chronische Entziindung
wird als treibender Prozess fiir weitere pathophysiologische Zell- und Gewebever-
anderungen der Lunge angesehen (IARC 2002; ILSI 2005; NTP 2010). Die Schédi-
gung der Epithelzellen fithrt zu Hyperplasie und Hypertrophie und gelegentlich zu
Tumorentstehung (Driscoll et al.1995; Mossman und Churg 1998; Oberdorster und
Lehnert 1991; Saffiotti 1998; Tsuda et al. 1997). Chronische Entziindung der Lunge
ist assoziert mit der Freisetzung von Mediatoren wie Cytokinen (Interleukinl (IL-1),
Tumornekrosefaktor a (TNFa)), Chemokinen (IL-8), Makrophagen-inflammatori-
schem Protein (MIP), Wachstumsfaktoren (PDGF, EGF, IGF, FGF) und Arachidon-
sauremetaboliten (Prostaglandin E,, Leukotrien B,). Experimentelle Daten in vivo
zeigen, dass Glaswolle, Steinwolle, Schlackenwolle und Keramikfasern sowohl die
Freisetzung des Tumornekrosefaktors o als auch eine Erh6hung von TGE-f sowie
die Zunahme der BAL-Parameter (PMN Einstromen von neutrophilen Granulozy-
ten, Freisetzung von Lactat-Dehydrogenase und Proteinen) induzieren konnen
(Bermudez et al. 2003; Creutzenberg et al. 1997; IARC 2002; Morimoto et al. 1999,
2001; NTP 2010; Schiirkes et al. 2004). Auch Kohlenstoff-Nanorohrchen induzieren
chronische Entziindung bei den exponierten Tieren (Poland et al. 2008). Nach intra-
trachealer Applikation verursachen MWCNT bei Ratten und Méusen starke ent-
ziindliche Reaktionen in der Lunge (Kato et al. 2013; Porter et al. 2010).

Chronische Entziindung spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Fibrose.
In experimentellen Studien mit Nagetieren entwickelt sich der Lungenkrebs fast
immer als Folge einer chronischen Entziindung und Fibrose der Lunge. Eine direkte
Beziehung zwischen Lungenkrebs und Fibrose ist jedoch noch nicht klar nachgewie-
sen (Kane 1996). Gleichwohl ist eine Beziehung zwischen chronischer Entziindung,
Fibrose und Krebs biologisch plausibel (NTP 2010).

2.3.5 Genotoxische Effekte

Wie in Abschnitt 2.3.2 erwdhnt, konnen sowohl Asbestfasern als auch synthetische
Mineralfasern durch Freisetzung von ROS und RNS DNA-Schiden verursachen.
Falls diese durch entsprechende Reparatur nicht riickgingig gemacht werden,
kommt es zu bleibenden genetischen Verdnderungen. Im Einzelnen handelt es sich
um ein Spektrum chemisch modifizierter DNA-Basen, um DNA-Briiche, Aneuploi-
die und DNA-Quervernetzungen.
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Die DNA-Veranderungen durch Fasern lassen sich entsprechend ihrer Auslosung
folgendermafien differenzieren:

« Es kann eine direkte mechanische Wechselwirkung mit dem Spindelapparat oder
dem Zytoskelett der Zelle auftreten, wobei es zum Verlust von Chromosomen oder
Fehlsegregationen kommt. So ist, jedenfalls bei In-vitro-Inkubation von Sduger-
zellen mit langen Fasern, die Entstehung von aneuploiden, polyploiden, bi- und
mehrkernigen Zellen beschrieben worden (Dopp und Schiffmann 1998). In vivo
sind diese storenden Interaktionen jedoch bislang noch nicht beobachtet worden.

« Fasern, die aufgrund der Reaktivitit ihrer Oberfliche, d.h. insbesondere durch

ihren Gehalt an katalytisch aktiven Ubergangsmetallen, Sauerstoff zu aktivieren

vermogen oder das Enzym iNO-Synthase induzieren konnen, setzen die DNA-
schidigenden Intermediate ROS bzw. RNS innerhalb der Zielzellen frei, z.B. in

Bronchialepithelzellen und Mesothelzellen. Auch auf diese Weise konnen vielfaltig

modifizierte DNA-Basen sowie Desoxyribose-Fragmente in den DNA-Strangen

entstehen (Cavallo et al. 2004; Elias et al. 2002; IARC 2002, 2006; Jaurand 1996;

NTP 2010). Solche Effekte sind auch von Asbestfasern bekannt. Die Wirkstarke

der synthetischen Mineralfasern ist jedoch geringer (Jaurand 1996; Mossman

2008; Nguea et al. 2008). Hinzu kommt, dass die freigesetzten ROS und RNS

gleichzeitig Tumorsuppressor-Gene wie p53, die an der DNA-Reparatur beteiligt

sind, inaktivieren (Ohshima et al. 2006; Pacher et al. 2007), den DNA-Replikations-
apparat jedoch stimulieren (Mossman et al. 2013), sodass zunéchst noch reparable

DNA-Verinderungen genetisch festgeschrieben werden. Die Anregung von Zell-

membran-Rezeptoren, u.a. die des epidermalen Wachstumsfaktors oder des Tu-

mornekrose-Faktors a, durch die o.g. Oxidantien sind fiir die gesteigerte Zellpro-

liferation verantwortlich (Mossman et al. 2013).

Den wesentlichen Beitrag zu DNA-Verénderungen in Bronchial- und Alveolarepi-

thelien sowie in Mesothelzellen leistet jedoch die durch synthetische Fasern aus-

geloste Entziindung. Diese wird hauptsichlich durch Phagozyten herbeigefiihrt,
die sich an Orten der Faserablagerung anhiufen und beim Versuch, die Fasern ab-
zutransportieren oder lokal abzubauen, massiv ROS und RNS freisetzen. Auf diese

Weise werden die oben beschriebenen oxidativen DNA-Verénderungen in den

benachbarten Zellen (,Zielzellen“) nicht nur um ein Vielfaches gesteigert, es

kommt auch zu neuen Arten von DNA-Schiddigungen, da Phagozyten reichlich
hochreaktive NO-Intermediate bilden. Nukleobasen werden nitriert und des-
aminiert, Einzel- und Doppelstrang-DNA-Briiche durchgefiihrt, die insgesamt das

Spektrum der Schiddigungen erweitern und auch epigenetische Folgen nach sich

ziehen (Akuta et al. 2006; Sawa und Ohshima 2006). So greift die RNA-vermittelte

Desaminierung von 5-Methylcytosin zu Thymin in den CpG-Inseln der Promotor-

regionen der Gene unmittelbar in die epigenetische Genregulation ein. Es ist be-

kannt, dass aufgrund der chemischen Agressivitit von Peroxynitrit, dessen Bildung
aus O, und NO sehr schnell erfolgt, auch Schliisselproteine der DNA-Reparatur

(Jones et al. 2009) und der Zellproliferationskontrolle (Hussain et al. 2003) ange-

griffen werden. Die Folgen duflern sich in genetischen und chromosomalen Ver-

anderungen, die zur Kanzerogenitit beitragen. Allerdings ist dieser Ablauf in sei-
ner Gesamtheit experimentell mit synthetischen Fasern noch nicht nachgewiesen
worden.
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Es gibt nur wenige In-vivo-Untersuchungen zu den genetischen Effekten der syn-
thetischen Mineralfasern (Kato et al. 2013; Osgood 1994; Schiirkes et al. 2004;
Topinka et al. 2006 a, b). Diese beweisen, dass es qualitative und quantitative Unter-
schiede zwischen den verschiedenen synthetischen Mineralfasern gibt. Das wird im
Detail bei der Bewertung der jeweiligen Faser beschrieben.

Es bleibt festzuhalten, dass sich Hinweise auf genetische Effekte von synthetischen
Mineralfasern hauptséchlich aus den In-vitro-Studien ergeben. Die meisten dieser
Untersuchungen weisen jedoch aus heutiger Sicht methodische Mingel auf, und
sind bislang in vivo nicht verifiziert worden.

Zusammenfassend konnen genotoxische Wirkungen bestimmter synthetischer
Mineralfasern nicht eindeutig ausgeschlossen werden. Die derzeitige Datenlage
spricht jedoch dafiir, dass die direkte Gentoxizitit der Fasern von eher untergeord-
neter Bedeutung und hauptsichlich vom oxidativen Status der Zellen abhéngig ist
und die daraus resultierenden Wirkungen parallel zu den entziindlichen Prozessen
ablaufen.

2.3.6 Aktivierung von Signalwegen

Es sind zahlreiche mechanistische Untersuchungen der Faserwirkung publiziert
worden, die Einzelheiten der Signalwege in lungentypischen Zellstimmen beschrei-
ben. Solche Analysen sind bislang mit Asbest und Quarz an Phagozyten, Bronchial-
und Alveolarepithelzellen durchgefithrt worden (Albrecht et al. 2004; Castranova
2004; Fubini und Hubbard 2003; Mossman et al. 2006; Mossman und Glenn 2011;
Ramos-Nino et al. 2003; s. Abbildung 6). In Makrophagen gleichen die Signalkaska-
den, die durch kiinstliche Mineralfasern angeregt werden, weitgehend denen, die
durch Quarz stimuliert werden. Es gibt jedoch Hinweise, dass kiinstliche Mineralfa-
sern auch bei Lungenepithelzellen und Mesothelzellen oxidativen Stress und Prolife-
rationssignale auslosen, sofern diese Fasern bestimmte Wechselwirkungen ausiiben,
die im Einzelfall zu priifen sind (Cullen et al. 1997). Zu diesen Wechselwirkungen
zéhlen: Bindung an die Zellmembran von Zielzellen, Bindung an spezielle Zellrezep-
toren, die Moglichkeit der Aufnahme in Zellen durch Endozytose (oder Phagozytose)
sowie die Fihigkeit, die Bildung von ROS und RNS im Inneren der Zellen anzuregen
(Cardinali et al. 2006).

Verschiedene Signalwege sind bekannt, denen gemeinsam ist, dass ihre Impulse in
die verstirkte Expression von Genen miinden, die wachstumsfordernde Prozesse
kontrollieren, wie Unterdriickung der Apoptose, Zellproliferation, Entziindung,
Tumorpromotion u.a.

Dabei handelt es sich um

« die direkte oder TNF-a-vermittelte Anregung des Redox-empfindlichen Transkrip-
tionsfaktors NF-kB, der die Bildung und Freisetzung von Zytokinen (entziindungs-
fordernden Interleukinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren) induziert. Diese
Anregung ist bei Exposition von epithelialen A549-Zellen gegen MMVF10, RCF-1-
und SiC-Fasern nachgewiesen (Brown et al. 1999, 2002; Schins und Donaldson
2000). NF-kB kann auch durch die ROS/RNS-stimulierte Proteinkinase B (AKT)
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Abb. 6 Wirkungsmechanismen der biopersistenten Fasern in Alveolarmakrophagen u. Lungen-
epithelzellen (adaptiert entsprechend Mossman und Glenn 2013)

Bezeichnungen auf Englisch gema Human Genome Nomenclature und Universal Protein Re-
source. MARCO: macrophage receptor with collagenous structure; SOD: superoxide dismu-
tase; IKKa: inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha; IKKB: inhibitor of nuclear
factor kappa-B kinase subunit beta; PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase; ERK1/2: MAPK1/3/2;
p38: MAPK14 (JUN1/2, stress-induced kinases); AKT: protein kinase B; TNF-a: tumor necrosis
factor a; AP-1: activator protein, transcription factor; SRC kinases: non-receptor tyrosine ki-

nases; MIP-2a: macrophage inflammatory protein 2a
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Abb. 7 Die durch Asbest/Oxidantien induzierten MAPK-Signaltransduktionswege in Sdugerzel-
len (Ramos-Nino et al. 2002; modifiziert)

MAP-Signaltransduktionswege in Sdugerzellen MAPKK1/2/3/4/6/7: ,dual specificity mito-
gen-activated protein kinase kinases 1/2/3/4/6/7/mitogen-activated protein kinase kinase”.
MAPK1/2/3:,mitogen-activated protein kinases 1/2/3 = ERK1/2" (ERK: ,extracellular signal-reg-
ulated kinases”; sind hauptsachlich bei wachstumsférdernden Prozessen, auch solchen, die
durch Asbest oder H,0, ausgel6st werden, aktiviert). MAPK14 (auch MAP kinase p38 a-8) und
MAPK8/9 (auch JNK1/2:,,c-JUN-N-terminal kinases 1/2/3") werden durch extrazelluldren Stress
(z.B. UV-Licht, Hungersignale, osmotische Veranderungen, oxidativen Stress) und proinflam-
matorische Cytokine aktiviert.

freigesetzt oder durch Phosphatidylinositol-3-Kinase phosphoryliert, d. h. aktiviert
werden (s. Abbildung 6 und 7).

« die vielstufige Stimulierung der Stress-Kinasen (ERK1/2; p38; INK1/2), die ihrer-
seits tiber die Aktivierung entsprechender Transkriptionsfaktoren (JUN, FOS,
FRA1, d.h. AP-1) die Zielgene der Zellproliferation zur Expression treiben (u.a.
das Gen des Cyclins D1, das den Zellzyklus anst6f3t). Dieser Signalweg kann auf
verschiedene Weise angeregt werden, durch Wechselwirkung von Faserstiduben,
entweder mit der Zellmembran selbst oder unter Zwischenschaltung von Zell-
oberflichen-Rezeptoren (z.B. Integrinen, EGF-Rezeptor). Auch Proteinkinase C
kann am Anfang des Signalweges stehen.

« die Aktivierung der Proteinkinase B (AKT). Diese unterdriickt die Apoptose, in-
dem sie proapoptotische Proteine (z.B. BAD, Caspase 9) hemmt, auf diese Weise
das antiapoptotische System aktiviert und gleichzeitig die DNA-Reparatur stimu-
liert (Roos et al. 2016). Somit gewinnen ROS/RNS-geschidigte mutierte Zellen die
Maoglichkeit zu proliferieren.
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2.3.7 Zytotoxizitat und Proliferation von Zielzellen

Zellproliferation wird u.a. durch Gewebeschiden (Zytotoxizitat) ausgelost. Nach
Inhalation induzieren synthetische Mineralfasern die Zellproliferation in den termi-
nalen Bereichen der Atemwege (Brown et al. 2002). In vitro ist gezeigt worden, dass
die Zytotoxizitdt der Fasern hauptsichlich von ihrer Lange abhéngig ist (NTP 2010).

2.3.8 Epigenetische Effekte

Aus der Stimulierung der Myeloperoxidase resultieren ROS und Chlor-Radikale, die
Cytosin-Basen der DNA in Position 5 mit OH-Gruppen oder Chlor-Gruppen sub-
stituieren. Diese sind als biologische Mechanismen identifiziert worden, die bei
chronischer Entziindung zu umfangreichen epigenetischen Verianderungen (u.a.
»gene silencing” von Tumorsuppressorgenen) und somit zur Entwicklung von Krebs
fithren kénnen (Andujar et al. 2007; Valinluck und Sowers 2007; s. Anhang).

3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Kinetik
3.1.1 Deposition

In zahlreichen Publikationen und in Ubersichtsartikeln wurden die Prinzipien der
Faserdeposition anorganischer Fasern beschrieben (u.a. Asgharian und Yu 1988;
Bernstein et al. 2005; IARC 2002). Ein wichtiger Faktor fiir das Depositionsverhalten
von Fasern ist der aerodynamische Durchmesser, welcher im Wesentlichen durch
den Faserdurchmesser, aber auch durch die Orientierung in der Stromungsrichtung
bestimmt wird. Weitere Faktoren sind physikalische Fasercharakteristika, anatomi-
sche und physiologische Parameter der oberen und unteren Atemwege bis hin zur
Pleura sowie die Fraktion der deponierten Fasern, deren Clearance und Translokati-
on (Dai und Yu 1998).

Die Faserdeposition an den Oberflichen des Respirationstraktes erfolgt aufgrund
einer Sedimentation, einer Impaktierung oder einer Interzeption, deren Effizienz
mit der Faserliange korreliert. Generell kann nach einer Exposition gegen Partikel
die lokale Konzentration an anatomischen Strukturen, wie etwa den Bifurkationen
der Bronchien, erhoht sein, weshalb Entziindungen und Gewebeschiden bis hin zu
Tumoren vornehmlich an diesen Stellen auftreten (Begriindung ,Allgemeiner
Staubgrenzwert (A-Fraktion) (Granuldre biobestindige Stdube (GBS)“ 2012). Je
nach Spezies und deren anatomischen Gegebenheiten gibt es aber Unterschiede in
der alveoldren Deposition von inhalierten Partikeln und Fasern. Dies muss bei der
Ubertragung von Ergebnissen aus tierexperimentellen Inhalationsstudien auf den
Menschen beriicksichtigt werden (IARC 2002). Wihrend Fasern mit einem aerody-
namischen Durchmesser > 3,5 pm nur noch mit einer sehr geringen Wahrschein-
lichkeit in den Alveolarbereich von Ratten und Hamstern gelangen konnen, ist dies
fiir Fasern dieser Geometrie beim Menschen aufgrund der grofSeren Atemwege eher
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moglich (Dai und Yu 1998). Inhalationsstudien mit Ratten und Miusen ergeben,
dass eine Faserdeposition in diesen Tieren vornehmlich auf den ersten Alveolar-
gang-Bifurkationen stattfindet (Brody und Roe 1983; IARC 2002; Warheit et al.
1988). Aus anderen Studien geht hervor, dass 50 % aller Fasern mit einem aerodyna-
mischen Durchmesser von < 0,1 pm in den Alveolarbereich der Ratten gelangen und
ausgeschieden werden (Bernstein et al. 2005). Aufgrund der Anatomie (Grofle der
Nase und Gestalt der Nasenmuscheln) und Physiologie (Nasen-/Mundatmer) wer-
den im Vergleich zur Ratte beim Menschen quantitativ mehr und grofiere Fasern in
der Lunge im Alveolarbereich ausgeschieden. Ein Vergleich der Faserdeposition von
Mensch und Hamster zeigt, dass auch die Faserlinge eine wichtige Rolle spielt (Fa-
serlinge 3—5 pum: dhnliche Depositionsfraktionen f},; Faserlinge > 15 pm: f,Mensch
> fobHamster) (Dai und Yu 1998).

Die retinierte Dosis inhalierter Partikel ist generell bestimmt durch die deponierte
Dosis, abziiglich des durch Clearance eliminierten Anteils (Bernstein et al. 2005),
und wird in der Regel tierexperimentell durch Messungen der in der Lunge vor-
handenen Fasern zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Persistente Fasern liegen
aufgrund der gehemmten Clearance lokal fiir einen langen Zeitraum in sehr hohen
Dosen vor. Dort konnen sie auch ohne reaktive Oberfldche oder Anwesenheit toxi-
scher Elemente, wie Bor, durch eine chronische Entziindung ein Tumor-induzieren-
des Potenzial aufweisen.

Befunde zu nanoskaligen Fasern

In Untersuchungen von Silber-Nanodréhten (,silver nano wires* AgNW), Lange
4 um, werden nach Injektion in die Pleura von Méusen pathogene Effekte beobach-
tet (Schinwald et al. 2012 a). Die Deposition von CNT in der Lunge ist abhéngig von
deren Form (gekriimmt, verkndult oder langgestreckt) sowie dem Auftreten als ein-
zelne Faser oder als Agglomerat (Maynard et al. 2004; Shvedova et al. 2005). Als Ag-
glomerate werden sie wahrscheinlich je nach aerodynamischem Durchmesser ana-
log zu granuldren Partikeln in der Lunge abgelagert. Langgestreckte einzelne CNT
konnen wie Mineralfasern bis in die untersten Lungenbereiche gelangen, die visze-
rale Pleura durchdringen und den Pleuraspalt erreichen (Donaldson et al. 2006). Die
Rigiditét spielt fiir die Deposition, aber auch fiir Clearance, Translokation und
schliefllich auch fiir die Wirkung eine wichtige Rolle (Nagai et al. 2011).

3.1.2 Clearance

Entsprechend dem jeweiligen Lungenabschnitt werden faserférmige Partikel iber die
verschiedenen Clearance-Mechanismen abtransportiert ( Begriindung ,Allgemeiner
Staubgrenzwert A-Fraktion (Granulédre biobestédndige Staube (GBS)“~ 2012; Begriin-
dung ,Allgemeiner Staubgrenzwert“ 1997). Alle diese Clearanceprozesse beeinflussen
die Biopersistenz einer Faser (IARC 2002). Biopersistenz umfasst die Biobestandigkeit
einer Faser tiber die Zeit sowie deren Clearance. Die Biobestdandigkeit beschreibt da-
gegen die Moglichkeit der Zersetzung und des Auflosens oder der Loslichkeit einer
Faser (NTP 2010). Folgende Clearance-Mechanismen tragen zur Elimination aus der
Lunge bei:
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Physiologische Prozesse:

» Mukozilidre Clearance aus Nase und tracheobronchialem Bereich

« Abtransport durch alveoldre Makrophagen (eingeschrankt fiir Fasern, deren Lange
den Makrophagendurchmesser iiberschreitet)

« Interstitielle Translokation

» Lymphatische Clearance (eingeschrinkt fiir Fasern langer als ca. 5 pm)

Physikochemische Prozesse:

« Faserauslaugung oberflachlicher Komponenten
« Auflosung von Fasern

« Brechen und damit Verkiirzung von Fasern.

Im nasalen und tracheobronchialen Bereich der Atemwege werden Partikel und
Fasern tiber die mukozilidre Clearance abtransportiert (Lippmann et al. 1980). Im
Alveolarbereich konnen kurze Fasern von Makrophagen phagozytiert und abtrans-
portiert werden oder in das Interstitium penetrieren und zu den Lymphknoten
transportiert werden (Warheit und Gavett 1993).

Die Clearance erfolgt im Alveolarbereich langsamer als in den oberen Atemwegs-
bereichen (IARC 2002; Pinkerton et al. 1993).

Die Faserlidnge ist ein limitierender Faktor der Makrophagen-vermittelten und
auch der lymphatischen Clearance. Fasern, deren Linge den Durchmesser eines
Alveolarmakrophagen tiberschreiten, sind nicht oder nur unvollstindig phagozy-
tierbar (,frustated phagocytosis“) (Dorger et al. 2000, 2001; Hamilton et al. 2009; Ji
etal. 2012; Murphy et al. 2012, 2013; Ye et al. 1999). In einer Studie mit Médusen wird
berichtet, dass peritoneale Makrophagen langgestreckte Fasern (Amosite, MWCNT)
einer Linge > 15 um nicht mehr phagozytieren konnen (Poland et al. 2008). Diese
Befunde wurden in einer Studie mit Médusen bestatigt, welche gegen AgN'W expo-
niert waren. Alveoldre Makrophagen phagozytieren Fasern mit einer Lange > 14 um
nicht mehr, eine akute pulmonale Entziindungsreaktion wird ausgeldst (Schinwald
und Donaldson 2012). Eine Faserliange von >14 pum kann somit als kritische Faser-
lange fiir das Auftreten einer ,frustranen Phagozytose” in Méusen angesehen wer-
den. Mit Alveolar- und Peritonealmakrophagen von Ratten und Hamstern, die ge-
gen die Mineralfasern MMVF10 (Glasswollfasern, mediane Faserlinge ~ 16 pm)
und MMVF21 (Steinwollfasern, mediane Faserlinge ~ 19 um) exponiert waren,
wurde in vitro eine ,Frustrated Phagocytosis” beobachtet (Dorger et al. 2000, 2001).
Beziiglich der Grof3e der Makrophagen gibt es speziesspezifische Unterschiede. Der
Durchmesser der alveoldren Makrophagen der Ratten wird in der Literatur mit 10,5
bis 13 um und der Durchmesser der alveoldren Makrophagen des Menschen mit 14
bis 21 pm angegeben (ATSDR 2004; Crapo et al. 1983; IARC 2002; Krombach et al.
1997; Lum et al. 1983; Sebring und Lehnert 1992; Stone et al. 1992).

Vor einem moglichen Makrophagen-vermittelten Abtransport von langen Fasern
miissen diese erst zerkleinert werden, ehe sie von Makrophagen aufgenommen wer-
den konnen. Kiirzere Fasern konnen dagegen gleich von den Makrophagen phago-
zytiert werden. Beim Vorliegen von persistenten langen Fasern ist die Elimination
somit um ein Vielfaches langsamer als bei kiirzeren Fasern. Losliche lange Fasern
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kénnen dagegen an Stellen lokaler Korrosion zerbrechen und anschlieflend abtrans-
portiert werden (Bernstein 2007 a, b; Hammad et al. 1988). In unterschiedlichen
Studien ist gezeigt worden, dass nach einer bestimmten Zeit vornehmlich kurze bio-
l6sliche Fasern vorhanden waren.

Es ist bekannt, dass Fasern und granuldre Partikel in den Pleuraspalt und in den
Peritonealraum vordringen konnen. Der Abtransport findet iiber die parietalen lym-
phatischen Stomata statt (Donaldson et al. 2010; IARC 2009; Nagai und Toyokuni
2012). Nach Applikation von Silber-Nanodrihten unterschiedlicher Lange in den
Pleuraspalt von Méusen ist das Ausmafd der Entziindungsreaktion untersucht wor-
den (Schinwald et al. 2012 a). Als kritische Grenze fiir den Abtransport der Fasern
durch die Stomata der Pleura und des Peritoneums ist eine Lange von 5 pm ermittelt
worden (Schinwald et al. 2012 b; Schinwald und Donaldson 2012).

Die physikochemischen Prozesse konnen in einem gewissen Mafle in In-vitro-Sys-
temen nachgebildet und bestimmt werden. Die transversale Fragmentierung (As-
bestfasern fragmentieren mit der Hauptachse) zeigte sich in vitro (Bauer 1998). Die
in vivo stattfindenen physiologischen Clearanceprozesse sind speziesabhingig und
kénnen in vitro nicht dargestellt werden (IARC 2002).

3.1.3 Translokation

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die mogliche Interaktion der Fasern mit den Lun-
genepithelzellen, das anschlieffende Eindringen in das Interstitium und die mogli-
che Translokation in die Pleura, das Peritoneum oder entferntere Bereiche.

Der aktive und passive Transport sowie die Translokationswege, ausgehend von
der Lunge, sind bisher nicht in allen Einzelheiten bekannt. Eine unvollstindige bzw.
verhinderte Phagozytose von persistenten Fasern kann dazu fithren, dass diese fa-
serformigen Partikel mit Alveolarzellen interagieren und mithilfe des Druckgradien-
ten durch die Pleuramembranen ins Interstitium transloziert werden. In der Pleura
koénnen Fasern durch direkte und indirekte Interaktionen mit den pleuralen Zellen
Erkrankungen hervorrufen (Broaddus et al. 2011). Wie Proteine, Zellen und Fliissig-
keiten werden auch korperfremde Partikel vom Pleuraraum durch lymphatische
Stomata abtransportiert, welche sich zwischen den Mesothelzellen der parietalen
Pleura 6ffnen (Broaddus et al. 2011). Lymphatische Stomata weisen einen Durch-
messer von 2 bis 12 um auf (Donaldson et al. 2013; Li 1993; Li und Li 2003, 2004;
Shinohara 1997). Die Stomata befinden sich insbesondere im kaudalen Bereich des
Pleura-/Diaphragmabereiches (= Abflussbereich der Lymphe). Der Zustand der
Lunge (z.B. Entziindungszustand) verédndert zudem den Lymphfluss und somit auch
den Abtransport der Fasern in der Pleura mafigeblich. Fasern, die aufgrund ihrer
Grofle und Starrheit die Stomata nicht passieren konnen, lagern sich um die Ein-
ginge zum lymphatischen System an und verschlieflen diese.

Es wird angenommen, dass biopersistente Fasern eher in das Interstitium und in
den Pleuraspalt eindringen, wo sie Entziindungen verursachen konnen, als 16sliche
Fasern. Losliche Fasern bleiben hingegen nur wenige Tage an einem Ort, wodurch
die entsprechende lokale Dosis um ein Vielfaches geringer ist. Solche Fasern, die
zudem aufgrund ihrer Zusammensetzung toxikologisch weitestgehend unwirksam
sind, konnen somit kaum kanzerogen wirksam sein (Oberdérster 2002).
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Dabher ist die Faserpersistenz und -geometrie fiir das pathogene Potenzial und da-
mit fiir die Kanzerogenese mafigeblich (Coin et al. 1992; Goodglick und Kane 1990;
Lippmann 1990; McClellan und Hesterberg 1994; Stanton et al. 1981; WHO 1988).

Fiir Fasern, wie fiir Silber- und Nickelnanodrihte sowie fiir MWCNT, ist gezeigt
worden, dass eine Faserlinge von 5 bis 8 um als kritisch anzusehen ist, da solche
Fasern zu lang und nicht gentigend flexibel sind, um durch die Stomata in das
Lymphabflusssystem bei der Maus zu gelangen. Derartige Fasern bleiben stattdessen
an den mesothelialen Wandungen héngen (Schinwald et al. 2012 a). Fasern, welche
die Stomata passieren, gelangen entlang der lymphatischen Kanile schliefSlich zu
den regionalen Lymphknoten (Oberdérster 1988; IARC 2002). Bei der Untersuchung
des Translokationsverhaltens von biopersistenten Fasern mit nanoskaligem Durch-
messer ist beobachtet worden, dass die Fasern nach einer gewissen Latenzzeit von
einer EiweifShiille umschlossen sind. Zudem bilden sich lokale Fasernester, wodurch
die Clearance durch phagozytierende Zellen stark behindert ist (Schinwald et al.
2012 a). In einer Studie mit Ratten, denen durch ,intrapulmonary spraying” (von den
Autoren eigens entwickelte Technik) MWCNT appliziert worden sind, zeigt sich,
dass diese Fasern von der Lunge in den Pleuraspalt translozieren und eine Entziin-
dung im Pleuraspalt sowie eine hyperplastische viszerale mesotheliale Proliferation
induzieren (Xu et al. 2012). Die Fasern sind vor allem in den alveoldren Makropha-
gen und in den Alveolen der fokal granulomatosen Lisionen lokalisiert. Zudem
werden sie in mediastinalen Lymphknoten, in Lebersinusoid-Zellen, in den Wanden
der Blutgefifle, in Gehirnzellen und in renalen Tubuluszellen gefunden. Allerdings
penetrieren nur sehr wenige der Fasern die viszerale Pleura direkt, und in der parie-
talen Pleura sind keine Fasern nachweisbar. Daher wurde der lymphatische Fluss
von den Autoren als moglicher Translokationsweg postuliert.

In einer Inhalationsstudie mit Miusen, denen gerade langgestreckte MWCNT
(Lange 100 nm—10 pm) appliziert worden sind, konnen bereits einen Tag nach der In-
halation Fasern in den Makrophagen, mesenchymalen Zellen und im Kollagen in der
subpleuralen Region beobachtet werden (Donaldson et al. 2010; Ryman-Rasmussen
et al. 2009).

3.2 Biopersistenz

Die Biopersistenz ist fiir die fibrotischen und kanzerogenen Wirkungen von Fasern
von entscheidender Bedeutung.

Biolosliche Fasern mit einer kurzen Halbwertszeit in den Lungen rufen kaum
Langzeiteffekte hervor (Oberdoérster 2002). Die Ermittlung eines ,Grenzwertes®, bei
dem eine Faser dauerhaft in der Lunge und in der Pleura vorliegt und somit als bio-
persistent gilt, konnte daher ein bedeutender Schritt zur Beurteilung des kanzeroge-
nen Potenzials darstellen. Biolgsliche Fasern, die keine toxikologisch relevanten Be-
standteile besitzen oder biologische Komponenten adsorbieren kénnen, kénnten
dann als nicht kanzerogen eingestuft werden (Oberdorster 2002). Die chemische
Zusammensetzung der Faseroberflichen sowie die Fasergeometrie bestimmen die
Loslichkeit mafigeblich (Bernstein et al. 2001, 2005; Bernstein 2007 a, b; Broaddus
et al. 2011; Fubini 1997; Mossman und Glenn 2011).
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Methoden zur Biopersistenzuntersuchung von Glas- und Steinwollfasern sind in
einem Regelwerk der Europédischen Gemeinschaft niedergelegt und werden etwa
seit dem Jahr 1998 bei der Zulassung angewendet (EU 1997). Die Bestimmung der
Biopersistenz erfolgt in der Regel nach inhalativer Applikation oder nach intratra-
chealer Instillation bei der Ratte. Zur Bestimmung der Biopersistenz konnen 5-Tage-
und 90-Tage-Inhalationsstudien mit Ratten herangezogen werden, bei denen die
Halbwertszeit der Fasern (> 20 pm oder > 5 um) in den Lungen ermittelt wird
(Bernstein et al. 1996, 2005). Bei dieser Testmethode ist es wesentlich, eine Ratten-
inhalierbare Faserfraktion einzusetzen, die in aufwédndigen aerodynamischen Ver-
fahren selektiert werden muss. Der mittlere geometrische Durchmesser der WHO-
Faserfraktion der Testfasern sollte bei 0,6 um und der entsprechende Wert der
Faserfraktion mit Fasern > 20 pm Lénge bei 0,8 um liegen. Nur durch Konventionen
beziiglich der vorgegebenen Faserdurchmesser lassen sich regulatorisch vergleich-
bare Informationen zur Faserpersistenz erhalten.

In einer anderen bewdhrten Methode werden Ratten Fasern in einer wissrigen
Suspension ein- bis zweimal an aufeinanderfolgenden Tagen intratracheal appliziert
und anschliefend wird die in der Lunge verbliebene Menge der Fasern, die langer als
5 pm und 20 pm sind, bestimmt (Muhle et al. 1994; Oberdorster 2002). Auch hier
werden die Fasern vor Versuchsbeginn einem aerodynamischen Sichtungsverfahren
unterworfen, um die Durchmesser von 0,6 pm bzw. 0,8 um fiir den Test zu erhalten.
Zudem ist es wichtig, die Morphologie der Fasern in der Lunge und in der Pleura
nach verschiedenen Zeitabschnitten (2, 14, 30 und 90 Tagen) zu untersuchen und
eventuelle Anderungen zu ermitteln, welche auf mégliche Lésungsvorginge hinwei-
sen. In einer 5-Tage-Inhalationsstudie mit Ratten sind die Halbwertszeiten und die
Biopersistenzen verschiedener Faserarten ermittelt worden (Hesterberg et al. 1998)
(Tabelle 2). Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Biopersistenz von etwa 60 ver-
schiedenen Glas- und Steinwollfasern ist bei Bellmann et al. (2010) erschienen.

Zusammenfassend ergibt sich folgende Reihenfolge zum Grad der Biopersistenz:
Krokydolith > Amosit > Aluminiumsilikat-, Spezialglasfasern (E-Glas, Glas Typ
475), Steinwolle (traditionelle Variante) > Glaswolle > Schlackenwolle > Steinwolle
(weiterentwickelte Variante) (Davis et al. 1996; Hesterberg et al. 1998).

Die Ergebnisse zeigen eine positive Korrelation zwischen ansteigender Biopersis-
tenz (Faserldnge > 20 pm) und positiven Tumorbefunden in der Lunge. Studien mit
Ratten, denen verschiedene Faser-Arten (Aluminiumsilikat-, Steinwoll-, Glaswoll-,
Schlackenwollfasern, Wollastonit, ,Bayerfasern” (biolosliche Mineralfasern, speziell
als Testfasern hergestellt), C-Glas, Steinwollfasern Typ G) intraperitoneal appliziert
worden sind (Adachi et al. 2001; Bernstein et al. 2001), zeigen ebenfalls eine Korre-
lation zwischen ansteigender Biopersistenz (mittlere Faserlinge 1,4-20 pm) und
positiven Tumorbefunden. Nach i. p.-Applikation an Ratten von definierten Faser-
anzahlkonzentrationen in Suspension kann festgestellt werden, ob Fasern ein kanze-
rogenes Potenzial haben und wie hoch die relative Wirkstarke ist. Granuldre Stidube
verursachen im Gegensatz zu bestimmten Faserarten keine Mesotheliome nach i. p.-
Applikation.

Inhalationsstudien mit kiinstlichen Mineralfasern an Ratten zeigen, dass das Ver-
mogen zur Induktion von Tumoren mit ansteigender Biopersistenz und dem Faser-
anteil iber 20 um zunimmt (Bernstein et al. 2001). Wie oben ausgefiihrt, dauert der
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Tab.2 Biopersistenz und In-vitro-Loslichkeit verschiedener langer Fasern (> 20 pm) in der Lunge
von Ratten (modifiziert nach Hesterberg et al. 1998; Valic 2012)

Faser Biopersistenz ~ In-vitro- Lungen-
[d]® Loslichkeitsrate erkrankungen
[ng/(h cm?)]® Fibrose Tumor
Asbest Krokydolith 817 <1 + +
Amosit 418 <1 + +
Chrysotil 0,3 —11,4¢
Glasfaser E-Glas 79 9 + +
Aluminiumsili- RCFla 55 3 + +
kat-Faser
Glasfaser Glas Typ 475 49 12 + +/ -1
Mineralwolle Steinwolle 67 20 + -
MMVF12
Glasfaser JM 901 14,5 300 - -
Certain Teed B 9 100 - -
Glas
Mineralwolle Schlackenwolle 9 400 - -
MMVF11
HT-Steinwolle 6 59 - -

2 Biopersistenz ermittelt als gewichtete Halbwertszeit der Fasern in Tagen, welche angibt, nach
wie vielen Tagen 50 % der Fasern aus der Lunge eliminiert sind

® In-vitro-Loslichkeitsrate bei pH = 7,4 (Eastes und Hadley 1994)

°Bernstein et al. 2004, 2011; in Abhéngigkeit des Materials sehr divergierende Angaben publiziert
d positiver Befund bei Hamstern, aber nicht bei Ratten

Abtransport langer, biobestidndiger Fasern wesentlich langer als der kurzer Fasern.
Da durch diesen Effekt bei langen Fasern eine wesentlich hohere lokale Dosis zu
erwarten ist (Dosis definiert als das Zeitintegral der lokalen Konzentration), ist da-
von auszugehen, dass dann auch das krebserzeugende Potential einer langen Faser
hoher ist als dasjenige vieler kurzer, die sich aneinander gereiht zur Lange der langen
Fasern addieren (IARC 2002). Gleichwohl muss darauf hingewiesen werden, dass
auch kurze Fasern ein kanzerogenes Potenzial aufweisen konnen und die Faserlinge
kein Ausschlusskriterium ist (Dodson et al. 1990, 2003).

Fir SWCNT ist eine gewisse Biodegradation nachgewiesen worden, wenn die
Oberfliache Carboxylsduregruppen enthélt (oxidierende Umgebung). CNT mit an-
derer Oberflichenfunktionalisierung zeigen diesen Effekt nicht (Allen et al. 2008;
Kagan et al. 2010; Liu et al. 2010). Die Oberflichenmodifikationen werden als ur-
sachlich fiir eine gewisse Bioldslichkeit von CNTs angesehen (Donaldson et al.
2013). Die Degradation von vier verschiedenen MWCNT ohne Oberflichenfunk-
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tionalisierung ist im Vergleich zu Amosit, Chrysotil und einer léslichen Glasfaser in
vitro in Gamble-Losung mit pH 4,5 {iber einen Zeitraum von bis zu 24 Wochen un-
tersucht worden (Osmond-McLeod et al. 2011). Nur eine der untersuchten MWCNT
zeigte nach 3 Wochen einen Masseverlust von 30 %; von der dritten bis zur 24. Wo-
che war kein weiterer Masseverlust erkennbar. Der Masseverlust war mit einem ver-
ringerten Anteil von langen CNT und einer geringen entziindlichen Wirkung nach
i. p.-Injektion bei der Maus verbunden. Die Autoren ordnen 20 % des Masseverlustes
der Messmethode (Filtern und Wiegen der suspendierten Proben) zu. Auch Kroky-
dolith hatte in dieser Studie einen Masseverlust von ca. 25 %.

Bedeutung der Kinetik fiir die Kanzerogenitiit in verschiedenen Spezies

Fir In-vivo-Untersuchungen werden hauptséchlich Ratten als Modell verwendet.
Hierbei ist zu bedenken, dass die Halbwertszeit biopersistenter Fasern hoher sein
kann als die Lebensdauer von Ratten und Hamstern, jedoch kiirzer als die Lebens-
dauer des Menschen (Berry 1999).

Die verschiedenen Spezies reagieren zudem unterschiedlich sensitiv. Aus der Li-
teratur geht hervor, dass die Sensitivitit gegeniiber Fasern in der Lunge folgender-
mafSen abnimmt: Mensch > Ratte > Hamster (Wardenbach et al. 2005; IARC 2002).
Hamster sind gegeniiber der Entstehung von malignen Pleuramesotheliomen hin-
gegen sensitiver als Ratten (IARC 2002). In einer subchronischen Inhalationsstudie
mit Hamstern, die gegen Aluminiumsilikatfasern (RCF-1) exponiert worden sind,
wird eine erhohte Inzidenz fiir maligne Pleuramesotheliome beobachtet. Dabei lie-
gen die Fasern stark transloziert vor und sammeln sich vor allem im Pleuraspalt an.
Hamster besitzen zudem eine erhohte Proliferation von Mesothelzellen im Ver-
gleich zu Ratten (Gelzleichter et al. 1999).

Weitere Unterschiede zwischen Ratten, Hamstern und Menschen sind die Ein-
atembarkeit von Fasern und die unterschiedliche Translokation, welche in Hams-
tern ausgeprégter erscheint (Dai und Yu 1998; Gelzleichter et al. 1999). Zudem ist
die viszerale Pleura bei Nagetieren diinner und besteht vorrangig aus einer Meso-
thelschicht und einer Untermembran, welche direkt auf den peripheren Alveolen
aufliegt. Die Untermembran ist ein schmales submesotheliales Gewebe und fithrt
keine pleuralen Blutgefifle. Daher verlduft die Translokation von Fasern aus der
Lunge in die Pleura bei Menschen und Nagern vermutlich unterschiedlich. Die
Lokalisierung, Akkumulation und auch die Wechselwirkungen der Fasern an der
parietalen Pleura scheinen jedoch gleich zu sein (Broaddus et al. 2011; Zocchi
2002).

4 Erfahrungen beim Menschen

In einem Ubersichtsartikel wird nur eine geringe Evidenz fiir einen Zusammenhang
zwischen der Exposition gegen synthetische Mineralfasern und der Diagnose eines
Mesotheliomes gefunden (Boffetta et al. 2014). Es ist darauf hinzuweisen, dass diese
Ubersichtsarbeit nicht die derzeitigen Qualititsanforderungen an ein methodisch
addquates systematisches Review erfiillt; u.a. fehlen eine systematische Literatur-
suche in mehreren elektronischen Datenbanken, eine dokumentierte unabhingige
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Doppelsichtung der gefundenen Literatur und eine standardisierte Qualitdtsbewer-
tung der beriicksichtigten Studien. Die Autoren der Ubersichtsarbeit weisen darauf
hin, dass in den einbezogenen Kohortenstudien insgesamt sechs Mesotheliom-Félle
zu finden sind, von denen drei allerdings nach einer Asbest-Koexposition aufgetre-
ten sind. Drei von vier identifizierten Fallkontrollstudien finden ein erhéhtes Meso-
theliom-Risiko bei Beschiftigten, die gegen synthetische Mineralfasern exponiert
gewesen sind. Allerdings weisen die Autoren darauf hin, dass eine Restwirkung
durch den Storfaktor Asbest die erhohten Risiken erkldren konnte.

Auch fiir Lungenkrebs findet sich auf der Grundlage bisher verdffentlichter Uber-
sichtsarbeiten (vgl. IARC 2002, 2009) kein eindeutiger Beleg fiir einen Zusammen-
hang mit der beruflichen Exposition gegen synthetische Mineralfasern. In einem
Review mit Metaanalyse wird ein statistisch signifikantes, aber nur gering erhéhtes
Lungenkrebsrisiko bei Exposition gegeniiber synthetischen Mineralfasern (Stein-
wolle und Glaswolle) gezeigt (Lipworth et al. 2009). Die Autoren weisen darauf hin,
dass die geringe Auspriagung der Risikoerh6hung, die fehlende Risikoerhéhung bei
Anwendern, das Fehlen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung, eine wahrscheinliche
Unsicherheit der Expositions-Erfassung und der Einfluss der Storfaktoren Rauchen
und Asbestexposition nicht auf eine krebserzeugende Wirkung von synthetischen
Mineralfasern schliefen lassen.

Bisherige negative epidemiologische Befunde sind aus folgenden Griinden zuriick-
haltend zu interpretieren: Zum einen sind die Expositionen in den bisherigen Studi-
en deutlich geringer als in positiven epidemiologischen Studien zu Asbest. Des
Weiteren sind die Beobachtungszeiten der bisherigen epidemiologischen Studien
tiber synthetische Mineralfasern teilweise zu kurz, als dass sich bei einer anzuneh-
menden, vergleichbar langen Latenzzeit wie nach Asbestexposition derzeit bereits
gesicherte Aussagen treffen lieflen. Schliefilich ist eine Betrachtung der syntheti-
schen Mineralfasern als Gesamtgruppe aufgrund stoffspezifischer Wirkunterschie-
de eingeschrinkt aussagefihig. Auf die stoffspezifischen epidemiologischen Er-
kenntnisse wird in den Einzelbewertungen der Fasern eingegangen.

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

Tierexperimentelle Studien und In-vitro-Untersuchungen und deren Ergebnisse
werden in den Einzelbewertungen der Fasern aufgefiihrt und diskutiert.

6 Zusammenfassende Betrachtung

Die Geometrie der Fasern beeinflusst die intrapulmonale Deposition, die Trans-
lokation und die Clearance, insbesondere Aufnahme durch phagozytierende Zellen.
Form und chemische Zusammensetzung der Fasern beeinflussen ihren Abbau sowie
die Wechselwirkung mit Biomolekiilen und Zellmembranen und spielen eine wich-
tige Rolle in der Faserpathogenitit.

Obwohl dem Organismus bei Exposition gegen Fasern die gleiche Palette biologi-
scher Abwehrmechanismen zur Verfiigung steht wie bei den granuléren biobestén-
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digen Partikeln, unterscheidet sich die gesundheitsschidliche Wirkung der beiden
Partikelformen besonders an der Pleura. So wird die Dosis-Wirkungsbeziehung
wesentlich durch Unterschiede im Depositionsverhalten und der Eliminationskine-
tik beeinflusst. Indes spielen auch Besonderheiten der Faserform, ihrer Oberfld-
chenreaktivitidt und ihrer chemischen Zusammensetzung eine Rolle und haben so-
mit Konsequenzen fiir die Einstufung und fiir die Grenzwertsetzung.

Kanzerogene Wirkung

In einer Vielzahl epidemiologischer Studien ist nachgewiesen worden, dass die inha-
lative Exposition gegen Faserstiube von Asbest und Erionit Lungen-, Kehlkopf- und
Opvarialtumoren beim Menschen sowie Mesotheliome der Pleura und in einigen Fl-
len des Peritoneums und des Perikards verursachen (IARC 2009; N'TP 2010). Diese
Wirkung ist auch im Tierexperiment bestétigt worden. Bei Nagetieren induzieren da-
riiber hinaus auch bestimmte synthetische Fasern maligne Lungentumoren und Me-
sotheliome. Nach heutigem Kenntnisstand werden diese Tumortypen jedoch beim
Menschen nicht beobachtet. Einer der Griinde konnte sein, dass die erforderliche
Latenzzeit noch nicht erreicht ist; des Weiteren waren die Expositionen in den bishe-
rigen Studien deutlich geringer als in positiven epidemiologischen Studien zu Asbest.

Die Bewertung der vorliegenden Daten ergibt, dass die Tumorentstehung in der
Lunge und, bei schlechterer experimenteller Datenlage, auch an den serésen Hauten
(Pleura, Peritoneum, Perikard) hauptséchlich eine Folge entziindungsbedingter Vor-
ginge ist. Bei Einschriankung der Faserclearance werden Makrophagen, Alveolar-
zellen und Mesothelzellen zur verstirkten Freisetzung entziindungsférdernder Cy-
tokine und Wachstumsfaktoren veranlasst, mit der Folge einer chronischen
Entziindung und Zellproliferation. Dies gilt auch bei einer fokalen Einwirkung von
Fasern, wobei lokale Entziindung und Zellproliferation auftreten. Die Generierung
von Radikalen, reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies sowie Chlorradikalen,
fihrt dabei zu indirekt genotoxischen Wirkungen. Neuere Untersuchungen legen
nahe, dass die Beintrichtigung der Clearance auch im Pleuraraum als ein wesentli-
cher Wirkmechanismus anzusehen ist.

Weitere Mechanismen sind von der Faserart abhingig. Zu diesen zéhlen: I) die
Bildung von ROS und RNS durch die Fasern selbst, II) die Aufnahme der Fasern in
die Zielzellen mittels Endozytose, wobei ROS und RNS intrazelluldr freigesetzt wer-
den, sodass es zu genetischen und epigenetischen Veridnderungen kommt, und III)
die Stimulierung von Zellrezeptoren und Inflammasomen, die ihrerseits intrazellu-
lare Signalwege aktivieren und dadurch Impulse der Zellproliferation und Apopto-
se-Resistenz setzen. Die Einfliisse dieser Mechanismen sind nach der derzeitigen
Datenlage nicht quantitativ abzuschitzen.

Prinzipiell sind bei Fasern die Ableitung und die Einhaltung eines Grenzwertes
moglich, der eine chronische Entziindung sowie proliferationsstimulierende Effekte
bei Hemmung der Apoptose verhindert, u.a. auf Basis einer hinreichend geringen
Biopersistenz. Eine Besonderheit von schwerldslichen Fasern ist darin begriindet,
dass die Reinigungssysteme der Lunge und der serdsen Haute nicht wegen volumen-
mifBiger Uberladung der Makrophagen an die Grenzen ihrer Funktionsfahigkeit
stoflen, sondern aufgrund der besonderen Geometrie der Fasern:
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« schwerlosliche rigide Fasern konnen sich in den Atemwegen verhaken und lokal in
die Zellen eindringen

« lange Fasern konnen schlechter vom mukozilidren Férderband abtransportiert
oder im Pleuraraum durch die Stomata eliminiert werden

« lange Fasern, die den Durchmesser der phagozytierenden Zellen (Makrophagen
u.a.) iberschreiten, konnen zur ,frustranen Phagozytose” fithren

Fasern werden je nach Eigenschaften und Datenlage in verschiedene Kategorien fiir
Kanzerogene eingestuft. Die Einstufung in die Kategorie 4 und eine Ableitung eines
MAK-Wertes konnten fiir solche Fasern erfolgen, die in Hohe des abzuleitenden
MAK-Wertes keine chronische Entziindung in der Lunge oder in der Pleura und
keine proliferative Uberstimulierung bei Apoptose-Hemmung hervorrufen.

Aus Griinden des vorbeugenden Gesundheitsschutzes werden daher zunéchst alle
anorganischen Faserstdube als krebsverdidchtig angesehen aufler es liegen Unter-
suchungsergebnisse aus Kanzerogenititsversuchen vor, die zu einer anderen Ein-
stufung fihren.

Bei einer hinreichenden Bioloslichkeit von Fasern in der Lunge und im Pleuraraum
erfolgt keine Einstufung.

MAK-Wert. Ein Grenzwert fiir Fasern soll bewirken, dass es auch beim Menschen
nach chronischer Exposition nicht zu einer faserbedingten Entziindung und den da-
raus resultierenden chronischen entziindlichen und proliferativen Gewebeverande-
rungen in der Lunge und der Pleura kommt. Zu den Spitfolgen der entziindlichen
Verianderungen zdhlen neben der Tumorentwicklung auch die Lungenfibrose, die
Pleurafibrose und die Bildung von Pleuraplaques.

Weitere Endpunkte wie Spitzenbegrenzung, Keimzellmutagene Wirkung,
Schwangerschaftsgruppe und Sensibilisierung werden fiir die einzelnen Faser-
stiube bewertet und festgelegt.

Anhang

In den Abschnitten 2 und 3 wurde mehrmals vergleichend auf den relativ gut unter-
suchten Asbest hingewiesen, dies mit der ausdriicklichen Einschrinkung, dass As-
best zwar nicht Gegenstand der Begriindung ,Faserstdube, anorganisch” ist, aber als
Anbhaltspunkt fiir die Frage dienen kann, inwieweit kiinstliche Mineralfasern dhn-
liche Effekte zeigen.

Im Folgenden werden die Gen-Verdanderungen dargestellt, welche bei Asbest-in-
duzierten Lungenkarzinomen und Mesotheliomen héufig und somit als vermutlich
kausal identifiziert wurden, da diese auch bei anderen Faserstaub-Expositionen zu
beachten sein konnten. Die zwei folgenden Tabellen 3 und 4 und die erkldrenden
Texte erweitern die Datensitze, die in der Ubersicht der IARC von 2009 dargestellt
sind. Dartiber hinaus wird ein Zusammenhang hergestellt zwischen faserinduzierter
Entziindung und epigenetischen Verédnderungen.
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Genveranderungen bei Lungentumoren und Mesotheliomen des
Menschen als Folge der Exposition gegen Asbestfasern

Wiahrend der oft langen Latenzzeit bis zur klinischen Diagnose der Krebserkran-

kung kommt es zu einer Vielzahl genetischer und epigenetischer Verdnderungen.

Zu diesen konnen gehoren:

« Aktivierung der Gene fiir Zellwachstums- und Regulationsmechanismen

» Mutationen und Amplifikationen von Onkogenen

« Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen, die fiir die spezifischen histopatholo-
gischen Typen dieser Tumoren charakteristisch sein konnen (IARC 2009).

Um die genetischen Verdnderungen in beiden Tumorarten, den Lungentumoren
und Mesotheliomen, zu identifizieren, ist eine Reihe von Methoden angewandt wor-
den: vergleichende genomische Hybridisierung, genomweite Transkriptomanalyse,
Umsetzung neuer Sequenzdaten in Biochips fiir Expressionsanalysen von Genen,
DNA-Zytometrie sowie Gen-Promotoranalyse (Balsara et al. 1999; Bjorkqvist et al.
1997; Gordon et al. 2005; Krismann et al. 2002; Lopez-Rios et al. 2006; Murphy und
Testa 1999; Singhal et al. 2003; Thomas et al. 2007).

Genveranderungen beim Lungenkrebs

Der Lungenkrebs des Menschen kann in zwei histologische Subtypen unterteilt
werden, bei denen genetische Verdnderungen in unterschiedlichen Haufigkeiten
auftreten (s. Tabelle 3): in das kleinzellige und das nicht-kleinzellige Bronchialkarzi-
nom.

Molekulare Veréanderungen, die durch Asbest induziert werden, sind in nicht-klein-
zelligen Karzinomen die Einfithrung aktivierender Punktmutationen im KRAS-On-
kogen (Nelson et al. 1999) und Heterozygotie-Verlust sowie Punktmutationen im
TP53-Tumorsuppressor-Gen des Lungen- und Larynxkrebses (IARC 2009; Nymark
et al. 2008).

Genveranderungen beim Mesotheliom

Die oben genannten Analysen ergeben, dass in Mesotheliomen des Menschen Gen-
verluste, Gen-Inaktivierungen, aber auch Gen-Amplifikationen hiufig auftreten und
folgende Chromosomenorte betroffen sind: 1p, 3p, 4p, 4q, 9p, 13q, 15q, 17p, 22q.

Da die Latenzzeiten der Mesotheliom-Entstehung 40 Jahre und mehr betragen
koénnen (Bianchi und Bianchi 2007), ist anzunehmen, dass sich die vielféltigen chro-
mosomalen Verdnderungen schrittweise nach dem Prinzip des Wachstumsvorteils
herausselektionieren.

Weitere genetische und epigenetische Veranderungen in malignen Mesotheliomen
sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die in den Tabellen 3 und 4 und den Abbildungen 6
und 7 verwendeten Gen-und Proteinbezeichnungen sowie ihre Akronyme sind die
im internationalen Schrifttum tblichen. Sie sind den verbindlichen Nomenklatur-
priagenden und akzeptierten Datenbanken ,Genome Nomenklature“ (HUGO) und



1398 MAK Value Documentations

Tab.3 Genetische und epigenetische Verdanderungen in Bronchialkarzinomen des Menschen
(modifiziert nach IARC 2009)

Funktionelle Verdanderung Gen-Target Histologischer Lungenkrebs-Typus
kleinzellig nicht kleinzellig
Stimulation des Wachstumsfaktoren =~ GRP/GRP-Rezeptor TGFA/EGFR
autokrinen Wachstums  und Rezeptoren SCF/KIT HGF/MET
Onkogen-Aktivierung RAS-Mutationen <1% 15-20 %
MYC-Uberexpression 15-30 % 5-10 %
Inaktivierung der TP53-Mutation ~90 % ~50 %
Tumorsupressor-Gene RBI-Mutation ~90 % 15-30 %
CDKN2A-Inakti- 0-10% 30-70 %
vierung
FHIT-Inaktivierung ~75% 50-75%
Apoptose-Resistenz BCL2-Expression 75-95 % 10-35%
Genetische Instabilitét Mikrosatelliten- ~35% ~22%
Instabilitét

BCL2: B-cell CLL/lymphoma 2; CDKN2A: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; EGFR: epidermal
growth factor receptor; FHIT: fragile histidine triad (dinucleosidetriphosphatase); GRP: gastrin-
releasing peptide; HGF: hepatocyte growth factor; KIT: v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma
viral oncogene homolog; MET: met proto-oncogene; MYC: v-myc avian myelocytomatosis viral
oncogene homolog; RAS: rat sarcoma viral oncogene homolog; RB1: RB transcriptional corepres-
sor 1; SCF: stem cell factor; TGFA: transforming growth factor-a; TP53: tumor protein p53.

s2Universal Protein Resource“ entnommen. Aquivalente dieser Datenbanken in
Deutsch gibt es nicht.

Aus den Tabellen 3 und 4 geht hervor, dass Schliisselmutationen (,driver muta-
tions®) in Asbest-induzierten Lungentumoren und Mesotheliomen selten und da-
riiber hinaus unterschiedlich sind. So ergeben neuere, gezielte ,Next-Generation®-
Sequenzierungen von Mesotheliom-Biopsien (Lo Iacono et al. 2014) ein komplexes
Bild genetischer Veranderungen mit zahlreichen Variationen auf vorzugsweise zwei
Signalwegen, dem der TP53/DNA-Reparatur sowie dem der Phosphatidylinositol-
3-Kinase/AKT-Kinase. Letztere kontrolliert u. a. den Glukosestoffwechsel, Prozesse
der Zellproliferation, die Angiogenese und die Apoptose-Resistenz. Weiterhin erga-
ben Gesamt-Exom-Analysen von pleuralen Mesotheliomen (Guo et al. 2015) in
mehr als 50 % der Fille inaktivierende Mutationen in den Schaltelementen zweier
Signalwege, solchen der MAP-Kinase (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) und sol-
chen der WNT-Kaskade (,wingless type“-Signalkaskade). Insbesondere sind die
Gene BAPI, NF2, CDKN2A und CUL betroffen, wobei homozygote Deletionen do-
minieren. Zahlreiche andere Gene zeigen ebenfalls Mutationen; die Gen-Orte sind
jedoch zufillig und singulér, d. h. jeder Tumor ist eine einzigartige Konstellation ver-
anderter Gene. Somit zeichnet sich die Gesamtheit der untersuchten Mesotheliome
dadurch aus, dass sie einerseits wenige typische Mutationen aufweisen und anderer-
seits auch Mutationen, die iiber viele Gen-Orte verstreut liegen. In Ubereinstim-
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Tab.4 Genetische und epigenetische Verdanderungen in Mesotheliomen des Menschen (modi-
fiziert nach IARC 2009)

Funktionen Gen-Target Anderung
Stimulation des autokrinen Wachstumsfaktoren und Hochregulierung von HGF/
Wachstums Rezeptoren MET, EGFR, PDGE IGF1
Tumorsuppression CDKN2B, CDKN2A, CDKN2A/ Inaktivierung; Deletion
ARF NF2-Deletion; NF2-,
NF2, BAPI BAPI-Mutationen
RASSF1, GPC3 Hypermethylierung
Angiogenese VEGF Hochregulierung
Apoptose AKT Aktivierung
BCL2L1 Hochregulierung

CDKN2A/AREF: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A with alternate first exon containing an al-
ternate open reading frame (ARF); AKT: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog;
BCL2L1: BCL2-like 1; BCL2: B-cell CLL/lymphoma 2; BAP1: BRCAL1 associated protein (ubiqui-
tin carboxy-terminal hydrolase); CDKN2A: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; CDKN2B: cy-
clin-dependent kinase inhibitor 2B (P15, inhibits CDK4); EGFR: epidermal growth factor recep-
tor; HGF: hepatocyte growth factor; GPC3: glypican 3; IGF1: insulin-like growth factor 1; MET:
met proto-oncogene; NF2: merlin; PDGF: platelet-derived growth factor; RASSF1: Ras associa-
tion (RalGDS/AF-6) domain family member 1; VEGF: vascular endothelial growth factor A.

mung mit fritheren, punktuellen Untersuchungen sind nicht nur Mesotheliome ver-
schiedener Personen von dieser genetischen Heterogenitit betroffen, sondern auch
das Mesotheliom ein- und desselben Tumortragers (,intratumorale Heterogenitét®;
Carbone et al. 2015).

Bei nicht-kleinzelligen Lungentumoren Asbest-exponierter Patienten iiberwogen
Mutationen in den Genen TP53, EGFR, KRAS und CDKN2A, dagegen erweist sich
das in Mesotheliomen nahezu regelméflig inaktivierte NF2-Gen als unverdndert
(Andujar et al. 2013; Sekido et al. 1995). Allerdings sind die genetischen Schiden bei
Lungentumoren sehr héufig nicht allein durch Asbest, sondern auch durch andere
exogene Kanzerogene, insbesondere solche des Tabakrauchs, ausgeldst. Diese Dop-
pelbelastung resultiert in homozygoten Deletionen wie auch in hypermethylierten
Promotorregionen. Punktmutationen werden selten beobachtet (Andujar et al.
2010; Krauss et al. 2006).

Zur mechanistischen Briicke zwischen faserinduzierter Entziindung und
epigenetischen Verdnderungen

Die Genverinderungen, die aufgrund von entziindungsbedingten reaktiven Sauer-
stoff- und Stickstoff-Spezies auftreten, sind in der Literatur vielfach dokumentiert.
Der Weg, der von diesen reaktiven Intermediaten zur DNA-Hypermethylierung
fithrt, bedarf jedoch einer Erklarung. Zahlreiche Publikationen belegen, dass bei
entziindlichen Prozessen die Enzyme NADPH-Oxidase und Myeloperoxidase akti-
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viert werden (Asahi et al. 2010; Babior 2004; Klebanoff 2005; Poulos 2014), die ko-
operativ aus Halogen-Anionen (z.B. Cl) reaktive Intermediate (HOCI) bilden, wel-
che ihrerseits Cytosinbasen der DNA in Position 5 halogenieren. Diese Substitution
imitiert — entsprechend der physikochemischen Eigenschaften des Chlorliganden
(Summe von van der Waals-Radius und Bindungslédnge; Valinluck und Sowers 2007;
Valinluck et al. 2006) — eine Methylgruppe. Da 5-Methylcytosine in sogenannten
CpG-Inseln der Gen-Promotoren die epigenetische Kontrolle eines Gens bestim-
men, d.h. Gen-Expression oder -Abschaltung vermitteln, unterbinden zufillige
Chlorierungen jede geordnete Genregulation. Die Storung kann sowohl eine Akti-
vierung von Protoonkogenen zu Krebsgenen nach sich ziehen als auch Tumorsup-
pressor-Gene ausschalten (,gene silencing®). Hinzu kommt, dass 5-Methyl-CpG-
Inseln erbliche DNA-Modifikationen sind und somit bei der DNA-Replikation die
Neu-Methylierung der anfanglich unmethylierten DNA-Tochterstréinge erzwingen.
Das bedeutet, dass langanhaltende Entziindungen iiber Zellgenerationen hinweg
kumulativ DNA-Verdnderungen auslosen, deren funktionelle Auswirkungen die
maligne Entartung vorantreiben. Dabei greifen genetische Verdanderungen, wie Mu-
tationen, Deletionen, Insertionen, und epigenetische Fehlleistungen ineinander. Die
epigenetischen Fehlleistungen sind nicht allein auf Signalsetzungen wie Pseudo-
DNA-Methylierung beschrénkt, sie erstrecken sich auch auf die Ablesung dieser
unkorrekten Signale durch Erkennungsproteine sowie auf gestorte Mechanismen
der Signalentfernung (Baylin und Jones 2011; Shen und Laird 2013).
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