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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical
Compounds in the Work Area has re-evaluated naphthalene [91-20-3] considering all
toxicological end points. The critical effects are the carcinogenic effects in rodents. No
data in humans are available for these effects. In carcinogenicity studies, inhalation
of naphthalene was found to cause neuroblastomas and adenomas in the noses of rats
as well as bronchioloalveolar adenomas and carcinomas in mice. Naphthalene is not
mutagenic in vitro, but robust data in vivo are not available. In general, DNA damage is
induced in vitro and in vivo mostly at toxic doses. Mechanistic studies suggest that the
carcinogenic potential arises from a non-genotoxic mechanism of action. This mech-
anism is initiated only at high concentrations by severe local inflammation leading
to increased cell proliferation. However, a number of uncertainties remain. Thus, at
present, a primary genotoxic mechanism of action cannot be ruled out completely for
naphthalene. There are no studies from which an effect threshold in humans can be
derived. Naphthalene thus remains classified in Carcinogen Category 2. As data for the
accessibility of the germ cells are not available, naphthalene remains classified in Germ
Cell Mutagen Category 3B. No sensitizing potential can be derived from the available
data. Naphthalene can be absorbed via the skin in toxicologically relevant amounts
and remains designated with an “H”.
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MAK-Begriindungen — Naphthalin

MAK-Wert -

Spitzenbegrenzung -

Hautresorption (2001) H
Sensibilisierende Wirkung -
Krebserzeugende Wirkung (2001) Kategorie 2
Fruchtschidigende Wirkung -
Keimzellmutagene Wirkung (2001)  Kategorie 3B

BAR (2015) 35 pg/l im Urin (Summe aus 1- und 2-Naphthol nach Hydrolyse)
EKA (2021) siehe Klotz et al. (2022)

CAS-Nr. 91-20-3

1 ml/m? (ppm) 25,318 mg/m? 1 mg/m?20,188 ml/m? (ppm)

Hinweis: Der Stoff kann als Dampf und Aerosol vorliegen.

Zu Naphthalin liegen eine Begriindung aus dem Jahr 1995 (Greim 1995) und ein Nachtrag aus dem Jahr 2001 vor, in
dem der Stoff in Kanzerogenitats-Kategorie 2 und Keimzellmutagenitats-Kategorie 3 B eingestuft wurde (Greim 2001).

Aufgrund neuer Studien zur Genotoxizitit und zum Wirkungsmechanismus sowie einer neuen Arbeitsplatzstudie
wird die Einstufung in die Kanzerogenitats-Kategorie 2 tiberpriift. Im vorliegenden Nachtrag sind zudem zu allen
Endpunkten die neuen bewertungsrelevanten Studien aufgefiihrt.

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

Der allgemeine Wirkungscharakter von Naphthalin ist bereits ausfithrlich in der Begriindung von 1995 dargestellt
(Greim 1995).

2 Wirkungsmechanismus

2.1 Genotoxizitat

Die Beobachtung, dass Naphthalin in bestimmten Zelltypen in vitro bzw. in einigen Organen gleichzeitig Lipidper-
oxidation und DNA-Strangbriiche induziert (Bagchi et al. 1998 a, b, 2000) deutet darauf hin, dass die Substanz uiber
indirekte Mechanismen, wie der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), genotoxische Wirkungen hervorruft.

Im Nachtrag aus dem Jahr 2001 wurde Naphthalin als genotoxisch in vivo bewertet (Greim 2001). Dies kann mit heu-
tigem Kenntnisstand der genotoxischen Befunde (siehe Abschnitt 5.6) differenzierter betrachtet werden:

1. Es wird postuliert, dass die beobachteten genotoxischen Wirkungen als Folge der zytotoxischen Wirkung zu
sehen sind (Brusick 2008; Schreiner 2003; siehe auch Abschnitt 5.6).

2. Neben der zytotoxischen Wirkung durch die Bindung reaktiver Metaboliten von Naphthalin an Proteine wird
auch die Bildung von ROS durch ein enzymatisch katalysiertes Redoxcycling der Naphthochinon-Metaboliten
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diskutiert. Die ROS konnen durch oxidative DNA-Schadigung zu einer sekundaren indirekten genotoxischen
Wirkung von Naphthalin beitragen (AGS 2018; Bagchi et al. 1998 a; Vuchetich et al. 1996).

3. Zeichen fiir einen Verlauf der Kanzerogenese iiber oxidativen Stress, Entziindung und Proliferation konnten
sowohl bei Ratten nach inhalativer Exposition (Clewell et al. 2014; siehe Abschnitt 2.2), als auch bei Mdusen nach
intraperitonealer Gabe von Naphthalin (Hong et al. 2014) beobachtet werden.

Es wurde postuliert, dass eine direkte Interaktion mit der DNA im Mutagenitétstest an Salmonella typhimurium zu
positiven Ergebnissen gefithrt hatte (Brusick 2008). Dem ist entgegenzusetzen, dass die fiir oxidative Schéden sensiti-
ven Stamme Salmonella typhimurium TA102, TA104 oder E. coli WP2 nicht getestet wurden. Die verwendeten Stimme
detektieren Basenveranderungen an Guanin oder Cytosin. Ein mutagener Prozess, der iiber Veranderungen an Adenin
oder Thymin verlauft, wiirde hier nicht abgebildet werden. Jedoch wurde in metabolisch kompetenten humanen Lym-
phozyten bis zu einer stark zytotoxisch wirkenden Naphthalinkonzentration weder in einem HPRT- noch in einem
TK*/~-Test eine mutagene Wirkung beobachtet.

Allerdings wird eine Bindung von Naphthalin an DNA nach Exposition von explantiertem Lungengewebe von Méiusen,
Ratten und Rhesusaffen und im respiratorischen, jedoch nicht im olfaktorischen Epithel der Nase bei Ratten beobachtet
(Buchholz 2016; Buchholz et al. 2019; Carratt et al. 2019 a). Im Folgenden wird daher diskutiert, inwieweit ein direkter
genotoxischer Mechanismus an der kanzerogenen Wirkung beteiligt sein konnte:

In der Untersuchung an Sencar-Méusen wurde eine Bindung des Naphthalin-Metaboliten 1,2-Naphthochinon an die
DNA und die Bildung von instabilen Purinbasen-Addukten in der Haut gezeigt (Saeed et al. 2009). Dies belegt jedoch
nicht, dass derartige Reaktionen auch in den Zielzellen der Kanzerogenitat stattfinden und dort Mutationen verursa-
chen (Bailey et al. 2016). Sencar-Mause sind ein extrem sensitiver Stamm fiir Hautldsionen, weshalb positive Ergebnisse
in Tumorpromotionsstudien an der Haut bei diesen Mausen von der Kommission nicht als einstufungsrelevant ange-
sehen werden (Laube et al. 2019). Die N7-Guanin-Addukte sind nicht stabil und konnen leicht iiber Depurinierung zu
apurinen (AP)-Stellen fithren. Die mutagene bzw. kanzerogene Potenz dieser Addukte bzw. der daraus entstehenden
AP-Stellen scheint jedoch begrenzt (Boysen et al. 2009). In Abbildung 1 ist der postulierte Metabolismusweg, der fiir
die Bildung der Addukte verantwortlich ist, dargestellt (Saeed et al. 2009).
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Abb.1 Angenommener Entstehungsweg der Naphthalin-DNA-Addukte (nach Saeed et al. 2009)
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In der Studie an der Haut von Mausen wurde die Zytotoxizitat nicht bestimmt (Saeed et al. 2009). Somit ist das Ergeb-
nis kein Beleg fiir eine DNA-Adduktbildung im subtoxischen Bereich. Eine Entgiftung, z.B. iber Glutathion (GSH),
konnte die Bindung reaktiver Metaboliten an die DNA unterhalb GSH-depletierender zytotoxischer Konzentrationen
verhindern (Bailey et al. 2016). So wurde gezeigt, dass bei Mausen die GSH-Depletion in Lunge und Nase zeitlich vor
der Gewebeschidigung auftritt. Lunge, Nase und Leber wurden an jeweils mindestens vier ménnlichen NIH-Swiss-
Méiusen untersucht, die zwei oder vier Stunden inhalativ gegen 0; 1,5 oder 15 ml Naphthalin/m? exponiert wurden.
Die vierstiindige Exposition gegen 15 ml Naphthalin/m? fithrte zu einer vier bis acht Stunden spiter einsetzenden
Schadigung der Keulenzellen in den distalen und proximalen Luftwegen sowie zu einer nach 24 Stunden erkennba-
ren Schiadigung des olfaktorischen nasalen Epithels. In beiden Geweben ging der Schadigung eine bereits nach zwei
Stunden maximale Verminderung des GSH-Gehalts um tiber 90 % voraus (Phimister et al. 2004).

Eine DNA-Bindung wurde nach In-vitro-Exposition von explantiertem Lungengewebe von Mausen, Ratten und
Rhesusaffen und nasalem Gewebe von Ratten in zwei Publikationen beobachtet (Buchholz 2016; Carratt et al. 2019 a).
Diese Studien zeigen jedoch Widerspriiche, weshalb sie nur bedingt zur Bewertung herangezogen werden. Bei Buchholz
(2016) wurde mit Abstand die hochste DNA-Bindung bei Médusen (k. A. zum Tierstamm oder Geschlecht) gefunden,
gefolgt von Rhesusaffen, wogegen die Naphthalin-DNA-Bindung bei Carratt et al. (2019 a) zwischen beiden Spezies
nicht statistisch signifikant unterschiedlich war und die Rhesusaffen tendenziell mehr DNA-Bindung generierten. Da
die Studie von Buchholz (2016) nur als Bericht vorliegt, wird diese Diskrepanz von Carratt et al. (2019 a) nicht diskutiert,
obwohl die Daten aus derselben Arbeitsgruppe stammen. In beiden Studien war bei Ratten das DNA-Bindungsausmaf3
in der Lunge am hochsten und etwas geringer im respiratorischen und olfaktorischen Epithel der Nase. Bei Carratt
et al. (2019 a) sind die Unterschiede jedoch nicht statistisch signifikant und bei Buchholz (2016) fehlen Angaben dazu.
Bei Affen und Méusen wurden jeweils 20- bis 30-fach héhere Werte gemessen. Die Autoren diskutieren, dass die
etwa gleichstarke DNA-Bindung sowohl in der Nase, dem Zielorgan der Kanzerogenitét, als auch im Nicht-Zielorgan
Lunge bei Ratten darauf hindeutet, dass die gemessenen Addukte nicht stabil sind und in vivo schnell repariert wer-
den, was einen nicht-mutagenen Wirkmechanismus bei der Entstehung der nasalen Tumoren bei Ratten bekréftigen
wiirde (Buchholz 2016; Carratt et al. 2019 a). Allgemein wenden die Autoren ein, dass die Art der DNA-Bindung nicht
abschlieffend definiert und es moglich ist, dass sie in vivo effizient eliminiert/repariert wird (Carratt et al. 2019 a).

Obwohl die Autoren die DNA-Bindung als ,DNA-Addukte” bezeichnen, ist nur in einem Versuch mit Explantaten von
Rhesusaffen die DNA in Desoxynukleoside enzymatisch verdaut und damit der Beweis fiir kovalente DNA-Bindung
erbracht worden (Carratt et al. 2019 a). Die beschriebene angestrebte Identifizierung der spezifischen DNA-Addukte
(Buchholz 2016) steht weiterhin aus. Der Nachweis von DNA-Addukten wire als Hinweis auf einen genotoxischen
Mechanismus bei der Tumorentstehung zu sehen. Genaue Daten zur Zytotoxizitét fehlen in beiden Studien. Es kann
deshalb auf Basis dieser Daten weder abschlielend geklart werden, ob spezifische Addukte entstanden sind, noch
mechanistisch bewiesen werden, ob eine DNA-Schidigung erst nach Depletion des GSH-Pools induziert wird und
nach dem Einsetzen der Zytotoxizitit auftritt.

In einer weiteren Studie fiihrte die siebentégige intraperitoneale Vorbehandlung mit Naphthalin nicht zu einer ver-
minderten DNA-Bindung (Buchholz et al. 2019).

Ein negativer Tp53-Mutationstest in der Rattennase, dem Zielgewebe der Kanzerogenitit, unterstiitzt die Hypothese,
dass die Naphthalin-induzierte Kanzerogenitit nicht tiber einen mutagenen Wirkungsmechanismus verlduft (Bailey
et al. 2016). In dieser Studie wurden jeweils zehn weibliche und mannliche F344-Ratten pro Konzentration 13 Wochen
lang, sechs Stunden pro Tag, an fiinf Tagen pro Woche inhalativ gegen Naphthalin in Konzentrationen von 0; 0,1; 1,0;
10 oder 30 ml/m? exponiert und auf CGT- zu CAT-Punktmutationen im Tp53-Codon 271 (entspricht humanem TP53-
Hotspot-Codon 273) analysiert. Bei weiblichen Ratten war kein statistisch signifikanter Effekt, bei mannlichen eine
statistisch signifikante Abnahme der Mutationsrate bei 30 ml/m? gegeniiber der Kontrolle feststellbar, was die Autoren
durch eine ansteigende Zytotoxizitét erklaren (Meng et al. 2011). Die untersuchte Transition wéire jedoch weder tiber
einen Mechanismus via DNA-Addukt-Bildung analog zu anderen polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
(PAK) wie Benzo[a]pyren (BaP) noch tiber ROS-induzierte Lisionen als typische Mutation zu erwarten. Deshalb
weist dieser negative Test auf Tp53-Mutationen nicht auf eine fehlende Mutagenitit von Naphthalin hin. Studien an
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Arbeitern, die gegen Naphthalin in Gemischen wie Flugzeugkerosin (Jet fuel) oder Bitumen exponiert waren, zeigten
keinen Anstieg an DNA-Schiden in den Blutlymphozyten, es fehlen jedoch Untersuchungen zur Genotoxizitét in
humanen Zellen des Atemtraktes (Krieg et al. 2012; Nies et al. 2019; siehe Abschnitt 5.6). In vitro werden in humanen
Lymphoblasten jedoch auch bei nicht-zytotoxischen Konzentrationen Mikronuklei induziert (Recio et al. 2012; siehe
Abschnitt 5.6.1).

Fazit: Ein genotoxischer Mechanismus als (Mit)Ursache der Kanzerogenitat von Naphthalin kann derzeit nicht aus-
geschlossen werden. Viele Ergebnisse weisen darauf hin, dass die genotoxische Wirkung erst bei hohen Konzentra-
tionen und nach Eintreten der Zytotoxizitat zum Tragen kommt. Jedoch sind genotoxische Effekte vereinzelt auch
im nicht-zytotoxischen Bereich zu beobachten. Das Auftreten von DNA-Bindung und DNA-Addukten in Explantaten
der Zielgewebe der Kanzerogenitéat ist hinsichtlich ihres Beitrags zur Kanzerogenitat nicht eindeutig bewertbar, da
aussagekriftige Mutagenitétstest mit diesen Geweben fehlen. Ein priméarer genotoxischer Wirkungsmechanismus ist
somit derzeit abschliefend nicht auszuschliefen und anhand der Datenlage keine Effektschwelle ableitbar.

2.2 Genexpressionsuntersuchungen

Jeweils zehn ménnliche bzw. weibliche F344-Ratten pro Geschlecht und Gruppe wurden 90 Tage lang, sechs Stun-
den pro Tag, an fiinf Tagen pro Woche inhalativ gegen Naphthalin in Konzentrationen von 0; 0,1; 1; 10 oder 30 ml/
m?® exponiert (Dodd et al. 2012). In einer weiteren Studie wurde aus dem respiratorischen und olfaktorischen Epithel
der Nase die RNA isoliert und Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. Bei der niedrigsten Konzentration traten nur
wenige Genexpressionsverinderungen auf. Ab 1 ml/m? gab es Hinweise auf oxidativen Stress im respiratorischen Epi-
thel. Ab 10 ml/m?® traten im respiratorischen wie im olfaktorischen Epithel deutliche Genexpressionsverinderungen
auf. Diese weisen auf oxidativen Stress, Entziindung und Proliferation hin. Nach Angaben der Autoren stimmen die
Ergebnisse sowohl mit dem postulierten Wirkungsmechanismus (Zytotoxizitét fithrt zur Kanzerogenitit) als auch
mit den Effektkonzentrationen in der Kanzerogenititsstudie des NTP (2000) iiberein. Die Autoren berechnen fiir die
empfindlichsten Genexpressionsverinderungen im olfaktorischen Epithel der weiblichen Ratten eine BMD und BMDL
von 6 bzw. 3,7 ml/m?3, im respiratorischen Epithel der mdnnlichen Ratten eine von 0,4 bzw. 0,3 ml/m3. Mittels eines
physiologisch-basierten Pharmakokinetik-Modells (PBPK) fiir Naphthalin errechnen die Autoren aus der BMDL fiir
die ménnliche Ratte und mit Anwendung eines Sicherheitsfaktors von 3 eine NAEC fiir eine kontinuierliche Human-
Umweltexposition von 0,3 ml/m3 (Clewell et al. 2014; Dodd et al. 2012).

Eine weitere Genexpressionsuntersuchung mit zusitzlicher ,Ingenuity Pathway Analysis“ an méannlichen und weib-
lichen C57BL/6-Méausen, die vier Stunden lang inhalativ gegen 10 ml Naphthalin/m® exponiert wurden, zeigte fiir beide
Geschlechter eine Aktivierung von Genen, die mit der Bildung von Lungentumoren assoziiert sind. ,DNA-Schiden®
waren leicht erhoht bei den weiblichen und leicht reduziert bei den ménnlichen Tieren. ,DNA-Reparatur® war stark
angestiegen bei den mannlichen Tieren und leicht reduziert bei den weiblichen Tieren. Die Gene beinhalteten Cyp2f2,
Scglal (Club cell secretory protein) sowie zahlreiche Gene, die an der GSH-Synthese und am Metabolismus beteiligt
sind (Gpx6, Gsta3, Mgstl, Eef1b2, Gstad4, Mgst2, Gstkl, Hnmt, Gstm4). In derselben Untersuchung traten zytotoxische
Verdnderungen im Epithel des Atemtraktes auf. Diese zeigten sich als Schwellung und Vakuolisierung im Zytoplasma
der Keulenzellen, welche konzentrationsabhiingig ab 5 ml/m? anstiegen. Andere Zelltypen des Atemtraktes und des
alveolaren Epithels waren nicht verdndert. Bei weiblichen Mausen kam es im Vergleich zum distalen vermehrt im
proximalen Atemtrakt zu Schwellungen der Keulenzellen (Carratt et al. 2019 b).

2.3 Kanzerogenitat

In Langzeit-Inhalationsstudien traten bei B6C3F1-Mausen bronchiolo-alveoldre Adenome sowie ein einzelnes Kar-
zinom in der Lunge und bei F344-Ratten Adenome des respiratorischen Epithels der Nase sowie Neuroblastome im
olfaktorischen Epithel auf (siehe Abschnitt 5.7).

Im Folgenden werden Wirkungsmechanismen diskutiert, die auf einen méglichen Schwellenwert fiir die Kanzero-
genitit hinweisen, der jedoch nicht abschliefend belegt ist:
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Nach Inhalation wird Naphthalin bereits im Atemtrakt metabolisch zu den reaktiven Metaboliten 1,2-Dihydroxynaph-
thalin, 14-Dihydroxynaphthalin, 1,2- bzw. 1,4-Naphthochinon oder méglicherweise auch 1,2-Dihydroxy-3,4-epoxy-
1,2,3,4-tetrahydronaphthalin umgesetzt. Die genaue Lokalisation (oberer oder unterer Atemtrakt) und die Geschwin-
digkeit dieser Reaktionen sind spezies- und gewebespezifisch. Die Metaboliten werden durch Konjugation deaktiviert
und als Mercaptur-, Glucuronsiduren oder als Sulfat ausgeschieden. Hohere Naphthalinkonzentrationen fithren zu
einer Erschopfung des intrazelluliren GSH- und Glucuronsiure-Gehaltes, so dass die reaktiven Zwischenprodukte
nicht mehr entgiftet werden und an zelluldre Makromolekiile binden (AGS 2018; Buchholz 2016; Buchholz et al. 2019;
Carratt et al. 2019 a; Greim 1995).

Eine Genexpressionsuntersuchung im Nasenepithel der Ratte nach Inhalation von Naphthalin bestatigt den postu-
lierten Wirkungsmechanismus, dass Zytotoxizitat zur Kanzerogenitat fithrt. Die Ergebnisse weisen auf oxidativen
Stress, Entziindung und Proliferation hin und stimmen mit den Effektkonzentrationen in der Kanzerogenitatsstudie
des NTP (2000) tiberein (Clewell et al. 2014; Dodd et al. 2012; siehe Abschnitt 2.2).

Zum kanzerogenen Wirkungsmechanismus von Naphthalin an Ratten und Méusen wurden in einem Expertensympo-
sium (Naphthalene State-of-the-Science Symposium) folgende Schlussfolgerungen getroffen (Belzer et al. 2008; Bogen
et al. 2008; Brusick et al. 2008; North et al. 2008):

e  Die Tumorentstehung in der Nase der Ratte wird durch die histologisch nachweisbare fokale Zellproliferation
deutlich verstarkt, eventuell sogar erst induziert.

e  Bei der Maus trat eine erhohte Inzidenz an Lungentumoren bei der in der Lunge zytotoxischen Konzentration
von 30 ml/m? auf, nicht jedoch bei der weniger stark zytotoxischen Konzentration von 10 ml/m3. Dies spricht fiir
eine NOAEC fiir die Tumorentstehung bei der Maus von 10 ml/m>.

e Die Zytotoxizitat von Naphthalin erfordert eine metabolische Aktivierung.
e  Die metabolische Aktivierung von Naphthalin ist deutlich gewebe- und speziesspezifisch.

e  Die Anatomie und Physiologie der Zielgewebe von Nagern, nicht-menschlichen Primaten und Menschen sind
ausreichend gut untersucht, um speziesspezifische PBPK-Modelle fiir Effekte an der Nase und der Lunge zu para-
metrisieren.

Als fehlend fiir eine Krebsrisiko-Abschatzung beim Menschen wurden von dem Expertengremium (Belzer et al. 2008;
Bogen et al. 2008; Brusick et al. 2008; North et al. 2008) folgende Punkte definiert:

e  die zytotoxischen Metaboliten von Naphthalin, deren Wirkungsmechanismus und Daten zu Effekten im Niedrig-
dosisbereich im Gewebe von Affen und Menschen

e  mechanistische und toxikokinetische Inhalationsstudien an Mausen, Ratten und Affen zur besseren Kenntnis
der Aufnahme und Metabolisierung von Naphthalin im oberen Atemtrakt

e In-vivo-Validierung der PBPK-Modelle fiir Affen bei inhalativer Exposition in Verbindung mit Studien zur Zyto-
toxizitat

e In-vivo-Studien zur Validierung eines humanen PBPK-Modells
Dem ist hinzuzufiigen, dass die Zellproliferation und Entziindung bei Nagern nicht mit der Tumorentstehung in den

Organen iibereinstimmt. So war die Zellproliferation bei der Maus in der Nase (Nicht-Zielorgan) ausgeprégter als in
der Lunge (Zielorgan) (NTP 1992; siehe Abschnitt 5.7).

2.3.1 Humanrelevanz der Nasentumoren bei der Ratte

Nach inhalativer Exposition gegen Naphthalin wurden bei der weiblichen Ratte maligne Neuroblastome des olfak-
torischen Epithels und bei der mannlichen Ratte Adenome des respiratorischen Epithels beobachtet (NTP 2000, siehe
Abschnitt 5.7).

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2022, Vol 7, No 4 6



[GMS] PUBLISSO® "

MAK-Begriindungen — Naphthalin

Naphthalin wirkte zytotoxisch an der Nase von Ratte und Maus, war jedoch nur an der Rattennase kanzerogen. Eine
Untersuchung zu den Resorptionsraten im oberen Atemtrakt der beiden Spezies zeigte eine hohere Resorption bei der
Maus verglichen mit der Ratte, woraus die Autoren schlossen, dass die Resorptionsraten nicht mit der Kanzerogenitat
assoziiert sind (Morris 2013; Morris und Buckpitt 2009).

Bei der Ratte erfolgt die Oxidation von Naphthalin durch die Cytochrom-P450-Monooxygenase (CYP)2F, wohingegen im
menschlichen Atemtrakt CYP2A13 vertreten ist, was zu einer Entstehung spezifischer 1,2-Naphthochinon-Metaboliten
beim Nager fiihrt, welche beim Menschen nicht nachgewiesen sind. Bei der Ratte wird bei hohen Konzentrationen nach
erfolgter GSH-Depletion der Metabolit 1,2-Naphthochinon fiir andere Konjugationen verfiigbar. Es wird postuliert,
dass in der Rattennase ein Naphthochinonimin aus diesem 1,2-Naphthochinon iiber eine spezies- und gewebespezi-
fische Arylamidase gebildet wird, ein Nachweis liegt jedoch nicht vor. Ein Chinonimin wird auch fiir die kanzerogene
Wirkung von Alachlor und Phenacetin verantwortlich gemacht, welche ebenfalls Adenome und Karzinome in der
Rattennase induzieren, jedoch keine korrespondierende Kanzerogenitat beim Menschen zeigen. Basierend auf diesem
Wirkungsmechanismus und den begrenzten epidemiologischen Daten zu Naphthalin beziiglich der Humankanzero-
genitit postulieren die Autoren, dass die Tumoren in der Rattennase keine Humanrelevanz haben (Piccirillo et al. 2012).

Hingegen traten keine statistisch signifikanten Unterschiede an Naphthalin-Protein-Addukten zwischen in vitro
mit 250 uM “C-Naphthalin behandeltem nasalem Epithel von acht ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten und acht
mannlichen Rhesusaffen auf. Durch anschliefende Analyse wurde eine Vielzahl der gebundenen Proteine identifiziert:
bei Ratten z.B. Strukturproteine (Aktin), katalytische Enzyme (ATP-Synthase) und Proteine, welche fiir die korrekte
Faltung und Funktion von anderen Proteinen essentiell sind, z.B. Hitzeschockproteine bei Ratten und z.B. Protease-
inhibitoren bei Rhesusaffen (DeStefano-Shields et al. 2010). Die Proteinbindung war im Vergleich zu einer fritheren
In-vitro-Inkubationsstudie mit dem Zielgewebe der Maus (Lungengewebe) (Cho et al. 1994) etwas geringer.

Das heifit, die beobachtete quantitativ &hnliche Proteinbindung bei Rhesusaffen und Ratten steht im Widerspruch zu
den Metabolismusdaten, die deutliche Unterschiede zeigen. Die Griinde fiir diesen Widerspruch sind nicht bekannt
(Buckpitt et al. 2013).

Anders stellt es sich beziiglich der Zytotoxizitat und GSH-Depletion in der Nase von Rhesusaffen und Ratten dar. Hier
scheint die Ratte deutlich empfindlicher zu sein. In einer nur als Zusammenfassung vorliegenden Studie mit drei-
stiindiger In-vitro-Naphthalinexposition von Nasenepithel-Explantaten von Rhesusaffen zeigte sich eine geringe GSH-
Depletion nur bei der hochsten Konzentration von 500 pM, nicht jedoch bei 10, 50 und 100 pM (Van Winkle et al. 2014).
Basierend auf den prognostizierten Konzentrationen im Nasenepithel bei Mdusen entsprechen 500 uM wahrscheinlich
einer inhalativen Konzentration von mehr als 10 ml/m3 (Morris 2013). Einschrinkend zu diesem Vergleich ist anzu-
merken, dass eine Umrechnung von In-vitro-Konzentrationen in eine inhalative Expositionskonzentration Ungenauig-
keiten birgt.

Bei Ratten war dagegen nach sechsstiindiger Exposition ab 1 ml Naphthalin/m? eine statistisch signifikante GSH-
Depletion im respiratorischen/Ubergangs- und im olfaktorischen Epithel zu beobachten (Cichocki et al. 2014).

Vermutlich spielen zahlreiche Enzyme und Metabolite bei der kanzerogenen Wirkung von Naphthalin eine Rolle.
Anhand der diskutierten Studien ist eine Humanrelevanz der krebserzeugenden Wirkung von Naphthalin an der
Nase der Ratte derzeit nicht auszuschlieflen.

2.3.2 Humanrelevanz der Lungentumoren bei der Maus

Die Maus hat in den Keulenzellen der Lunge eine besonders hohe CYP-Aktivitat; gleichzeitig ist der Gehalt an GSH
und Glucuronsiure dort niedriger als z.B. in Leberzellen. Daher kann es in der Lunge bei relativ niedrigen Naphthalin-
dosen bereits zu toxischen Wirkungen kommen (Greim 1995): In Keulenzellen aus Mauslungen war nach In-vitro-
Behandlung mit Naphthalin vorherrschend 1,2-Naphthochinon kovalent an Proteine gebunden (Zheng et al. 1997).
Dass die lokale Toxizitit am Atemtrakt der Maus auf CYP2F-Enzymen beruht, wird durch neuere Untersuchungen
ebenfalls belegt:
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Eine Untersuchung mit Knock-out-Méusen (C57BL/6-Méause) zeigt, dass der Verlust von CYP2F2 zur Resistenz gegen-
iiber Naphthalin-induzierter Toxizitat in der Lunge, jedoch nicht in der olfaktorischen Mukosa der Nase, fiihrt.
Cyp2f2(-/-)- und Wildtyp-Méuse exprimieren, bis auf CYP2F2, CYP-Enzyme dhnlich hoch. Die Cyp2f2(-/-)-Méuse
demonstrierten eine langsamere Metabolisierung von Naphthalin (NA), gemessen in vitro als NA-GSH in mikroso-
malen Extrakten der Lunge (~160-fach), olfaktorischer Nasenschleimhaut (~16-fach) und Leber (~3-fach) oder in vivo
nach intraperitonealer Gabe von 300 mg/kg KG als Plasmalevel von NA-GSH und unmetabolisiertem Naphthalin (iiber
einen Zeitraum von 0-8 Stunden nach Injektion). Bei Wildtyp-Mausen fiihrte die intraperitoneale Behandlung mit 200
oder 300 mg/kg KG nach 24 Stunden (n = 6/Genotyp und Dosis) zu Nekrose und Ablgsung von Keulen- und Kinozilien-
tragenden-Zellen in der Lunge bei allen Tieren. Bei Cyp2f2(—/-)-Méausen fithrte nur die hohere Dosis bei einer von sechs
Maiusen zu leichter Vakuolisierung einiger Keulenzellen. Beide Dosen fithrten im olfaktorischen Nasenepithel beider
Maus-Genotypen zu dhnlich starken Schéden; die Leber war frei von Léisionen (Li et al. 2011).

Es bestehen vor allem quantitative Unterschiede im Metabolismus zwischen dem Menschen und den verschiedenen
Nagerspezies (siehe auch Abschnitt 3.2).

Nach vierstiindiger Inhalation von bis zu 100 ml Naphthalin/m? trat bei Méusen ab 2 ml/m?® eine konzentrationsab-
héngig toxische Wirkung in den Atemwegen auf, nicht aber bei Ratten (Greim 1995).

Es wird ebenfalls davon ausgegangen, dass bei Mausen im Vergleich zum Menschen eine stdrkere metabolische Akti-
vierung verbunden mit einer geringeren Detoxifizierung der Metaboliten in der Lunge stattfindet (Cruzan et al. 2009;
Greim 1995, 2001).

Dies beruht auf Untersuchungen beim Menschen mit einer geringeren Enzymaktivitat der CYP2F-Familie als beim
Nager, insbesondere von Médusen. Untersuchungen an E. coli-Stimmen, in denen verschiedene rekombinante P450-
Monoxygenasen des Menschen exprimiert wurden, weisen darauf hin, dass humanes CYP2A13 eine vergleichsweise
hohe Aktivitét fiir die Hydroxylierung von Naphthalin zu 1- und 2-Naphthol aufweist. CYP2A13 ist beim Menschen
vorwiegend im Atemtrakt aktiv, wo eine hohe Aktivitit in der Nasenschleimhaut auftritt, gefolgt von Lunge und
Luftrohre (Fukami et al. 2008).

Auch mit fiir CYP2F1 und CYP2A13 humanisierten Méusen konnte gezeigt werden, dass die humanen Enzyme einen
signifikanten Beitrag zur Naphthalin-induzierten Atemtrakt-Toxizitét leisten (Li et al. 2017). Beim Menschen sind
CYP2A13 und CYP2F1 hauptsachlich im Atemtrakt exprimiert (Carr et al. 2003; Su et al. 2000; Weems und Yost 2010;
Zhang und Ding 2008). Weitere Untersuchungen an Knock-out-Méusen zeigen, dass zu einem geringen Grad auch
hepatische CYP-Enzyme an der Naphthalin-induzierten Atemtrakt-Toxizitat beteiligt sind (Kovalchuk et al. 2017, 2019).

Beim Menschen erfolgt die enzymatische Offnung und damit Deaktivierung des Epoxidrings im zunéchst gebildeten
Naphthalin-1,2-epoxid vermutlich sehr viel effizienter als bei der Maus. Dies zeigt ein In-vitro-Versuch mit Umsetzung
von Naphthalin durch Mikrosomen aus menschlichem Lebergewebe, was zu einem Verhiltnis von trans-1,2-Naph-
thalindihydrodiol zu 1-Naphthol von 8,6 fithrt, hingegen bei Mikrosomen aus der Mausleber, nach Gabe von Pheno-
barbital, zu einem Verhéiltnis von 0,4 (IARC 2002).

Zusammengefasst lassen die Metabolismusdaten von Maus und Mensch zwar annehmen, dass der Mensch an der
Lunge unempfindlicher gegen die toxischen Wirkungen von Naphthalin ist, aber es fehlen hierzu differenzierte Infor-
mationen zu den betroffenen Zelltypen im Atemtrakt, in denen sich die Enzymaktivititen deutlich innerhalb der
Spezies unterscheiden konnen.

2.3.3 Fazit

Eine Humanrelevanz der Nasen- und Lungentumore bei Nagern ist trotz speziesspezifischer Unterschiede in der Akti-
vierung nicht auszuschlieen. Es wird postuliert, dass sich eine bei hohen Konzentrationen auftretende sekundéare
genotoxische Wirkung nur im Zusammenwirken mit erhohter Zellproliferation und Entziindung als kanzerogene
Wirkung manifestiert und dementsprechend eine Vermeidung einer Entziindung vor der kanzerogenen Wirkung
schiitzen wiirde. Die Untersuchungen zur Genotoxizitét (siehe Abschnitt 5.6 und 2.1) geben jedoch vereinzelt Hinweise
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auf einen priméren genotoxischen Mechanismus, so dass nicht klar ist, ob eine Effektschwelle ableitbar ist, welche
vor Kanzerogenitat schiitzt.

2.4 Sonstige Untersuchungen

Die Rolle des CYP-vermittelten Metabolismus und des elektrophilen Transient-Rezeptor-Potential-Ankyrin-1-Rezeptors
(TRPA1) bei der sensorischen Reizantwort auf eine inhalative Naphthalinexposition wurde bei weiblichen C57BL/6]-
Méusen wihrend 15-miniitiger Exposition gegen 7 ml Naphthalin/m® durch plethysmographische Messung unter-
sucht. Im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-M&usen war die sensorische Reizwirkung in mit dem CYP-Inhibitor
Metyrapon vorbehandelten Tieren auf weniger als ein Drittel verringert und in Trpal-Knockout-Mausen vollstandig
aufgehoben. Dies deutet darauf hin, dass die sensorische Reizwirkung von Naphthalin iiber seine Metaboliten TRP1-
Rezeptor-vermittelt ist (Lanosa et al. 2010).

Unabhéngig vom inhalativen oder intraperitonealen Aufnahmeweg induziert die akute Exposition gegen Naphthalin
bei Ratten (n=3) eine Schidigung im olfaktorischen Epithelgewebe der Nase. Nach intraperitonealer Gabe von 0, 25,
50, 100 oder 200 mg Naphthalin/kg KG in Maiskeimél waren die Schiden gleichméfig iiber das gesamte olfaktorische
Epithel verteilt, nach vierstiindiger Inhalation von 0; 3,4 oder 23,8 ml Naphthalin/m? traten sie hauptsichlich im
medialen Meatus auf. Eine schnellere Metabolisierung von Naphthalin, aufgrund einer héheren CYP-Enzymaktivitat,
wurde in In-vitro-Inkubationen mit Mikrosomen aus olfaktorischem im Vergleich zu respiratorischem Epithel be-
obachtet. Das Ausmaf der Schiadigung in der Nase korreliert demnach wahrscheinlich sowohl mit der Menge des
Luftstroms, der die verschiedenen Nasenregionen erreicht, als auch mit der metabolischen Kompetenz des jeweiligen
Gewebes. Hauptmetaboliten waren GSH-Konjugate von Naphthalin-1,2-epoxiden, primér 1R-Hydroxy-2R-glutathionyl-
1,2-dihydronaphthalin, das aus 1R,2S-Naphthalin-Epoxid entsteht (Lee et al. 2005).

Die einmalige intraperitoneale Gabe von 200 mg Naphthalin/kg KG in Maiskeimél fiihrte nach 12, 24, 48 oder 72
Stunden bei mannlichen C57BL/6-Mausen (keine genaue Angabe zur Tierzahl) zu erhéhten Zellzahlen in der broncho-
alveolaren Lavage-Flussigkeit (BALF), epithelialer Denudation und pulmonaler Hyperreaktivitat (Methacholintest) in
der Lunge (Karagiannis et al. 2012).

Je fiinf bis sechs Mause erhielten einmalig intraperitoneal 0, 50, 75, 100 oder 200 mg Naphthalin/kg KG in Olivendl und
nach 24 Stunden traten, besonders bei den zwei héchsten Dosen, Anderungen im Metabolom in BALF und Lunge auf,
hinsichtlich Lipidperoxidation, Membranschadigungen und Storungen in der Energieversorgung (Hong et al. 2014).

In zwei weiterfithrenden Studien wurde das Metabolom in Lunge, Leber, Nieren, Blut und BALF von méannlichen
ICR-Méusen untersucht, welche intraperitoneal mit 300 mg Naphthalin/kg KG entweder einmalig oder anschliefend
an eine siebentdgige Gabe von je 200 mg Naphthalin/kg KG und Tag in Olivendl behandelt wurden. Histopatholo-
gische Schaden waren ausschliefilich nach einmaliger Gabe im Lungengewebe zu beobachten. In der Lunge kam es zu
Verdnderungen bei Metaboliten des Energiestoffwechsels. Die Gewebeschiden nach akuter Gabe gingen einher mit
einem erhohten Gehalt an Aceton in der BALF sowie einem verdnderten Spektrum an Metaboliten wie Cholesterin,
phosphorylcholinhaltige Lipide (Lyso-Phosphatidylcholine und Sphingomyeline) und Fettsauren im Lungengewebe.
Die Autoren argumentieren, dass die ausschliellich nach wiederholter Gabe beobachtete Induktion von GSH und
Succinat und die Veranderungen an Diacyl-Phosphatidylcholinen und Plasmenylcholinen iiber eine verbesserte Mem-
branflexibilitat und antioxidative Mechanismen die Toleranz gegeniiber Schadigungen des Lungengewebes erklaren
kénnte. Ubereinstimmend mit der fehlenden Gewebeschidigung war auch das Metabolom in Nieren und Leber nur
geringfigig durch Naphthalin beeinflusst (Lee et al. 2018; Lin et al. 2015).

Die Rolle der nach Metabolisierung durch mikrosomale Epoxidhydrolase (mEH) entstehenden Metabolite fiir die
Zytotoxizitat in der Lunge wurde an weiblichen und ménnlichen Mausen untersucht. Die Méuse, welche entweder
defizient (mEH-KO) oder Wildtyp (mEH-WT) fir mEH waren, wurden inhalativ fiir vier Stunden gegen 5, 10 oder
20 ml Naphthalin/m® exponiert. Ab 5 ml/m® wurden bei allen Mausen geschwollene und vakuolisierte Atemwegs-
epithelzellen detektiert, sowohl intra- als auch extrapulmonal. In den extrapulmonalen Atemwegen waren die Sché-
den bei mEH-KO-Maiusen geringer als bei WT-Mausen, jedoch nicht vollstindig aufgehoben. Im intrapulmonalen
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Atemtrakt, der Stelle der Tumorbildung nach inhalativer Exposition bei Mausen (NTP 1992), waren mEH-KO-Méuse
bei Exposition gegen 20 ml/m® empfindlicher gegeniiber Naphthalin-induzierter Zytotoxizitit als WT-Méuse; fiir
minnliche Méuse gilt dies zusitzlich auch bei 5 ml/m3. Die Autoren schlussfolgern, dass die Naphthalin-induzierte
Toxizitdt und Kanzerogenitit im Atemtrakt bei Méusen nicht ausschliellich durch mEH-generierte Metabolite be-
dingt wird. Geschlechtsspezifisch wurden im intrapulmonalen Atemtrakt mehr GSH-konjugierte Metaboliten (mEH-
unabhingige) bei médnnlichen (WT und mEH-KO) als bei weiblichen Méusen generiert. Weibliche Mduse waren etwas
suszeptibler gegeniiber Naphthalin-induzierter Zytotoxizitat, sowohl im intra- als auch extrapulmonalen Atemtrakt
(Carratt et al. 2016).

In einem Mausmodell zu Fibrose und obstruktiven Lungenerkrankungen induzierten 14 wéchentliche intraperitoneale
Gaben von Naphthalin in den Lungen eine Schadigung von Keulenzellen und regionale Hyperproliferation von epi-
thelialen Vorlauferzellen, was zur Fibroblastenproliferation und peribronchialer Kollagenablagerung (Fibrose) fithrte.
Dies ging einher mit einer Induktion an fibrinogenen Zytokinen TGFf (Transforming growth factor beta) und CTGF
(Connective tissue growth factor) und einem erhchten Gesamtkollagengehalt der Lunge (Aoshiba et al. 2014). Es wurde
jedoch kein Hinweis auf eine durch Naphthalin induzierte epithelial-mesenchymale Transition beobachtet, die bei
obstruktiven Lungenerkrankungen eine Rolle spielen kann (Watanabe et al. 2016).

In der ToxCast-Datenbank der US EPA zeigt Naphthalin in 20 von 894 In-vitro-Tests biologische Aktivitat. Samtliche
dieser 20 positiven Tests wurden in humanen Leberzelllinien durchgefiihrt (Bailey und Rhomberg 2020; US EPA 2020).
Von den positiven Tests wurden 15 mit verschiedenen Hinweisen auf eine moglicherweise eingeschrankte Aussage-
kraft ausgewiesen. In den fiinf anderen Tests wurde eine Aktivierung von CYP2B6, CYP3A4, Retinoid-X-Rezeptor
(zwei Tests) und Ostrogenrezeptor a gezeigt. Es waren jedoch jeweils mehrere Tests, welche diese zelluldren Proteine
untersuchen, auch negativ, weshalb ein einziges positives Ergebnis nicht eindeutig auf eine spezifische Wirkung eines
Stoffes auf dieses zelluldre Ziel hindeutet. Mittels NMR-spektroskopischer Analyse konnte in einer von drei frisch
in DMSO geldsten Proben kein Naphthalin detektiert werden (NIH 2022). Somit ist nicht klar, ob die inaktiven Tests
auf fehlende Aktivitit des Naphthalins oder fehlende Substanz in der Probe zuriickzufithren sind und die Daten fiir
Naphthalin sind somit mit Vorsicht zu betrachten.

Der Naphthalinmetabolit 1,2-Naphthochinon, jedoch nicht 1,2-Dihydroxynaphthalin, kann die katalytische Aktivitat
der Proteinkinase C in vitro storen, welche essentiell fiir zelluldre Signaltransduktion und ebenfalls an der Zellpro-
liferation beteiligt ist (Yu et al. 2002 b).

Eine Inhibierung der humanen Topoisomerase II alpha, welche an der DNA-Transkription beteiligt ist, wurde durch
1,2- und 1,4-Naphthochinon verursacht (Gurbani et al. 2012).

2.5 Zusammenfassung der Wirkungsmechanismen

Obwohl neue Studien und Ubersichtsartikel auf einen nicht-genotoxischen Wirkungsmechanismus bei der kanzero-
genen Wirkung von Naphthalin hindeuten, ist nicht abschlieBend geklart, inwieweit die genotoxische Wirkung von
Naphthalin zur Kanzerogenese beitragt. Die CYP-vermittelte Oxidation von Naphthalin fithrt zum 1,2-Epoxid und zu
einer Vielzahl weiterer, z. T. reaktiver Metaboliten, die vor allem nach Konjugation mit GSH, Glucuronséure oder Sulfat
entgiftet und ausgeschieden werden. Hohere Naphthalinkonzentrationen fithren zu einer Erschépfung des intrazellu-
laren GSH-Gehaltes, wodurch die reaktiven Metaboliten an zellulare Makromolekiile binden konnen. Diese kovalente
Bindung tritt in Geweben mit hoher CYP-Aktivitit auf. Als besonders empfindlich erwiesen sich die Keulenzellen der
Lunge der Maus und das nasale Epithel der Ratte. In Leber und Nieren, aber auch in der Lunge anderer Spezies wird
zwar auch kovalente Bindung beobachtet, aber die Toxizitét ist dort weniger ausgeprégt als in der Lunge der Maus.

Der postulierte Wirkungsmechanismus der Tumorentstehung tiber eine starke lokale Entziindungsreaktion durch
zytotoxische Metaboliten des Naphthalins, welche erst bei hoheren Konzentrationen durch Proteinbindung der Meta-
boliten nach GSH-Depletion auftritt, ist nicht vollstdndig belegt.

So wurden Mikronuklei in vitro auch bei nicht-zytotoxischen Konzentrationen induziert. Besonders durch das Auf-
treten von DNA-Bindung im Zusammenhang mit fehlenden Mutagenitétstests in Zielgeweben der Kanzerogenitét
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lasst sich ein genotoxischer Wirkungsmechanismus nicht abschlieend ausschlieffen und anhand der Datenlage keine
Effektschwelle ableiten.

3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

Naphthalin wird im Tierversuch inhalativ, oral und dermal gut aufgenommen (Greim 1995, 2001). Die wenigen vor-
liegenden Daten lassen dies auch beim Menschen vermuten (AGS 2018; SCOEL 2010).

An Ratten wurden Blut:Luft-Verteilungskoeffizienten von 700 bis 760 bestimmt (Morris und Buckpitt 2009). Die inhala-
tive Resorption ist bei der Maus héher als bei der Ratte (Maus 0,5 ml/m3: 90 %; Ratte 1 ml/m>: 50 %). Bei beiden Spezies
nimmt die prozentuale Resorption mit steigender Konzentration ab. Durch eine Vorbehandlung der Tiere mit 5-Phenyl-
pentin, einem Inhibitor von Naphthalin-metabolisierenden CYP, wurde die Aufnahme stark reduziert (Morris 2013;
Morris und Buckpitt 2009). Die Modellierung der Deposition im Atemtrakt beim Menschen nach inhalativer Exposi-
tion ergibt 12-34 % im extrathorakalen Bereich und 66-87 % im tracheobronchialen Bereich bei Atemvolumina von
15-60 1/min (AGS 2018; Zhang und Kleinstreuer 2011).

Zur dermalen Aufnahme liegt eine Probanden-Studie vor. Es wurden je fiinf weibliche und mannliche Probanden an
beiden Unterarmen (insgesamt 20 cm? in luftabgeschlossenen Expositionskammern) gegen 1 ml eines Naphthalin-
haltigen Kampfjet-Treibstoffes (JP-8; 0,3 % Naphthalin) exponiert. Die Aufnahme des Stoffes in die Haut wurde tber
Klebefilm-Analysen und die Penetration tiber den Naphthalin-Blut-Konzentrationsverlauf ermittelt. Aus der Kinetik
wurde unter Beriicksichtigung des Blutvolumens eine Permeabilitétskonstante Kp von 5,3 x 10 cm/h ermittelt. Aus
der Expositionskonzentration lisst sich damit ein Flux in Héhe von 0,159 pg/cm? pro Stunde errechnen (Kim et al. 2006).
Mit dem Naphthalin-haltigen JP-8 wurden auflerdem In-vitro-Studien sowohl am Schweine-Ohr-Modell als auch an
der Humanhaut durchgefiihrt. Dabei wurde ein Flux von 0,376 bzw. 0,451 pg/cm? pro Stunde ermittelt (Kanikkannan
et al. 2001 a, b). Eine Schlepperfunktion durch die anderen im JP-8 befindlichen aromatischen Kohlenwasserstoffe
kann nicht ausgeschlossen werden.

Im Nachtrag aus dem Jahr 2001 sind In-vitro-Permeabilitidtskonstanten (cm/h) fiir die abdominale Affenhaut berich-
tet. Sie betragen in Aceton 5,12 x 1073, in Aceton plus kiinstlichem Schweif3 6,31 x 107 und in Aceton plus Schmierél
1,87 x 1072, Der Flux (umgerechnet aus den nmol/cm?/h-Angaben) betrug 0,035 + 0,028 pg/cm? pro Stunde (in Schmierfett)
und 0,130 £ 0,051 pg/cm? pro Stunde (in Aceton plus kiinstlichem Schweif}) (Greim 2001).

Der Hauptausscheidungsweg von radioaktiv markiertem Naphthalin ist der Urin (Greim 1995, 2001). Bei Ratten werden
etwa 77-93 % mit dem Urin, 6-14 % mit der Atemluft und etwa 7 % mit den Faeces ausgeschieden. Die Eliminationshalb-
wertszeit betrdgt 48 bis 72 Stunden (AGS 2018). Auch beim Menschen ist eine schnelle Ausscheidung mit dem Urin
gezeigt worden (Klotz et al. 2016; SCOEL 2010).

3.2 Metabolismus

Der Metabolismus von Naphthalin ist bereits ausfiihrlich in der MAK-Begriindung aus dem Jahr 1995 und der BAT-
Begriindung aus dem Jahr 2016 dargestellt. Naphthalin wird hauptséchlich in der Leber verstoffwechselt, aber auch
in Nieren, Atemtrakt und Nasenepithel (Greim 1995; Klotz et al. 2016).

Der Metabolismus von Naphthalin verlauft iiber einen mehrstufigen Prozess. Der erste Schritt beinhaltet die Oxida-
tion zum instabilen 1,2-Naphthalin-Epoxid, welche durch eine Vielzahl an CYP-Enzymen katalysiert werden kann.
Das reaktive Epoxid kann entweder direkt kovalent an zellulaire Makromolekiile binden, mittels GSH-Konjugation
zu Mercaptursiduren detoxifiziert oder weiter modifiziert werden. Durch spontane Umlagerung kénnen dabei
1- und 2-Naphthole oder durch enzymatische Hydratisierung das Naphthalin-1,2-dihydrodiol entstehen, welche nach
Glucuronidierung oder Sulfatierung mit dem Urin ausgeschieden werden. Weitere CYP- oder Aldo-Keto-Reduktase-
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katalysierte Oxidation der Naphthole oder von Dihydrodiol kann zur Bildung von 1,2- oder 1,4-Dihydroxynaphthalin
(1,2-DHN und 1,4-DHN) fithren, welche in hochreaktive Naphthochinone umgewandelt werden kénnen (Bailey et al.
2016; Greim 1995, 2001; Klotz et al. 2016). Auch die Bildung von 1,2-Dihydroxy-3,4-epoxy-1,2,3,4-tetrahydronaphthalin
(Diolepoxid) ist beschrieben (ATSDR 2005). Die Naphthochinone sowie das Diolepoxid werden als toxische Metaboliten
angesehen (AGS 2018; Bailey et al. 2016).

Die Detoxifizierung iiber GSH, Sulfatierung oder Glucuronidierung ist besonders bei niedrigeren Naphthalinkon-
zentrationen relevant; hohe Konzentrationen an Naphthalin konnen zur Depletion von GSH, aktiviertem Sulfat oder
Glucuronsaure fithren, was die Bildung von reaktiven Metaboliten erméglicht (Bailey et al. 2016; Greim 1995).

3.2.1 Speziesspezifische Unterschiede im Metabolismus

Die relativen Mengen an Intermedidrmetaboliten, die Bildung reaktiver Metabolite und das Vorkommen der ver-
schiedenen Stoffwechselwege sind spezies- und gewebespezifisch und bedingen die spezifische Toxizitat (IARC 2002;
Preuss et al. 2003). So kann z.B. das im ersten Schritt gebildete 1,2-Epoxid in zwei stereoisomeren Formen vorliegen,
1R,2S- und 1S,2R-Epoxid, wobei das Verhaltnis speziesspezifische Unterschiede aufweist. Das 1R,2S-Epoxid wird in
der Lunge bei Méusen sowie in der Nase bei Ratten, Mdusen und Hamstern gefunden und korreliert mit der dort auf-
tretenden Toxizitat. Im Gegensatz dazu wird in der Lunge von Ratten, Hamstern, Affen und Menschen hauptsachlich
das 1S,2R-Epoxid gefunden (Buckpitt et al. 1992; Cruzan et al. 2009).

3.2.1.1 Nager

Unabhingig vom Aufnahmeweg sind die Keulenzellen der Lunge bei der Maus die Zielzellen der Toxizit4t, wohingegen
das nasale Epithel das Zielgewebe der Toxizitét bei der Ratte ist. Fiir die Bildung der toxischen Metaboliten werden
bei beiden Nagerspezies besonders die CYP2F-Enzyme verantwortlich gemacht. So zeigten Knockout-Versuche in
Maéusen, dass CYP2F2 essentiell fiir die schadigende Wirkung des Naphthalins in der Lunge ist, CYP1A1 und CYP1A2
jedoch keine wichtige Rolle spielen (Genter et al. 2006; Li et al. 2011). Hingegen wurde in Studien mit Knockout-Mausen
nachgewiesen, dass auch andere als CYP2ABFGS-Enzyme der Lunge in der Lage sind, Naphthalin zu bioaktivieren
(Kovalchuk et al. 2017). Weitere Untersuchungen an Knockout-Mausen zeigen, dass eine verminderte Clearance durch
hepatische CYP zu einer erhéhten Naphthalin-Toxizitat in den Atemwegen fithrt (Kovalchuk et al. 2019).

Die nasale Toxizit4t von Naphthalin bei Médusen wird durch CYP2A5 bedingt, wogegen CYP1A1, 1A2 und 2F2 hierbei
keine wichtige Rolle zu spielen scheinen (Hu et al. 2014; Li et al. 2011). Dem widerspricht eine Studie, in der die Vor-
behandlung mit dem CYP2F-Inhibitor 5-Phenyl-1-pentin die Naphthalin-induzierte Schiadigung in der olfaktorischen
Mukosa in der Nase bei Mausen kompensierte (Genter et al. 2006).

Die wiederholte Gabe von Naphthalin beeinflusste die Expression von Naphthalin-metabolisierenden Enzymen bei
Nagern. So wurde bei Ratten nach 7-tagiger intraperitonealer Gabe von 200 mg Naphthalin/kg KG die Expression von
CYP2F und CYP2B sowie die von CYP-Reduktase im Lungenepithel statistisch signifikant reduziert. Die kovalente
Bindung von Metaboliten an zellulare Proteine war jedoch nicht verringert (Lakritz et al. 1996). Bei Mdusen erhohte
sich nach 7-tagiger Applikation von 200 mg Naphthalin/kg KG die Expression der GSH-S-Transferasen in der Leber
um 68 %. In der Lunge wurde diese Erh6hung nicht beobachtet (Mitchell et al. 2000).

3.2.1.2 Mensch

Beim Menschen sind im Urin nach Exposition gegen Naphthalin 1- und 2-Naphthol, 1,2-DHN sowie 1-Naphthylmer-
captursdure nachweisbar, wobei 1,2-DHN den grofiten Anteil ausmacht (Klotz et al. 2018, 2019). Dazu passt, dass in
vitro mit menschlichen Lebermikrosomen 1,2-Dihydrodiol, 1- und 2-Naphthol im Verhiltnis von 100:10:1 entsteht
(Cho et al. 2006).

Das humane CYP2F1 hat in vitro nur eine geringe Aktivitat fiir Naphthalin. Jedoch kann humanes CYP2A13, welches
die hochste Aktivitit in der Nase gefolgt vom Atemtrakt aufweist, Naphthalin ebenfalls metabolisieren (Carr et al. 2003;
Fukami et al. 2008; Su et al. 2000; Weems und Yost 2010; Zhang und Ding 2008). Auch in fiir die Gene CYP2FI und
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CYP2A13 hemizygot humanisierten Méusen leisten die Enzyme einen signifikanten Beitrag zur Naphthalin-induzier-
ten Atemtrakt-Toxizitdt. Die Toxizitat war jedoch geringer als bei Wildtyp-Méusen (Li et al. 2017).

Die Rate des Naphthalin-Stoffwechsels ist in vitro im Lungengewebe von Méusen etwa 3-, 8- bzw. 100-mal héher als
die von Hamstern, Ratten und Affen (IARC 2002).

Das Verhaltnis von 1,2-Dihydrodiol zu 1-Napthol betréigt bei Umsetzung von Naphthalin in vitro durch Mikrosomen
aus menschlichem Lebergewebe 8,6, bei Leber-Mikrosomen der Maus (phenobarbitalbehandelt) hingegen 04, was
darauf hinweist, dass beim Menschen die enzymatische Deaktivierung des Epoxids im zunachst gebildeten Naph-
thalin-1,2-epoxid sehr viel effizienter erfolgt als bei der Maus (IARC 2002). Auch im Vergleich zur Ratte fiithrte die
In-vitro-Inkubation von Naphthalin mit einem Pool humaner Lebermikrosomen von 150 Patienten hauptséachlich
zur Bildung von 1,2-Dihydrodiol, wobei nach Inkubation mit Lebermikrosomen von Ratten vermehrt das 1-Naphthol
gefunden wurde (Wang et al. 2020).

3.2.1.3 Rhesusaffen

In einer nur als Zusammenfassung publizierten In-vitro-Studie war die Metabolisierung von Naphthalin in pri-
parierten Lungen aus neugeborenen Rhesusaffen am hochsten in den mittleren bronchioliren Atemwegen und am
niedrigsten in den respiratorischen Bronchiolen (k. w. A.). Die Metabolisierung war im Vergleich zu Nagetieren gerin-
ger und fand hauptsachlich im Parenchym statt. Die Menge der gebildeten GSH-Konjugate und Diole entsprach der
der kovalent gebundenen Naphthalin-Metaboliten (Greim 2001).

3.3 Fazit

Naphthalin wird vor allem inhalativ, in Abhéngigkeit von der Konzentration, aber auch oral und dermal gut auf-
genommen. Die Exkretion erfolgt hauptsachlich mit dem Urin. Nach Aufnahme in den Organismus wird Naphtha-
lin enzymatisch zu verschiedenen reaktiven Metaboliten verstoffwechselt, welche seine Toxizitat bedingen. Hierbei
bestehen speziesspezifisch sowohl qualitative als auch quantitative Unterschiede im Metabolismus, insbesondere bei
der CYP-katalysierten Oxidation. Die CYP2F-Enzyme im Atemtrakt beim Nager, dem Zielgewebe der Naphthalin-
induzierten Toxizitét, zeigen eine besonders hohe enzymatische Aktivitit gegeniiber Naphthalin.

4 Erfahrungen beim Menschen

Siehe Greim (1995). Zu den Endpunkten einmalige Exposition, Wirkungen auf Haut und Schleimhiute, allergene
Wirkung sowie Reproduktionstoxizitit liegen keine neuen Daten vor.

Wiederholte Exposition

In einer Querschnittsstudie an 61 seit mindestens zwolf Monaten nichtrauchenden mannlichen Beschéftigten in
schleifmittelherstellenden Betrieben (drei in Deutschland, zwei in Osterreich) wurden akute sensorisch-irritative
oder (sub)chronische entziindliche Effekte an Auge, Nase und Atemwegen durch eine Naphthalinexposition unter-
sucht. Naphthalin wird in der schleifmittelherstellenden Industrie offen gehandhabt und es stellt beziiglich poten-
tieller irritativer Wirkung auf die Atemwege die hauptsédchliche Expositionsquelle dar. Die Untersuchungen wurden
innerhalb einer Arbeitswoche am Montag vor Schichtbeginn und am Donnerstag nach Schichtende durchgefiihrt.
Durch Endoskopie der Nase wurden (sub)klinische Zeichen auf Reizungen, Entziindungen und Schadigungen der
Nasenschleimhaut untersucht. Anhand von Fragebégen wurden mégliche Gew6hnungseffekte an den Naphthalin-
geruch sowie die subjektive Beurteilung der Geruchs- und Reizwirkung ermittelt und die Geruchsempfindlichkeit
durch den Sniffin’ Sticks-Test ermittelt. Weiterhin wurden Verianderungen der humoralen und zelluliren Zusam-
mensetzung von Blut, Nasenspiilfliissigkeit (NALF) und induziertem Sputum (IS) untersucht. Basierend auf Daten
personengebundener Luftmessungen und Ergebnissen eines biologischen Monitorings (Summe von 1- und 2-Naph-
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thol im Urin) und einer Arbeitsanamnese wurden die Teilnehmer in eine Gruppe hoch Exponierter (n=22, direkte
Exposition bei den Tatigkeiten Mischen, Sieben, Formen und Pressen), eine Gruppe moderat Exponierter (n =17, Nach-
barschaftsexpositionen, gelegentlicher Aufenthalt im Expositionsbereich) und in eine Referenzgruppe (n=22) unter-
teilt. Die wihrend einer Arbeitsschicht ermittelte Naphthalinkonzentration lag im Mittel bei 0,15 mg/m® (Median:
0,13 mg/m?; Bereich: 0,05-0,36 mg/m?) in der Referenzgruppe, bei 0,66 mg/m? (Median: 0,59; Bereich: 0,20-1,22) in der
moderat exponierten und bei 6,97 mg/m? (Median: 6,30; Bereich: 2,46-11,58) in der hoch exponierten Gruppe. Bei den
hoch Exponierten wurden in Einzelfillen, besonders bei der Tatigkeit Sieben, Kurzzeitwerte von bis zu 145,8 mg/m?
gemessen. Vorhergegangene Messungen (k. w.A.) ergaben in drei Unternehmen geringe Konzentrationen von Staub
(einatembare Fraktion <5,5 mg/m3, alveolengingige Fraktion <1,0 mg/m®) und in zwei Betrieben von bis zu 100 pg
kristalline Kieselsdure/m?®. Fiir das biologische Monitoring wurden Urinproben tiglich Montag bis Donnerstag vor
und nach der Schicht gesammelt; fiir die Referenzgruppe nur Montag und Donnerstag. Die Naphtholkonzentrationen
(Summenwert) lagen im Nachschichturin im Bereich von <1-10127 pg/l und zeigten eine lineare Korrelation mit der
Naphthalinkonzentration in der Luft. Zusatzlich wurde im Verlauf der Arbeitswoche ein sidgezahnférmiger Anstieg
der Naphthol-Summenwerte beobachtet. Der Referenzwert (BAR) der beruflich nicht-exponierten Allgemeinbevol-
kerung von 35 pg/l wurde teilweise bei gegen Naphthalin exponierten Beschéftigten selbst nach einem arbeitsfreien
Wochenende noch tiberschritten. Erst nach mindestens zwei Wochen ohne Naphthalinexposition (z. B. Urlaub) lag die
Ausscheidung der Naphthole wieder im Bereich des BAR-Wertes. Die Autoren schlussfolgern, dass somit kein ldnger-
fristiger Speichereffekt von Naphthalin im Organismus gegeben ist.

Die Beschéftigten unterschieden sich beziiglich ihres Alters. Im Mittel waren die hoch Exponierten 39,4 (25-58), die
moderat Exponierten 46 (24-60) und die Referenzgruppe 46 (23-62) Jahre alt. Die Expositionsdauer lag im Mittel bei
den hoch Exponierten mit 6,8 (0,3-21,8) Jahren etwas niedriger als bei den moderat Exponierten mit 9,1 (0,4-33,9) und
der Referenzgruppe mit 9,0 (0,6-34,4) Jahren.

Chronische Erkrankungen wie Schilddriisenfunktionsstérungen, Hypertension oder erhéhte Cholesterinwerte,
Erkrankungen der Nase und Atemwege wie chronische Rhinitis, Bronchitis oder Asthma sowie Atemwegsallergien,
Atopie oder ein eingeschranktes Riechvermogen kamen bei gegen Naphthalin Exponierten nicht haufiger vor als in
der Referenzgruppe. Arbeitsbedingte Augen- und Nasenbeschwerden wurden bei den hoch Exponierten im Vergleich
zur Referenzgruppe statistisch signifikant haufiger berichtet. In der moderat exponierten Gruppe traten Nasen-, jedoch
keine Augenbeschwerden auf. Die Beschiftigten der hoch exponierten Gruppe fithrten ihre Augenbeschwerden auf
die Naphthalinexposition zuriick, wihrend die Beschiftigten der Referenzgruppe sie auf die Bildschirmarbeit zurtick-
fuhrten. Die Beschéftigten der hoch exponierten Gruppe erkldrten weiter, dass Augen- und Nasenreizungen nur beim
direkten Umgang mit Naphthalin spiirbar waren. Die Autoren schlussfolgerten, dass es sich bei den Augenbeschwer-
den um subjektive Beschwerden handelt, die nicht das Kriterium einer adversen sensorischen Irritation erfillen.

Allgemein beschrieben die Beschéaftigten den Geruch von Naphthalin als intensiv und unangenehm und es waren
keine Unterschiede zwischen den Expositionsgruppen und auch keine Gewohnungseffekte wahrend der Studienwoche
zu beobachten. Im Vergleich zu den anderen Gruppen bezeichneten sich die Mitarbeiter der hoch exponierten Gruppe
als weniger empfindlich gegeniiber Geriichen und Chemikalien. Die endoskopische Untersuchung der Nase ergab am
Montag vor Schichtbeginn keine (sub)klinischen Anzeichen einer Reizung, Entziindung oder Schédigung der Nasen-
schleimhaut. Am Schichtende am Donnerstag wurden leicht geschwollene Nasenschleimhaut und leicht vermehrte
Sekretion in den beiden exponierten Gruppen im Vergleich zur Referenzgruppe beobachtet. Jedoch unterschieden
sich die beiden exponierten Gruppen nicht statistisch signifikant voneinander und es wurde auch keine Konzentra-
tions-Wirkungs-Beziehung in Bezug auf eine zunehmende Anzahl oder eine zunehmende Schwere von entziindlichen
Effekten mit zunehmender Exposition beobachtet.

Fiir die gemessenen zelluldren und humoralen Parameter in Serum, NALF und IS wurden keine statistisch signifikan-
ten Unterschiede zwischen den drei Gruppen beobachtet. Aufler verminderten Clara-cell-secretory-protein (CC16)-
Gehalten im Serum am Donnerstag wurden keine Unterschiede zwischen Vorschichtproben am Montag und Nach-
schichtproben am Donnerstag gefunden. Die Autoren schlussfolgern, dass kein konsistentes Muster an entziindlichen
Effekten durch die Naphthalinexposition feststellbar ist sowie keine Konzentrationsabhingigkeit.
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Die meisten untersuchten Parameter unterschieden sich weder zwischen den moderat und hoch Exponierten noch
zeigten sie eine adverse Veranderung im Laufe der Studienwoche. Die Autoren schlussfolgern, dass es unter Beriick-
sichtigung des ausgepragten Unterschiedes in der Expositionshéhe fraglich erscheint, dass die beobachteten geringen
Unterschiede auf die Naphthalinexposition zuriickzufithren seien. Zusammenfassend waren bei mittleren langjahri-
gen Expositionen bis zu einer Hohe von ca. 7 mg/m3 und zum Teil erheblichen kurzzeitigen Uberschreitungen keine
Naphthalin-assoziierten Effekte erkennbar (Sucker et al. 2017, 2021; Weiss et al. 2020).

Reproduktionstoxizitat

In der Bewertung des Ausschusses fiir Gefahrstoffe sind einige Studien zur Fertilit4t dargestellt. Diese berichten tiber
eine inverse Korrelation von Spermienmotilitat bzw. Spermienmenge zur Konzentration von 1-Naphthol bzw. 1-Hyd-
roxynaphthalin oder 1-Hydroxynaphthalin und 2-Hydroxynaphthalin (AGS 2018).

Uber transplazentare Naphthalinvergiftungen wird in der Begriindung von 1995 berichtet. In beiden Fillen hatten
werdende Miitter tiber lingere Zeit im letzten Trimenon der Schwangerschaft naphthalinhaltige Mottenkugeln gekaut.
Sieben Stunden bzw. drei Tage nach der Geburt trat bei den Neugeborenen eine hamolytische Andmie mit Gelbsucht
auf (Greim 1995). Es liegen Fall-Studien zu hamatologischen Effekten bei Neugeborenen nach maternaler Exposition
gegen Naphthalin vor, jedoch keine epidemiologischen Daten (AGS 2018). Auch in zwei neuen Studien traten hima-
tologische Effekte nach Kauen von Mottenkugeln wihrend des zweiten und dritten Trimenons auf (Sahni et al. 2019;
Shafer et al. 2020).

Lineare Modelle wiesen Assoziationen zwischen der Konzentration an 2-Hydroxynaphthalin im Urin von 263 Schwan-
geren und einem niedrigeren Geburtsgewicht (-4,38 % Hochexponierte gegeniiber Niedrigexponierte bezogen auf
2-Hydroxynaphthalin; p (Trendtest) = 0,049) und einem gestiegenen Schédelbildungsindex (+4,30 % Hochexponierte
gegeniiber Niedrigexponierte bezogen auf 2-Hydroxynaphthalin; p (Trendtest) = 0,038) nach (Nie et al. 2018).

Genotoxizitat

Chromosomale Aberrationen und Translokationen in Lymphozyten im Blut von 113 Kindern aus grof3stadtischem
Umfeld korrelierten statistisch signifikant mit den Konzentrationen von 1- und 2-Naphthol im Urin (Orjuela et al.
2012). Aufgrund moglicher Expositionen gegen andere Verursacher wie andere PAK ist es nicht moglich, den Anstieg
der Chromosomenaberrationen auf die Exposition gegen Naphthalin zuriickzufithren (Bailey et al. 2016). Die Studie
wird daher nicht zur Bewertung herangezogen.

In zwei weiteren Studi