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0.1 Zusammenfassung

Der Kanzerogenitatsversuch an Ratten sollte als letzte Stufe einer Untersuchungsreihe Fragen zur
Staubkanzerogenitat beantworten. Dazu wurden als spezifisch toxische Staube Quarz und
ultrafeines amorphes SiO, ausgewahlt, auRerdem zwei granulare Staube ohne bekannte
spezifische Toxizitat, die sich in ihrer Partikelgréf3e und spezifischen Oberflache erheblich
unterscheiden; das sind ultrafeiner Industrieruf3 (mittl. Gro3e 0,014 um, BET-Oberflache ca. 300
m2/g) und quarzfreier Kohlenstaub (mittl. GréRe 4 um, BET-Oberflache 4,1 m2/qg). Dartber hinaus
wurde eine Quarzgruppe mit dem Silikosehemmstoff Poly-2-vinylpyridin-N-oxid (PVNO) behandelt,
um zu uberprifen, ob PVNO die durch Quarz induzierte Kanzerogenese bei niedriger Quarzdosis
ebenso wenig hemmt wie friiher bei hoher Dosis.

Die Staube wurden Wistar-Ratten als Suspension in NaCl-Lésung in die Luftréhre instilliert, und
zwar in relativ niedrigen Dosen: 3 mg Quarz, 15 mg amorphes SiO, (aufgeteilt auf 30 Instillationen
von 0,5 mg im Abstand von 2 Wochen wegen der kurzen Verweildauer in der Lunge), 5 mg Ru3-UF
und 10 mg Kohlenstaub (aufgeteilt auf 10 Instillationen in wochentlichem Abstand). Nach 9 Monaten
wurden 10 Tiere jeder Gruppe getotet und auf Zellen in der bronchio-alveolaren Spulflissigkeit und
Lungenverénderungen untersucht. Alle anderen Tieren lebten ihre normale Lebensdauer bis zum
Versuchsabschluf3 im 29. Monat nach Versuchsbeginn.

Von den alt gewordenen Tieren konnten nur 17 aus jeder Gruppe untersucht werden, und zwar mit
unterschiedlichem Aufwand. In drei Gruppen (amorphes SiO,, Kohlenstaub, Kontrolle) wurden von
allen Lungen 60 Schnitte anstatt routinemafig 6 Schnitte auf Tumoren und Praneoplasien
untersucht, weil insbesondere bei dem bisher ,negativen* amorphen SiO, méglichst alle Tumortiere
erkannt werden sollten. Die Ergebnisse zeigen die tendenziell erwarteten Unterschiede zwischen
Intensivhistologie (60 Schnitte untersucht, 6 von 17 Tieren mit Lungentumor, 7 mit Praneoplasien)
und Routinehistologie (nur jeder 10. Schnitt beurteilt, 2 von 17 Tieren mit Lungentumor, keine
Praneoplasien). Die nicht signifikante Kanzerogenitat nach der Routineuntersuchung geht allerdings
nicht parallel mit den Befunden tber Entziindung und Fibrose, deren Auspragung etwa ebenso
stark ist wie bei den beiden Gruppen Quarz mit PVNO und Ruf3, bei denen auch die Kanzerogenitat
mit 47 % bzw. 35 % deutlich im positiven Bereich liegt. Die Zahl der neutrophilen Granulozyten
(PMN) in der Lungenspulflissigkeit war beim amorphen SiO, sogar 66 % hoher als in der
Quarzgruppe ohne PVNO. Dazu stellt sich die Frage nach einem zusatzlichen Faktor, der bei den in
der Lunge persistierenden Stauben neben der Entziindung zur Tumorinduktion beitragt. Dieser
Faktor kdnnte z.B. in einem anderen Entziindungstyp liegen. Mehrere Autoren schliel3en aus ihren
Befunden auf eine Partikelaufnahme durch Epithelzellen und dort auf eine direkte toxische Wirkung,
die auch ohne Entziindung oder parallel dazu ablauft. Die neuen Ergebnisse sprechen nicht dafir,
dass chronische Entziindungen jeder Genese fir die Lunge ein kanzerogenes Agens darstellen,
dessen Starke mit den bisher lblichen diagnostischen Methoden quantifiziert werden kann.

PVNO hemmte die Quarzkanzerogenitat zwar im Prinzip, aber quantitativ nur mafig. Hier besteht
ein Unterschied zu alten Untersuchungen, in denen der Hemmeffekt von PVYNO auf die zytotoxische
und fibrogene Quarzwirkung starker ausgepragt war und bis zur Reduzierung auf die Wirkung von
.Inertstaub” gefiihrt hatte.

Ultrafeiner Rul? erzeugte bei 35 % der 17 mit Routinediagnostik untersuchten Tiere Tumoren, und
zwar mit einer Lungenstaubdosis, die nur etwa 1%-mal so hoch war wie der Volumengrenzwert fiir
Feinstaub der MAK-Kommission. Kohlenstaub mit rechnerisch im Mittel fast 300-mal grof3eren
Partikeln induzierte in der niedrigen verabreichten Dosis bei den 17 untersuchten Tieren keine
Tumoren. Dieser fehlende positive Befund kann nicht im Sinne eines tolerables Krebsrisikos von
weniger als 1 : 1.000 bei Einhaltung des MAK-Wertes interpretiert werden, weil die etwa 7-fache
Dosis sich in einem friiheren Versuch mit 57 % Tumorhaufigkeit als stark tumorerzeugend erwiesen
hat und der Vertrauensbereich bei der kleinen Tierzahl grof3 ist.

Fraunhofer ITEM Prif. Nr. 05N99524 und 05N99525
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0.2 Summary

The carcinogenicity experiment with rats, as the last part of a series of investigations, was to provide
information on dust carcinogenicity. Quartz and ultrafine amorphous SiO, as specifically toxic dusts
were selected for this experiment, and in addition two granular dusts without known specific toxicity,
but with marked differences in particle size and specific surface area: ultrafine industrial carbon
black (mean size 0.014 um, BET surface approx. 300 m?/g) and non-quartz-containing coal dust
(mean size 4 um, BET surface 4.1 m2/g). In addition, one quartz group was treated with the silicosis
inhibitor poly-2-vinylpyridine-N-oxide (PVNO), so as to verify whether PVNO also does not inhibit
guartz-induced carcinogenesis at low quartz doses, as previously observed with high quartz doses.

The dusts, suspended in NaCl solution, were instilled into the trachea of Wistar rats at relatively low
doses: 3 mg quartz, 15 mg amorphous SiO; (split between 30 instillations of 0.5 mg each at
intervals of 2 weeks because of the short retention time in the lung), 5 mg UF carbon black and 10
mg coal dust (split between 10 instillations at weekly intervals). After 9 months, 10 animals of each
group were killed and examined for cells in the bronchoalveolar lavage fluid and for pulmonary
lesions. All other animals lived for their normal lifetime until termination of the experiment in month
29 after the experimental start date.

Out of the animals that had reached an old age, only 17 from each group could be examined, and
investigations were performed at different levels of intensity. In three groups (amorphous SiO,, coal
dust, control), 60 sections per lung, instead of the routine 6 sections, were investigated for tumors
and preneoplastic lesions, aiming to detect all tumor-bearing animals in particular in the group
treated with amorphous SiO,, which so far had produced "negative” results. The results obtained
are in line with the expected differences between intensive (60 sections investigated, 6 of 17
animals with lung tumors, 7 with preneoplastic lesions) and routine histological analyses (only every
10th section analyzed, 2 of 17 animals with lung tumors, no preneoplastic lesions). The non-
significant carcinogenicity indicated by the routine investigation, however, is in contrast to the
findings of inflammation and fibrosis, which were found at degrees roughly corresponding to those
in the two groups treated with quartz and PVNO and with carbon black, where carcinogenicity (47 %
and 35 %, respectively) was also clearly in the positive range. The number of neutrophil
granulocytes (PMN) in lung lavage fluid was even 66 % higher with amorphous SiO, than in the
group treated with quartz but not with PVNO. The question thus arises as to whether there is an
additional factor contributing to tumor induction besides inflammation in the case of dusts that
persist in the lung. This factor could e.qg. lie in a different type of inflammation. Several authors have
concluded from their findings that the epithelial cells take up particles, leading to a direct toxic effect
which may also occur without inflammation or in parallel with it. The new results do not support the
hypothesis that chronic inflammation of any origin acts to the lung as a carcinogenic agent whose
potency could be quantified with the presently common diagnostic methods.

PVNO, in principle, inhibited quartz carcinogenicity, but quantitatively the effect was only moderate.
There is a difference here compared to previous investigations, in which the inhibitory effect of
PVNO on the cytotoxic and fibrogenic actions of quartz had been stronger, resulting in a reduction
even to the effect of "inert dust".

Ultrafine carbon black produced tumors in 35 % of the 17 animals examined with the routine
diagnostic methods, and this result was obtained with a lung dust dose that was only about 1.5
times the volume limit value for fine dust defined by the MAK commission. Coal dust, whose
calculated mean patrticle size is larger by a factor of almost 300, induced no tumors at the low
dosage in the 17 animals examined. This non-positive finding though cannot be interpreted in the
sense of a tolerable cancer risk of less than 1 : 1.000 if the MAK value is complied with, because an
approx. 7-fold dose proved to be strongly carcinogenic in a previous experiment with a tumor
incidence of 57 % and the confidence interval is large with so small a number of animals.
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1. Einleitung

Zahlreiche schwerltsliche Staube mit geringer oder bisher nicht erkannter spezifischer
toxischer Wirkung haben in der Rattenlunge nach Inhalation oder intratrachealer
Instillation zur Tumorbildung geftihrt. Unklar ist, inwieweit Lungenlasionen nach hoher
Exposition von Stauben als rattenspezifisch angesehen werden; insbesondere eine
persistierende Entziindung sowie multifokale bronchiolo-alveolédre Hyperplasien, die aus
Typ-1l Pneumozyten und Bronchialepithelien hervorgehen.

Ziel des Forschungsprojektes war eine zeitlich mehrstufige Untersuchung der
Beziehungen zwischen Entzindungsstadien und Fibroseentwicklung als Vorlaufer einer
spateren Tumorentstehung in der Rattenlunge nach intratrachealer Instillation
unterschiedlicher Staube: Quarz, Quarz + PVNO (subkutan applizierter Silikose-
hemmstoff), amorphes SiO, (I6slich), Kohlenfeinstaub und ultrafeiner Ruf3. Diese Studie
umfasste 5 Abschnitte:

agrwbdE

Vorversuche

Hauptversuch 1 Monat (05N98524)
Hauptversuch 3 Monate (05N99501)
Hauptversuch 9 Monate (05N99524)
Hauptversuch 28-29 Monate (05N99525)

Studie 1, 2, und 3 (05N98524 und 05N99501) dienten zur Dosisfindung fir den
Kanzerogenitatsversuch. Nach Abschluss der 1- und 3-Monatsstudie richteten sich die
langerfristigen Versuche (9 und 30 Monate) auf die Beantwortung folgender

Fragestellungen:

Wie sind Entziindungsreaktionen, Fibrosegrad, Praneoplasien und
Tumorhaufigkeit durch Quarz (DQ 12), Quarz + PVNO, amorphes
SiO,, RuB Printex®-90 und Kohlenstaub miteinander quantitativ
assoziiert?

Reduziert der Silikosehemmstoff PVYNO (Polyvinylpyridin-N-oxid)
neben der Fibroseentwicklung auch die Tumorentstehung und die
Haufigkeit der praneoplastischen Lasionen, die durch eine relativ
niedrige Quarzdosis erzeugt werden? Lasst sich aus der Antwort auf
diese Frage schlieRen, dass Fibrose und Lungentumorhaufigkeit sich
zumindest partiell voneinander unabhangig entwickeln?

Fuhrt amorphes SiO, als zwar leicht I6slicher, aber toxischer Staub
nach Verabreichung kleiner Einzeldosen zu Tumoren durch die
induzierte chronische Entziindung? Lasst sich die Tumorursache als
chronische Entzindung identifizieren, unabhéngig von der Ursache
der Entziindung, oder ist die Anwesenheit von biobestandigen
Partikeln in der Lunge eine zusétzliche Voraussetzung fur die
Tumorentstehung?

(Anmerkung: Zum Zeitpunkt des Projektantrags wurde aufgrund von
Hinweisen angenommen, der in Wasser unlésliche Staub wirde in der Lunge
groRtenteils mit kurzer Halbwertszeit geldst. Die Annahme einer leichten
Loslichkeit konnte aber nicht mit Daten untermauert werden. Zu belegen ist
bisher nur eine kirzere Persistenz in der Lunge im Vergleich mit anderen
Stauben.)

Fraunhofer ITEM Prif. Nr. 05N99524 und 05N99525
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e Unterscheiden sich die histologisch erfassbaren Reaktionen auf
Partikel, deren Grof3en am oberen Ende der Alveolengangigkeit
liegen, wesentlich von denen auf ultrafeine Partikel?

e Wirkt eine relativ niedrige Dosis ultrafeiner Ru3partikel im
Instillationsversuch an der Rattenlunge noch kanzerogen?

e Wirkt eine relativ niedrige Kohlenstaubdosis (mittlerer Durchmesser
4 um) im Instillationsversuch an der Rattenlunge noch kanzerogen?

e Ist es erforderlich, mit der Schnittzahl von 60/Lunge zu arbeiten, um
bei langen Tumorinduktionszeiten auch kleine, makroskopisch nicht
erkennbare Tumoren histopathologisch erfassen zu kénnen?

¢ Inwieweit sprechen die bekannten Reaktionen auf granulare
biobestandige Staube in der Menschenlunge flr oder gegen eine
Analogie der Befunde bei Ratte und Mensch?

Die wichtigsten Ergebnisse aus den Vorversuchen, der 28-Tage und 90-Tage-Studie
wurden veroffentlicht (Ernst et al. 2002). Die Auswertung beinhaltete die Analyse der
Lungenspdilflissigkeit (BALF), immunbiologische, gentoxische und histopathologische
Untersuchungen. Sie soll im Folgenden kurz dargestellt werden: In den Quarz- und
amorphen SiO,-Gruppen bewirkte PVNO eine deutliche Verringerung verschiedener
Entztindungsparameter. Auch histopathologische Untersuchungen (28- und 90-Tage-
Studien) zeigten in den PVNO-Gruppen eine Verringerung von Inzidenz- und Schwere-
grad der interstitiellen Fibrose, bronchiolo-alveolaren Hyperplasien und granulomatdser
Alveolitis. Die in vitro Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Stickoxid (NO)
und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) von BALF-Zellen gegenliber Lipopolysac-
chariden (LPS) war in allen Partikelgruppen verringert. PVNO bewirkte eine Erhéhung
der Reaktivitat gegenliber LPS in den Quarz- und amorphen SiO,-Gruppen. Nach 9
Monaten zeigte die Analyse der BALF ahnlich erh6hte Enzymwerte, Gesamtproteinwerte
und Leukozytenzahlen. Inwieweit diese Reaktionen mit der Tumorhaufigkeit in den
Versuchsgruppen korrelieren, sollte nach der histologischen Auswertung der
Kanzerogenitatsstudie beantwortet werden.

Histologische Ergebnisse der 9-Monatsstudie (05N99524) und der Kanzerogenitats-
studie (05N99525) werden im Folgenden beschrieben.
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2. Material und Methoden
Prifsubstanzen

Quarz: Dérentruper Quarzsand, Mahlung Nr. 12 (Robock 1973). Partikelgré3e 50 % <
1,1 um. Quarzstaub wurde in einer Reihe von Inhalationsstudien an Ratten untersucht.
Sowohl nach Inhalation als auch nach intratrachealer Instillation wurden Lungentumoren
beschrieben. Alveolengangiger kristalliner SiO,-Staub in Form von Quarz und Cristobalit
ist als Humankanzerogen eingestuft (IARC, 1997; Greim, 1999; Schllter, 2003). In
dieser Studie wurde Quarz als Positivkontrolle verwendet.

Amorphes SiO,: Aerosil® 150 von Degussa (verdampftes Siliziumdioxid) mit einem
mittleren arithmetischen Durchmesser der Primérpartikel von 0,014 um; BET Oberflache
150+15 m?/g; Dichte ~ 2,2 g/m?; > 99,8 % SiO, (Degussa 1984). Amorphes SiO, ist akut
toxisch und kann eine Fibrose erzeugen; bisher ist keine eindeutige Kanzerogenitat
beschrieben worden.

RuR: Printex®-90 von Degussa mit einem mittleren Durchmesser der Primarpartikel von
0,014 um; BET Oberflache ca. 300 m#/g, Dichte 1,8-1,9 g/m2 (Degussa 1994). Mit
diesem Ruf3typ wurden zwei Inhalationsstudien an Ratten durchgefiihrt, in denen
Lungentumoren nachgewiesen wurden (Heinrich et al. 1994; 1995). Die
Lungenbeladungen mit Ruf3 am Ende des ersten Expositionsjahres waren jedoch mit 15
und 38 mg sehr hoch.

Kohlenstaub: gemahlene Magerkohle mit SiO, < 0,1 %, Asche 5 %, Dichte 1,4 g/ml,
Partikelgrofl3e 50 % 4 um (gemessen mit dem Coulter Counter) (Armbruster et al. 1979),
BET Oberflache 4,1 m?/g (Eickhoff 2001).

Weitere Kenndaten der vier gepriften Staube kdnnen Tabelle 7.1 bis Tabelle 7.3
entnommen werden.

Poly-2-vinylpyridin-N-oxid (PVNO): Laborname P 204 (Brockhaus & Schlipkdter, 1960).
Hergestellt 1986 im Labor von Dr. Brockhaus, Medizinisches Institut fir Umwelthygiene,
Dusseldorf; 2 % NaCl-Losung. PVNO dient als experimentelles Modell, um den
Mechanismus der quarzinduzierten Tumorentwicklung im Vergleich mit der bekannten
Silikosehemmung (Pott et al. 1970; Pott, 2004) in diesem Projekt zu untersuchen.

Tween® 80 (Polyoxyethylen-sorbitanmonooleat): von Sigma-Aldrich P-1754. Tween® 80
wurde als Detergens fur die Suspension von ultrafeinem Ruf3 und Kohlenstaub
verwendet.

Versuchstiere und Tierhaltung

Weibliche Wistar WU Ratten (Crl:Wi(WU)BR) wurden im Alter von 6 Wochen von
Charles River Deutschland, Sulzfeld, bezogen und randomisiert auf die Kafige verteilt.
Die Tiere wurden unter konventionellen Bedingungen gehalten: Zwei Ratten pro
Polycarbonat-Kéafig mit 800 cm? Grundflache, Leitungswasser, pelletiertes Futter (1324N
spezial, Altromin International, D 32791 Lage) ad libitum, Weichholz-Einstreugranulat,
Raumtemperatur 22 £2° C, relative Luftfeuchtigkeit 55 £15 % und 12 h hell/dunkel-
ZyKlus. Alle Tiere wurden taglich beobachtet, ihr Korpergewicht individuell einmal pro
Woche in den ersten drei Monaten ermittelt, in der Folgezeit alle 4 Wochen bis zum
Versuchsende.
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Behandlung

Die Partikelsuspensionen wurden den mit CO,: 0, (65 %:35 %) anasthesierten Ratten
intratracheal instilliert. Unmittelbar vor der Applikation wurden die Suspensionen mittels
Ultraschall homogenisiert und mit einem Mixer bis nach der Instillation in Suspension
gehalten. Dosierungen und Behandlungsintervalle sind Tabelle 7.4 und Tabelle 7.5 zu
entnehmen.

Begrindung der angewandten Dosen
Quarz

Die Dosis wurde so gewahlt, dass kein Wirkungsmaximum erreichen werden sollte, sie
sollte so niedrig sein, dass sie durch einen nicht spezifisch toxischen Staub mit &hnlicher
PartikelgrofZenverteilung und Dichte héchstens zu einer nicht signifikanten Erhéhung der
Tumorrate fihren wirde. Auch wurde beabsichtigt, dass das Maximum der lichtmikros-
kopisch beurteilten Entziindungsstarke eindeutig unter dem Maximum der
histopathologischen Bewertungsskala liegen sollte. Damit sollte eine Verkiirzung der
Lebenszeit durch die Silikose vermieden werden, wie sie in erheblichem Mal3e nach
Instillation einer Dosis von 15 x 3 mg der gleichen Quarzstaubcharge aufgetreten war
(Pott et al., 1994). Allerdings hatten in der gleichen Versuchsreihe 15 Instillationen zu je
3 mg Quarz Min-U-Sil 15 die Uberlebenszeit nicht verkiirzt; auRerdem wurde in
morphometrischen Untersuchungen eine deutliche Hemmung der Fibroseentwicklung
durch PVYNO nach mehr als 2-jahriger Versuchszeit beobachtet (Friemann et al. 1995),
aber im Unterschied dazu keine Reduzierung der Tumorrate. Infolgedessen ging es bei
der Wahl der Quarzdosis darum, ein ,.zu hoch®, als auch ein ,zu niedrig" zu vermeiden,
letzteres, um ein Verminderungspotential des PVNO auf die Kanzerogenitat, wenn es
denn wirklich vorliegt, auch erkennbar zu machen. Mit der nunmehr angewandten
Instillation von 3 mg Quarzstaub schienen die Anforderungen erflillt.

Amorphes SiO2

Ziel war es, eine chronische pulmonale Entziindung ahnlich wie durch alveolengéangige
granulare biobestandige Staube ohne bekannte spezifische Kanzerogenitat (GBS) zu
erzeugen und aufrecht zu erhalten; die Entziindung sollte aber nicht wesentlich mit der
Anwesenheit eines GBS in der Lunge assoziiert sein. Aufgrund der mehrfach
beschriebenen starken entziindlichen Wirkung von amorphem SiO; (s. 4.4) und keinem
begrindbaren Verdacht auf eine Kanzerogenitat nach makroskopischer Auswertung der
19-Staube-Studie (Pott und Roller, 2000) fiel die Wahl auf hochdisperses amorphes
Siliciumdioxid. Dieser Ultrafeinstaub ist zwar in Wasser nicht l6slich (Degussa, Sicher-
heitsdatenblatt fir AEROSIL 200; 24.06.1982); aber seine seit langem bekannte hohe
akute Toxizitat einerseits und die Rickbildung von erzeugten Entziindungsreaktionen
und Granulomen nach dem Absetzten der Exposition andererseits wurde auf seine — im
Verhdltnis zum Quarz — rasche Elimination zurtickgefiihrt. Im Rahmen des Projekts
wurde die Verweildauer von Aerosil 150 in der Rattenlunge untersucht (Ernst et al.
2002). 6 Stunden nach der Instillation von 2 mg wurden in den Lungen 82 % SiO,
gefunden, 18 % nach zwei Tagen. Die sich daran anschliel3ende Halbwertszeit betrug
11 Tage. Dabei konnte allerdings geldstes und nicht geldstes SiO; nicht voneinander
unterschieden werden. Hiermit ist eine wichtige Frage Uber das Verhalten im Kdrper
nicht geklart.

Im Hauptversuch wurden 30 Instillationen von je x 0,5 mg SiO, amorph in zweiwdchigem
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Abstand verabreicht mit der Erwartung, dass die damit ber einen Zeitraum von etwa
funfviertel Jahren erzeugte chronische Entziindung ausreicht, um eine Tumorentstehung
zu induzieren, falls ein solcher Wirkungsmechanismus den entscheidenden Verursacher
darstellt.

RuR-UF

Die instillierte Dosis sollte zu einer Lungenbeladung fiihren, die fur den Ultrafeinstaub
nicht wie in den meisten vorangegangenen Untersuchungen deutlich ber dem Staub-
volumengrenzwert der MAK-Kommission von 1 uL Staub/g Kontroll-Lunge liegt (Greim,
1997), sondern nur unwesentlich dartiber. Dieser Grenzwert gilt zwar nur fur Feinstaub
und nicht fur Ultrafeinstaub, aber die von der MAK-Kommission formal festgelegte
Grenze zwischen der Partikelgrof3e von Feinstaub und Ultrafeinstaub von 0,1 um sollte
nicht als biologisch begrindete Schwelle betrachtet werden, sondern als Punkt irgendwo
in einem kontinuierlichen Ubergang, dessen Verlauf noch nicht hinreichend bekannt ist.
Zur Zeit der Antragstellung 1997 war noch von der Vorstellung ausgegangen worden,
der hier verwandte ultrafeine Ruf3 Printex 90 sei ein gut geeigneter Modellstaub fiir
Dieselru3partikel, weil die am Dieselrul3 adsorbierten organischen Stoffe keinen
wesentlichen Anteil an der kanzerogenen Wirkung verursachen und weil die Priméar-
partikel von Dieselruf3 in der gleichen Gréf3enklasse liegen (Klingenberg et al., 1991).
Dies Annahmen treffen beztiglich der organischen Stoffe nach wie vor zu, aber die
kugelférmigen Primarteilchen des Dieselrufd von 0,01 bis 0,05 um Durchmesser
vergréRRern sich durch Agglomeration und Aggregatbildung weit mehr als Ruf3 Printex
90. Dieser Unterschied erklart die in mehreren Untersuchungen etwa um den Faktor 2
starkere Wirkung des kunstlichen Ruf3es im Vergleich zum Dieselrul3.

Kohlenstaub

Die Gesamtdosis von 10 mg wurde aufgrund der Erfahrungen aus der 19-Staube-Studie
gewahlt (Pott und Roller, 2003). Die dort angewendeten Dosen wiederum hatten sich an
der Staublast der Lungen von Bergleuten aus dem Steinkohlenbergbau orientiert, die im
Mittel bei etwa 15 g pro Lunge lag mit Werten tiber 509 bis zu 100 g (Einbrodt, 1965;
1967; King et al., 1956). Das Lungengewicht von Mannern im Alter von 20 Jahren
betragt etwa 1.000 g (Geigy, 1968), das entspricht 15 mg Staub pro g Lunge; bei einer
Dichte von 2 g/mL wéren das 7,5 pL Staub/g Lunge. In der 19-Staube-Studie wurden
nach 11 Instillationen von je 6 mg des gleichen Kohlenstaubes, der in der aktuellen
Studie angewendet wurde, bei 57 % der Ratten Lungentumoren diagnostiziert (Pott et
al., 2000). Infolgedessen erschien es méglich, mit 15 % dieser Dosis Tumoren zu
erzeugen. Im Rickblick muss es jedoch im Rahmen der Streubreite solcher Ergebnisse
und des grof3en mittleren Partikeldurchmessers des Kohlenstaubs, der mit seinem
Medianwert von 4 um mit dem gréf3eren Teil seiner Masse aul3erhalb des Feinstaub-
bereichs lag, als Fehleinschatzung betrachtet werden, hiermit eine wahrscheinlich
statistisch signifikante Erh6hung der Tumorrate zu erwarten. Bei Anwendung des
Malf3stabs von Pott und Roller (2003) fir die kanzerogene Wirkungsstéarke, der bei der
Versuchsplanung noch nicht vorlag, wiirden etwa 30 mg des verwendeten Kohlenstaubs
der Wirkungsstarke von 5 mg ultrafeinem Rul3 entsprochen haben.

Sektion der Versuchstiere

Die Ratten wurden moribund oder am Studienende (nach 9 bzw. etwa 28 Monaten)
schmerzlos durch Ausbluten getdtet. Im Anschluss daran erfolgte die Sektion und
Protokollierung der Befunde. Die Uberlebenszeiten der Tiere nach Versuchsbeginn sind
in Tabelle 7.6 eingetragen.
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Herstellung der Préparate fur die histologische Untersuchung und histopatho-
logische Diagnhostik

Die Lungen aller Tiere der Kanzerogenitatsstudie (9 Monats-Studie, Pruf-Nr.: 05N99524,
sog. 30 Monats-Studie, Prif-Nr.: 05N99525; die im 29. Monat noch lebenden Tiere
wurden getétet) wurden durch Instillation von 10 %igem Formalin (intratracheale Infusion
von 10 %iger neutraler Formalinldsung mit 20 cm Wasserdruck) fixiert. Alle finf nach
den Zuschneide-Richtlinien fir Inhalationsstudien nach Bahnemann et al. (1995)
getrimmten Lungenlappen wurden dehydriert und in Paraffin eingeblockt. Zuséatzlich
wurden jeweils Trachea und die lungen-assoziierten Lymphknoten (LALN) asserviert.

Histologie an Einzelschnitten

Von 102 Tieren (17 Tiere/Versuchsgruppe) wurden 3 um dicke Schnitte aus 6 Lungen-
blocken hergestellt (Lappen 3 und 5, je die ventrale und dorsale Halfte; Lappen 2 + 4,
Lappen 1), mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt und histologisch untersucht. In den Fallen, in
denen ein Tumor bereits makroskopisch auffiel, wurde zusatzlich ein Schnitt durch den
Tumor gelegt.

Histologie an Stufenschnitten

Von 77 Tieren (22 Tieren der Kontrolle, 7 Tieren der Quarz-, Quarz + PVYNO- und der
Printex®-RuRR-Gruppe sowie je 17 Tieren der Aerosil®- und Kohlenstaub-Gruppe/Ver-
suchsgruppe) wurden aus 6 Lungenbldcken (ventrale und dorsale Lungenhélfte von
Lungenlappen 3 (lobus dexter caudalis) und 5 (lobus sinister), Lappen 1 (lobus dexter
cranialis), Lappen 2 (lobus dexter medialis) und Lappen 4 (lobus dexter accessorius)
mindestens 60 bis maximal 78 Hamatoxylin-Eosin gefarbte, 3 um dicke Stufen-
schnitte/Lunge im Abstand von 250 um angefertigt und histologisch untersucht (nur
Prufung 05N99525).

Naherungsweise Ermittlung von Tumorvolumina

Bei den in den Serienschnitten entdeckten Neoplasien und Praneoplasien wurde eine
Flachenbestimmung mit Hilfe zweier Durchmesser durchgefihrt. Die Langenmessungen
wurden mit Hilfe eines Messgitters im Strahlengang des Mikroskops am mikroskopi-
schen Objekt durchgefihrt. Die langste Tumorausdehnung wurde als Hauptachse mit
einem mittleren senkrecht zu dieser Linie stehenden Querdurchmesser multipliziert. Die
Flache wurde in mmz2 angegeben. Flache x Abstand (0,25 mm) ergibt das Volumen einer
Tumorscheibe. Eine Addition aller ermittelten Scheiben pro Tumor ergibt einen
Naherungswert fir das Volumen des Gesamttumors (Abbildung 1).
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n
V=D*ZAi (n=Zahlder Schnittebenen, A= gemessene Flache, D= Schnittabstand)
i=1

Lwiw
ayoe|own |

Abbildung 1: Bestimmung der Tumorvolumina. Die Einzelwerte sind Tabelle 7.7 im
Anhang zu entnehmen.

Diagnostische Kriterien

Fur die histopathologische Befundung wurde die vom Projekt ‘International
Harmonization of Rat Nomenclature'
(http://webintern.item.fraunhofer.de/webreni/reni_f/RIDX_F.htm) vorgeschlagene
Nomenklatur zur Klassifikation von Lungentumoren und Praneoplasien bei der Ratte
verwendet. Die dazu gehdrigen diagnostischen Kriterien wurden von der IARC
(Dungworth et al. 1992) veréffentlicht.

Fur die semiquantitative Bewertung der nicht-neoplastischen histopathologischen
Lungenbefunde wurde eine Graduierung, die neben histologischen Kriterien
insbesondere Ausbreitung bzw. Grof3e beriicksichtigt, nach folgendem Schema
durchgefihrt:

0 = keine Veranderungen, 1 = sehr geringgradig, 2 = geringgradig, 3 = mittelgradig, 4 =
hochgradig, 5 = sehr hochgradig.
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Herstellung der Préparate fir die bildanalytische Bestimmung des Fibrosegrades
und MeBRmethode

Quantitative Bestimmung des Bindegewebsanteils in der Lunge: Nach 9 und 28
Monaten Versuchszeit wurden von je 60 Tieren (10 Tiere/Versuchsgruppe) 3 um dicke
Schnitte aus einem Lungenblock mit Siriusrot zur Darstellung von Bindegewebe
angefarbt und bildanalytisch untersucht (Prifung 5N99525). Dabei wurde nach 9
Monaten Versuchszeit von den 3 kleinen Lappen der rechten Lunge und nach 28
Monaten Versuchszeit vom linken Lungenlappen die gesamte Flache analysiert. Es
wurden Bilder mit dem 10-fach Okular aufgenommen und der Flachenanteil der durch
Siriusrot gefarbten bindegewebshaltigen Bereiche an der Lungenflache bestimmt. Bei
Kontrolltieren war die Flache des gesamten linken Lungenlappens bzw. der 3 rechten
Lungenlappen deutlich geringer als bei den behandelten Gruppen, vermutlich bedingt
durch starkeres Kollabieren der Lunge bei der Fixierung. Dadurch ergibt sich eine
scheinbare Erhéhung im Bindegewebsanteil fur die Tiere der Kontrollgruppe. Deshalb
wurde aus dem Bindegewebsanteil und der Gesamtflache der Lunge die Gesamtflache
des Bindegewebes im Lungenlappen bestimmt und als Messparameter verwendet. Die
Gesamtflache des analysierten linken Lungenlappens nach 28 Monaten war im
Vergleich zur Gesamtflache der analysierten 3 kleinen Lungenlappen nach 9 Monaten
Versuchszeit gemittelt iber die 6 Gruppen um etwa 15% kleiner.

Statistik

Die statistische Auswertung der histopathologischen Befunde wurde mit dem
paarweisen Fisher-Test (Kontrolle gegen Behandlungsgruppen) durch das P.L.A.C.E.S.
System (Version 2000.1, Instem Life Science Systems, UK) durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse
Histopathologie

Dritter Teil des Hauptversuchs tUber 9 Monate (Prifung 05N99524)
Untersuchungsparameter:
Lunge:

Eine tabellarische Ubersicht tiber die histopathologischen Befunde der Lunge befindet
sich im Anhang in Tabelle 7.8.

In der 9-Monatsstudie traten in keiner der Behandlungsgruppen Neoplasien auf, nur

2 Tiere der Quarzgruppe entwickelten hochgradige bronchiolo-alveolare Hyperplasien
mit fokalen Atypien.

Die Quarzgruppe wies im Vergleich zu den tbrigen Behandlungsgruppen die deutlichste
interstitielle Fibrose (mittel- bis hochgradig), die ausgepragteste alveolare Lipoproteinose
sowie die starkste entziindliche Reaktion, gekennzeichnet durch Uiberwiegend
mittelgradige alveolare und interstitielle Entziindungszellinfiltrate, auf.

Der Zusatz von PVNO fihrte zu einer deutlichen Verminderung der alveolaren
Lipoproteinose (hochgradig — geringgradig), zu einer Reduktion der Entziindungs-
reaktionen (80 % mittelgradig — 30 % mittelgradig und 60 % geringgradig) und zu einer
geringeren Ausbildung der interstitiellen Fibrose sowie der bronchiolo-alveolaren
Hyperplasien.

Interstitielle fibrotische Granulome wurden bei allen Tieren der Aerosil®-Gruppe (gering-
bis mittelgradig) aber nur bei je einem Tier (mittelgradig) der beiden Quarzgruppen
beobachtet (Tabelle 7.8).

Vierter Teil des Hauptversuchs tiber 30 Monate (Priifung 05N99525)

Ergebnisse der Tumordiagnostik

Makroskopisch haben sich Tumoren nicht eindeutig feststellen lassen, da die mehr oder
weniger erhabenen weifRen oder weil3grauen speckigen Bezirke vor allem in der Quarz-
und Aerosil®-Gruppen sowohl als Zeichen einer Fibrose als auch in einigen Fallen als
Tumor zu deuten sind (siehe Forschungsbericht FKZ 2986661273, Ergebnisse,

4. Makroskopische Sektionsbefunde der Lungen und lungenassoziierten Lymphknoten).

Die in den einzelnen Versuchsgruppen histologisch diagnostizierten préaneoplastischen
und neoplastischen Alterationen der Lunge von Ratten, die mindestens zwei Jahre nach
der ersten Instillation Gberlebten, sind in Tabelle 7.9 zusammengefasst, unterteilt nach
Typen und nach Haufigkeiten der Lungen mit einem oder mehr als einem Tumor pro
Gruppe, auf3erdem die Zahl der insgesamt gefundenen Tumoren und die Anzahl der
Ratten mit praneoplastischen Lungenlasionen, die alle fokalen/multifokalen bronchiolo-
alveolaren Hyperplasien Grad 4 und Grad 5 sowie Plattenepithelmetaplasien Grad 4 und
5 umfassen. Bei insgesamt 70 Lungentumoren aus den Versuchsgruppen Quarz, Quarz
+ PVNO, SiO; amorph und Ruf3 wurde das Volumen bestimmt; die Ergebnisse zeigt
Tabelle 7.7. Dabei handelt es sich um diejenigen Tumoren, die in diesen vier
Versuchsgruppen in Spalte b) der Tabelle 7.9 eingetragen sind.
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Kurzbeschreibung der in Tabelle 7.9 zusammengestellten Ergebnisse:

e Partikel-induzierte Tumoren traten in der héchsten Inzidenz (71 %) bei den mit
Quarz behandelten Ratten auf. Sie umfassten bronchiolo-alveolare Adenome
und Karzinome, zystisch keratinisierende Epitheliome sowie keratinisierende und
nicht keratinisierende Plattenepithelkarzinome. Die Behandlung mit dem
Silikosehemmstoff Polyvinyl-pyridin-N-oxid (PVNO) senkte die Tumorhaufigkeit
bei den 17 mit 6 Schnitten untersuchten Tieren von 70 % auf 47 %, die mittlere
Tumorhaufigkeit pro Lunge wurde durch PVYNO um den Faktor 2,5 von 1,9 auf
0,71 reduziert. Das Volumen der 10 vermessenen Lungentumoren aus der
PVNO-Gruppe (Tabelle 7.7) lag in 9 Fallen unter 5 mms3, nur ein Tumor war
groBBer, wahrend das Tumorvolumen in der Quarzgruppe bei etwa jedem dritten
der 44 vermessenen Tumoren grol3er war als 5 mms3, davon bei vier Uber
100 mm3 (Abbildung 2).

e In der Gruppe Amorphes SiO, wurde mit der histologischen Routinediagnostik
bei 2 von 17 Tieren (12 %) ein Lungentumor gefunden. Nach Untersuchung der
Lungen an je 60 Stufenschnitten (,Intensivhistologie®) fanden sich bei 6 Ratten
Tumoren und bei 7 Tieren eine Praneoplasie, mit der Routinehistologie keine. Mit
diesem Ergebnis ist die Zahl der Tumortiere im Vergleich zur Kontrolle statistisch
signifikant erhéht, wenn die Kontrolle mit 0,0 % Lungentumoren angenommen
wird: 6 / 17 = 35,3 %, p = 0,0038.

e Ultrafeiner Rul3 erzeugte mit einer Lungenstaubbelastung, die nur wenig tber
dem Staubvolumengrenzwert der MAK-Kommission lag, eine mit 8 Tumortieren
eindeutig erhdhte Lungentumorhaufigkeit. Zwei dieser 8 Tiere wurden nur durch
die Untersuchung von 60 anstatt von 6 Lungengewebsschnitten ,positiv*.

¢ |n der Kohlenstaubgruppe fanden sich keine Tumoren in 17 Lungen; von allen
sind 60 Stufenschnitte untersucht worden; bei 3 Tieren wurde eine Praneoplasie
diagnostiziert. Der Unterschied zur Kontrolle mit 1 Praneoplasie ist statistisch
nicht signifikant.

Berechnung der Wahrscheinlichkeit der Tumorerkennung

Mit Hilfe der Daten, Uber wie viele Stufenschnitte sich die gefundenen Tumoren
verteilten, wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der man in Abhangigkeit von der
Tumorhdhe den Tumor bei verschiedener Anzahl Schnitte finden musste. Dabei wurde
bei den beiden grofRen Lungenlappen eine Hohe von

20 x 0,25 =5 mm und bei den 3 kleinen Lungenlappen eine Gesamthdhe von
10 x 0,25 = 2,5 mm angenommen.

Die Verteilung der Schnitte ist in der Fu3note zur Tabelle 7.10 erlautert. Bei der in
diesem Versuch bei der Analyse der Stufenschnitte gefundenen Verteilung der
Tumorhohe ergeben sich folgende Wahrscheinlichkeiten, Tumoren zu finden:

44 % bei 3 Schnitten
74 % bei 7 Schnitten
86 % bei 12 Schnitten

In Tabelle 7.10 wird angegeben mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Tumor mit definierter
Hohe (z. B. 1 mm) bei Untersuchung von 3 Schnitten (34%), 7 Schnitten (80%) und 12
Schnitten (100%) entdeckt werden kann.
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Abbildung 2. Zusammenfassung der 70 vermessenen Tumoren (Ergebnisse der Naherungs-
bestimmungen in Tabelle 7.7 und Aufteilung in vier GréRenklassen. Der kleinste
Durchmesser des Anschnitts eines Tumors, mit dem er noch als solcher
histologisch diagnostiziert werden kann, betragt etwa 0,2 mm.

Nicht neoplastische Veranderungen

Eine tabellarische Ubersicht tiber die nicht-neoplastischen histopathologischen Befunde
der Lunge befindet sich im Anhang in Tabelle 7.11. Tabelle 7.12 zeigt die numerischen
Mittelwerte der Einzelbewertungen/Behandlungsgruppe, bei denen das Ausmalf3 der
Lasionen in Schweregrade von 0-5 eingeteilt wurde. Die Mittelwerte der 9-Monatsstudie
werden denen der 30 Monatsstudie gegeniibergestellit.

In allen Behandlungsgruppen - jedoch in sehr unterschiedlichem Ausmal} - konnten
partikel-induzierte histologische Veranderungen festgestellt werden. Interstitielle und
intra-alveoldre Ansammlungen von partikel-beladenen Makrophagen (mit Anzeichen von
Degeneration und Nekrose am stérksten bei der Quarz-Gruppe, in geringerem Ausmalf}
auch bei der Quarz+PVNO- und Printex®-RuR-Gruppe), eine multifokale alveolére
Lipoproteinose (mit Akkumulation von Surfactant, Zelldebris und proteinhaltigem
Material), alveoldre und Uberwiegend interstitielle Entziindungszellinfiltrate sowie eine
interstitielle Fibrose traten in allen Gruppen auf. Die starkste entziindliche Reaktion,
ausgepragteste Fibrose und deutlichste alveolare Lipoproteinose fand sich in der Quarz-
Gruppe. Diese Tendenz zeigte sich bereits nach 9 Monaten (20 % der Ratten in der
Quarz-Gruppe mit hochgradiger Fibrose, nach 30 Monaten 50%). Der Zusatz von PVYNO
fuhrte nach 9 Monaten -verglichen mit den Tieren der Quarz-Gruppe- zu einer deutlichen
Verminderung der alveoléren Lipoproteinose (hochgradig — geringgradig), zu einer
Reduktion der Entziindungsreaktionen um etwa einen Schweregrad sowie zu einer
geringgradigeren Ausbildung der interstitiellen Fibrose. Bei den Ratten der
Quarz+PVNO-Gruppe, die im 29. Monat seziert wurden, waren die entziindlichen
Veranderungen starker ausgebildet als nach 9 Monaten, aber deutlich geringer als bei
der Quarz-Gruppe des gleichen Sektionszeitraums. Fibrotische Granulome in mittel- bis
hochgradiger Ausbildung waren bei 10/17 Tieren nur bei der Quarz+PVNO-Gruppe zu
beobachten. Die Ratten der Aerosil®- und Kohlenstaub-Gruppe unterschieden sich
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hinsichtlich der Entzindungsparameter nur geringfiigig, bei beiden Gruppen waren sie
geringgradig ausgebildet. Auffallend war, dass bei den Ratten der Aerosil®-Gruppe, die
nach 9 Monaten seziert wurden, fibrotische Granulome nachweisbar waren, die in den
Lungen der Tiere der Aerosil®-Gruppe, die im 29. Lebensmonat getdtet wurden, nicht
mehr beobachtet wurden. Die Ratten der Printex®-RuB-Gruppe zeigten Gberwiegend
mittelgradige entziindliche Alterationen. Cholesteringranulome konnten bei allen Tieren
der Quarz-, bei 94% der Quarz+PVNO-, bei 94% der Printex®-Rul, bei 53% der
Aerosil®- und bei 24% der Kohlenstaub-Gruppe nachgewiesen werden. Becherzellhyper-
und -metaplasien traten bei der Mehrzahl der Tiere der Quarz-, Quarz+PVNO- und der
Printex®-RuR-Gruppe in mittel- bis hochgradiger Form auf.

Plattenepithelmetaplasien liel3en sich bei 2/17 Tieren der Kohlenstaub- (Zahl der
betroffenen Tiere nach Auswertung von 60 Schnitten/Lunge), 7/17 in der Printex®-RuR3-
(Zahl der betroffenen Tiere nach Auswertung von 60 Schnitten/Lunge bei 7 Tieren und
bei 10 Tieren nach Auswertung von 6 Schnitten/Lunge), bei 10/17 der Quarz+PVNO-
(Auswertung von 60 Schnitten/Lunge bei 7 Tieren, bei 10 Tieren Auswertung von

6 Schnitten/Lunge) und bei 11/17 Tieren in der Quarz-Gruppe (Auswertung von

60 Schnitten/Lunge bei 7 Tieren, bei 10 Tieren Auswertung von 6 Schnitten/Lunge)
feststellen. In der Kohlenstaub-Gruppe waren sie nur geringgradig ausgebildet, wéahrend
sie in den Ubrigen Gruppen alle Schweregrade aufwiesen, wobei vor allem die Quarz-
Gruppe mittel- bis hochgradige Metaplasien zeigte.

Bronchiolo-alveoldre Hyperplasien wurden in allen Versuchgruppen festgestellt.
Uberwiegend geringgradig bei der Kontrolle und Kohlenstaub-Gruppe (Einzeltiere auch
mittel- und hochgradig), gering- bis mittelgradig in der Printex®-Ru3-Gruppe (Einzeltiere
auch hochgradig), gering- bis mittelgradig in der Aerosil®-Gruppe (Einzeltiere auch
hochgradig), tiberwiegend hochgradig in der Quarz-Gruppe.

In Tabelle 7.13 sind neben der Zusammenfassung der histologisch beurteilten nicht-
neoplastischen Lasionen in den 6 Versuchsgruppen, insbesondere die Auspragung von
Entziindung und Lungenfibrose, auch die bildanalytischen Befunde der mit Siriusrot
angefarbten Bindegewebsflachen als quantitatives Mal fur die Fibrose enthalten.

Ergebnisse der bildanalytischen Bestimmung des Fibrosegrades

Da auch bei Kontrolltieren, die histologisch keine Fibrose aufwiesen, ein Teil der
Gewebeflache aus Bindegewebe besteht, wurde zusétzlich der Anstieg tUber den
Kontrollwert angegeben (Tabelle 7.13). Dieser Wert kann als ein Mal} fur die
staubinduzierte Bindegewebszunahme und damit als Grad fir eine Lungenfibrose
angesehen werden. AuRerdem wurde in der untersten Zeile der Tabelle eine
Normierung auf die Quarzgruppe (= 100%) vorgenommen. Die Fibrose war in der
Quarzgruppe schon nach 9 Monaten am héchsten von allen Behandlungsgruppen und
stieg bis zum Termin 28 Monate noch stark an. Durch PVNO wurde die fibrotische
Wirkung von Quarz nach 9 Monaten deutlich verringert und es gab fast keinen Anstieg
der Wirkung zum Termin nach 28 Monaten. Die Wirkung von amorphen SiO, (Aerosil)
war nach 9 Monaten nur wenig geringer als die von Quarz, es wurde aber nur eine
geringe Zunahme der Fibrose zwischen 9 und 28 Monaten gefunden. Die Wirkung von
RuR war ahnlich wie die von Aerosil und die Wirkung vom Kohlenstaub war gering.
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4. Bewertung der Ergebnisse und Diskussion
Applikationsmethode

Vorab sei zur Anwendung der Verabreichungsmethode durch intratracheale Instillatio-
nen Folgendes erklart, um den grundsatzlichen Einwand gegen die unphysiologische
Applikationsart aufzugreifen: Bei der Planung ihrer Instillationsexperimente wie auch der
intraperitonealen Injektionsexperimente sind Pott und Roller (1994, 2000, 2003) von der
physiologisch begriindeten Vorstellung ausgegangen, dass die Wirkung der
Gesamtdosis starker ist, wenn ihre Verabreichung auf mehrere Einzeldosen verteilt und
dadurch die Ablagerung von wenig wirksamen Staubanhaufungen in der Lunge oder im
Abdominalraum vermieden wird. Im Gegensatz dazu wird haufig die Vermutung
gedulert, die Komprimierung der im Inhalationsversuch langfristig retinierten Staubdosis
auf wenige Instillationen verursache einen massiven abseits der physiologischen
Vorgange liegenden Boluseffekt, der zu einer unrealistischen Verstarkung der
Wirkungen fuihre. infolgedessen ergabe diese Prifmethode auch in einem chronischen
Versuch keine Dosis-Wirkungsbeziehungen, die sich fir eine aussagekréftige
Risikoabschatzung verwerten liel3en.

Der vermutete artifizielle Boluseffekt miisste sich folgerichtig bei der Konzentration auf
eine einzige Instillation noch verstarken. Die urspringliche Annahme, dass die
Gesamtwirkung durch Beschréankung auf eine einmalige Instillation eher geschwéacht
wird, wurde durch den Vergleich der Wirkung von 15 x 3 mg Quarz mit 1 x 45 mg Quarz
bestatigt: Die mittlere Uberlebenszeit der nur einmal instillierten Ratten war jedoch mit
78 gegeniiber 65 Wochen 13 Wochen langer und die Tumorrate mit 23 % gegeniber
38% geringer (Pott und Roller, 1994). Die weniger gleichmafige Partikelverteilung nach
einmaliger Instillation scheint die Wirkung durch Ablagerung in gré3eren
Staubagglomeraten zu erniedrigen, maglicherweise wird auch die Lungenreinigung
verstarkt. Insgesamt erklart sich die deutlich starkere kanzerogene Wirkung einer durch
Instillationen verabreichten Dosis gegentber der im Verlauf einer chronischen Inhalation
in einem Jahr retinierten Staubdosis auf physiologische Weise durch die erheblich friiher
beginnende und dadurch verlangerte Einwirkungszeit der meist innerhalb von wenigen
Wochen instillierten Gesamtdosis. In den EPA Guidelines for Carcinogen Risk
Assessment wird daher den Early-Life Exposures eine besondere Bedeutung
zugemessen (U.S.EPA, 2005). Die héhere Empfindlichkeit der Methode kann
tatsachliche Wirkungen leichter deutlich machen, die die Schwéache durch die hoch
liegende Nachweisgrenze eines Exzess-Krebsrisikos im Bereich von 10 % in gewisser
Weise ausgleicht.

Beim Vergleich der kanzerogenen Wirkungsstérken von nicht spezifisch toxischen
Stauben in Inhalations- und Instillationsexperimenten wurde eine im Mittel um den
Faktor 5 starkere Wirkung der nach Instillation retinierten Staubvolumendosis in der
Lunge errechnet (Roller und Pott, 2005). Als Datenbasis diente bei den
Inhalationsexperimenten die am Ende des ersten Jahres in den Lungen gemessene
Staubmasse, aus der das Staubvolumen berechnet wurde. Fur die
Instillationsexperimente wurden aufgrund von Literaturdaten zwei Drittel der nominal
instillierten Staubvolumendosis als langfristig wirksame Dosis angenommen.
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Wie sind Entziindungsreaktionen, Fibrosegrad, Prédneoplasien und Tumoren bei
Exposition gegeniiber Quarz, Quarz + PVNO, amorphes SiO,, Printex®-90-Ruf und
Kohlenstaub miteinander quantitativ assoziiert?

Welchen Stellenwert hat eine chronische Entziindung als Tumorursache?

In Abbildung 3 werden die Entziindungs- und Fibrosegrade nach 9 Monaten mit den
Ergebnissen aus der Tumordiagnostik am Versuchsende in Beziehung gesetzt. Dies ist
die biologisch besser zutreffende Vergleichsbasis als die Entztindungs- und
Fibrosewerte nach 28 Monaten, weil die Entzindungsstarke im ersten Versuchsjahr eher
die GroRRe des kanzerogenen Reizes abbildet als der Entziindungsgrad am Lebensende,
wenn die Tumoren langst entstanden sind. AuBerdem |&Rt sich an den Ergebnissen
nach neun Monaten erkennen, inwieweit die Auspragungen von Entztindung und
Fibrose miteinander assoziiert sind.

Von besonderem Interesse ist der Vergleich zwischen den Gruppen Quarz + PVNO,
SiO, amorph und RulR-UF. Hier féllt auf, daf3 die fett eingerahmten Ergebnisse der
neoplastischen und praneoplastischen Veranderungen durch amorphes SiO, deutlich
geringer sind als in den beiden anderen Versuchsgruppen, obwohl der Entziindungsgrad
nach histologischer Bestimmung bei allen drei Versuchsgruppen in einem ahnlichen
Verhéltnis zum Fibrosegrad steht wie beim Quarz (Saulengruppen durch einen
gepunkteten Rahmen gekennzeichnet). In der Ruf3gruppe ist die histologisch
festgestellte Fibrose schwéacher ausgepragt, aber die bildanalytisch bestimmte
Bindegewebsflache ist als der zuverlassigere Wert anzusehen. Die als empfindlicher
Gradmesser fur die Entztindungsstarke geltenden neutrophilen Granulozyten (PMN) in
der bronchiolo-alveolaren Spiilfliissigkeit waren bei den mit amorphem SiO; instillierten
Ratten sogar deutlich héher als in der Quarz-Gruppe.

Es gibt keinen Zweifel dartiber, dass der Fibrose eine Entziindung vorausgegangen sein
muss, aber die Fibrose ist nicht die Voraussetzung fur die Tumorentstehung; zu diesem
Ergebnis kamen auch friihere Untersuchungen an Ratten (Friemann, 1995). Auch die
Beurteilung der humanpathologischen Befunde spricht dagegen, dass Lungentumoren
als Folge einer Silikose entstehen (Muller und Wiethege; 2000), obwohl sog. silikotische
Narbenkarzinome als Berufskrankheit anerkannt wurden. Die bereits in den 1980er
Jahren lange diskutierte Frage, ob die Asbestose die Voraussetzung fur die Entstehung
von Lungenkrebs und Mesotheliom sei, wurde schlie3lich verneint.

Eine der Kernfragen des Projekts war: Fihrt amorphes SiO, als toxischer Staub mit
kurzer Verweildauer in der Lunge nach Verabreichung kleiner Einzeldosen zu Tumoren
durch die damit induzierte chronische Entziindung? Aufgrund der Ergebnisse lautet die
Antwort: Im Vergleich mit den beiden Versuchsgruppen Quarz + PVYNO und Ru3-UF
hatte durch die Entzindung eine héhere Tumorhaufigkeit erwartet werden kdnnen.
(Davon unabhangig ist die durch eine Intensivhistologie gestiegene Haufigkeit von
Tumoren und Préaneoplasien zu betrachten.) Allerdings ist zu bertcksichtigen, dass als
Entzindungsparameter nur die Granulozyten in der BAL zugrunde gelegt wurden und es
deutliche Unterschiede im morphologischen Bild zwischen der SiO,-Gruppe und den
Gruppen, die mit persistierenden Partikeln behandelt wurden, gab. Diese Unterschiede
wurden z.T. schon beschrieben (Ernst et al. 2002), sollen aber noch ausfihrlicher in
einer gesonderten Publikation berichtet werden. Dennoch kdnnte die Tumorursache
nicht nur eine chronische Entziindung sein. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
zusatzliche Faktoren fur die wesentlich haufigeren neoplastischen Veranderungen und
ihre Vorstufen bei den beiden Versuchsgruppen Quarz+ PVYNO und Ru3-UF
mitverantwortlich sind. Méglicherweise sind diese Faktoren bereits in unterschiedlichen
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Entzindungstypen zu finden, deren Differenzierung mit den im Rahmen dieses Projekts
untersuchten Parametern nicht ermittelt werden konnte. Das wiirde bedeuten: Nicht jede
Art von Entziindung hat flrr die Lunge die gleiche kanzerogene Wirkung. Hierzu fehlen
allerdings noch konkretere Hinweise. Daher ist unabhangig von dem
Entzindungsgeschehen die Anwesenheit von biobestéandigen Partikeln nach Aufnahme
in Epithelzellen als mogliche Ursache fur die Tumorentstehung zu diskutieren, die die
relativ geringen neoplastischen Effekte durch amorphes SiO, erklaren kénnte. Eine
Aufnahme von Partikeln durch Epithelzellen der Lunge wurde in mehreren Arbeiten
beschrieben (Gore und Patrick, 1982; Churg et al., 1990; Churg, 1996, dort weitere
Arbeiten zitiert). Auch Johnston et al. (2000) und Saber et al. (2005) interpretieren ihre
Befunde dahingehend, dass eine Entzilindung keine alleinige Voraussetzung fir eine
DNA-Schadigung durch Partikeln darstellt. In einer Ubersichtsarbeit tiber
Untersuchungen der Wirkungsmechanismen kamen die Autoren zu dem Schluss, dass
entzundliche Prozesse allein die Ursache der neoplastischen Veranderungen sind,
allerdings ohne dass die oben genannten Arbeiten, soweit sie zu jener Zeit vorlagen,
beriicksichtigt wurden (Greim et al., 2001).

Da auch amorphes SiO; nicht innerhalb eines Tages aus der Lunge eliminiert wird,
koénnte mit einer Aufnahme in die Epithelzellen der Lunge und mit einer direkten
toxischen Wirkung gerechnet werden, die allerdings wegen der kiirzeren Persistenz in
der Lunge im Vergleich mit den anderen Stauben erheblich geringer sein mifite als die
von ultrafeinem Ruf3. Beim quantitativen Vergleich innerhalb unseres Experiments ist
jedoch zu beriicksichtigen, dal? amorphes SiO; in einer 2,4-fach héheren Volumendosis
verabreicht wurde als Ruf3. Es fehlen ausreichende Kenntnisse tiber den Stoffwechsel
von amorphem SiO,, die in die Beurteilung eingehen mif3ten.

Bei dem gepriiften Kohlenstaub mit einem mittleren Durchmesser von 4 um ist mit einem
Feinstaubanteil von nur etwa einem Drittel der Massendosis zu rechnen. Entziindungs-
reaktionen und bildanalytisch gemessene Fibroseflache betragen etwa 30 % des
Quarzwertes, also einen beachtenswerten Anteil. Tumoren waren allerdings nicht einmal
mit der Intensivhistologie zu erkennen und praneoplastische Reaktionen zeigten sich nur
an einem erhéhten Wert der bronchiolo-alveolaren Hyperplasien nach 9 Monaten (Grad
1,4 gegeniiber 0,0 in der Kontrolle). Wegen der mittleren PartikelgréRe, die rechnerisch
fast 300-mal so grof3 ist wie die des RuR-UF, ist mit einer selteneren Aufnahme in die
Epithelzellen zu rechnen, so dass die Wirkung entsprechend kleiner sein durfte.
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Abbildung 3: PMN, Entziindungs- und Fibrosegrade 9 Monate nach Versuchsbeginn
(Tabelle 7.13), dazu Ergebnisse der routinehistologischen Untersuchung auf
neoplastische Lungenveranderungen am Versuchsende im Vergleich zur Quarzgruppe
(= 100 gesetzt, Tabelle 7.14). Bei den Ergebnissen aus den bildanalytischen
Fibrosebestimmungen wurden die Werte der Kontrolle abgezogen.
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Reduziert der Silikosehemmstoff PVYNO neben der Fibroseentwicklung auch die
Tumorentstehung und die Haufigkeit praneoplastischer Lasionen, die durch eine
relativ niedrige Quarzdosis erzeugt werden?

Die PVYNO-Behandlung hat in den ersten 9 Monaten nur zu einer ziemlich begrenzten
Reduzierung von Entziindungs- und Fibrosegrad durch Quarz gefuhrt. Der bildanalytisch
gemessene Fibrosegrad am Ende der Versuchszeit entsprach den Erwartungen
aufgrund der Erfahrungen aus alten Versuchen (Pott et al., 1970; Pott 2004). Eine
Verminderung der Kanzerogenitat durch Quarz (Abbildung 3) zeigt sich in einer (nur
wenig) niedrigeren Tumorrate und Anzahl der Tiere mit Tumorvorstufen, in einer deutlich
kleineren mittleren Anzahl der Tumoren pro Lunge und in der deutlich geringeren Grol3e
der Lungentumoren (Tabelle 7.7) , die auf ein spater eintretendes Tumorwachstum
schlie3en lasst. Allerdings ist die untersuchte Tierzahl mit 17 relativ klein.

Die in der Quarz + PVYNO-Gruppe im Vergleich mit der Quarz-Gruppe ohne subkutane
PVNO-Injektion reduzierte Wirkung wurde zweifellos durch PVNO verursacht. Die
Hemmung der toxischen Wirkungen geschieht vermutlich durch PYNO-Adsorption an die
Quarzoberflache und daran anschlieRende Blockierung einer der fur die Wirkung
ursachlichen Baugruppen auf der Quarzoberflache (Radikale, Silanolgruppen, ionisierte
Silanolgruppen). Einzelheiten sind nicht geklart. Bezlglich Entziindung und Fibrose war
der PVNO-Effekt bekannt, fiir die Kanzerogenitat wurde er jetzt erstmalig gezeigt. Er war
einerseits aufgrund der Vorstellungen tber den Wirkungsmechanismus zu erwarten, weil
die Entziindung als die Voraussetzung fur die Tumorinduktion angesehen wird.
Andererseits kommt eine direkte mutagene Wirkung von Stauben auf Epithelzellen in
Betracht, da Staubteilchen auch von Epithelzellen aufgenommen werden kénnen, nicht
nur von Makrophagen. Mit 3 mg eines nicht toxischen Staubes mit der gleichen
GroRenverteilung und der gleichen Dichte wie Quarz ware vielleicht bei 1 von 17 Tieren
ein Lungentumor zu erwarten gewesen, hier waren es finf. Der PVNO-Effekt ist zwar
prinzipiell vorhanden, eine weitgehende Inaktivierung der Quarztoxizitat bis in die Nahe
eines nicht spezifisch toxischen Staubes, die aufgrund vieler alter Experimente in vivo
und in vitro als PVNO-Effekt hatte erwartet werden kdnnen, zeigte sich aber nur bei der
bildanalytischen Fibrosemessung nach 28 Monaten (Tabelle 7.13); sie ist bei der
Kanzerogenitat deutlich weniger gegeben. Infolgedessen ist mit wesentlich
unterschiedlichen Wirkungsmechanismen auf dem Weg zur Fibrose und zur
Tumorentstehung zu rechnen. Die PVYNO-Wirkungen lassen sich zwar nach wie vor mit
der Adsorption der polymeren Substanz an die Quarzoberflache am einfachsten
erklaren. Andere Mechanismen, tber die in der Literatur berichtet wurde, insbesondere
die einer Stabilisierung von zellularen Membranen gegentber Giftwirkungen
verschiedener Art, bleiben auch fur Quarz maglich.

Die neuen Erkenntnisse zusammenfassend, ist festzuhalten: PVYNO hemmte die
Quarzkanzerogenitét partiell, aber nicht weitgehend.

Fuhrt amorphes SiO,als zwar relativ schnell eliminierter, aber toxischer Staub
nach Verabreichung kleiner Einzeldosen zu Tumoren?

Erst in neuerer Zeit (Pott und Roller, 2000; 2003) wurde ein Kanzerogenitatsversuch mit
amorphem SiO, beschrieben, in dem nach 5 oder 10 Instillationen von je 3 mg
makroskopisch kein Tumornachweis gefihrt werden konnte. Mehrere Untersuchungen
Uber die akuten und subchronischen Wirkungen auf die Lunge nach Inhalation und
Instillation liegen aus friiheren Jahren vor (Klosterkétter, 1965, 1966, 1968), auRerdem
Experimente tber Wirkungen auf die Abdominalorgane nach intravendser und
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intraperitonealer Injektion (Mohn, 1963, 1965). Eine relativ neue Ubersichtsarbeit von
Warheit (2001) enthalt weitere Ergebnisse. Demnach verursacht industriell hergestelltes
amorphes SiO, auch unter extremen Bedingungen keine Silikose, und die induzierten
Granulome bilden sich nach dem Ende der Exposition zuriick. Die Erkenntnis, dass
amorphes SiO; eine fibroblastische Wirkung zur Folge hat, geht auf Arbeiten von Réssle
im Jahre 1914 zurlck (zit. aus Mohn, 1963).

Die hochdispersen amorphen SiO,-Stdube zeichnen sich dadurch aus, dass sie nach
Inhalation und intraperitonealer Injektion relativ schnell eliminiert werden (Klosterkotter
und Einbrodt, 1965; Klosterkotter, 1966). Die Frage nach der Losungsgeschwindigkeit
des in Wasser unldslichen Staubes in Zellen und Korperflissigkeiten ist nicht geklart.

Nunmehr zeigen die Ergebnisse nach routineméRiger histologischer Begutachtung mit
2 Tumortieren von 17 noch keine statistisch signifikant erhéhte Tumorinzidenz. Im
Gegensatz dazu lagen Entziindungs- und Fibrosegrade nach 9 Monaten mit etwa 70 %
der Werte von Quarz nicht erheblich tiefer, sondern im gleichen Bereich wie in den
Gruppen Quarz+PVNO und Ruf3; die PMN waren sogar 66 % Uber dem Wert der Quarz-
Gruppe angestiegen (Abbildung 3). Nach 28 Monaten ist der Entziindungsgrad
niedriger als in den Gruppen Quarz+PVNO und Ruf3. Dies lasst sich mit der bekannten
Ruckbildungstendenz der Lasionen erklaren, die nach dem Abschluss der 30-maligen
Instillation gegenuber amorphen SiO, zu erwarten sind, wahrend die Initiation und
Promotion der Kanzerogenese vorher begonnen haben sollte. Infolge des normalen
Anstiegs des Entziindungs- und Fibrosegrads mit zunehmendem Lebensalter ist das
absolute Niveau der histologisch gefundenen Veranderungen nach 9 und 28 Monaten
ungefahr in der gleichen Hohe, bildanalytisch wurde zwischen dem 10. und 29. Monat
ein geringerer Anstieg festgestellt als in der Kontrolle.

Aussagen aus alteren Versuchen, nach denen amorphes SiO; nur zu Granulomen
fuhrte, aber nicht zur permanenten Fibrose, wurden hier nicht bestatigt, sondern
bildanalytisch ergaben sich nach 9 und 28 Monaten Fibrosegrade, die in &hnlicher Hohe
oder héher waren als in den Gruppen Quarz+PVNO und Ru3-UF; nur histologisch hatte
der Fibrosegrad geringfligig abgenommen.

Das gefundene Niveau der entziindlichen und fibrotischen Reaktionen wahrend der Zeit
der Instillationen von amorphem SiO, nach 9 Monaten hatte eine deutlichere
kanzerogene Wirkung bei der dblichen histologischen Beurteilung erwarten lassen, falls
die in den beiden Gruppen Quarz+PVNO und Ruf3-UF gefundenen Tumoren allein durch
die Entziindung hervorgerufen wurden. Tatsachlich aber waren ein signifikanter
Tumornachweis und der Befund mehrerer Neoplasien erst nach einer histologischen
Diagnostik von 60 Schnitten pro Lunge verifizierbar.

Die Interpretation der Ergebnisse mit amorphem SiO, im Hinblick auf mdgliche
Wirkungsmechanismen ist jedoch nur die eine Seite der experimentellen Ergebnisse, die
andere Seite ist das Faktum, dass hier ein Stoff Lungentumoren induziert hat, der
aufgrund von Hypothesen dazu als nicht fahig eingeschatzt worden war. Allerdings
wurde — aul3er innerhalb der 19-Staube-Studie — keine Kanzerogenitatsprifung
durchgefihrt. Die nunmehr nach verlangerter Expositionsdauer mit 30 Instillationen zu je
0,5 mg im zwei wochentlichen Abstand - im Unterschied zu dem vorangegangenen
Versuch mit 10 wéchentlichen Instillationen zu je 3 mg - erhéhte Dosis war nicht
unbedingt deutlich wirksamer, denn die bisher gefundene Anzahl von 6 Tieren mit
Lungentumor und 7 Tieren mit mindestens einer Praneoplasie wurde ja erst durch die
Intensivhistologie gefunden (Abbildung 4). Nunmehr liegt jedoch ein positives Ergebnis

Fraunhofer ITEM Prif. Nr. 05N99524 und 05N99525



Fraunhofer ITEM Abschlussbericht UFOPLAN 2003, FV 203 61 215 Page 23 of 75
Teil 1l: Histologie

vor. In dieser Situation ist es erforderlich, die vorliegenden Ergebnisse durch
histologische Untersuchungen einer groReren Zahl von Lungen auf eine breitere
Grundlage zu stellen. Infolgedessen sollten zunachst zumindest weitere 10 Lungen der
Tiere aus der Altersklasse von mehr als zwei Jahren Versuchszeit an 60
Gewebsschnitten histologisch untersucht werden, auch in der Kontrollgruppe (in der
Kontrollgruppe tberlebten 30 Ratten mindestens 2 Jahre, in der SiO,-Gruppe 38
Ratten). Die Untersuchung der hohen Zahl von Lungenschnitten ist unumgénglich, um
die Trefferwahrscheinlichkeit der offenbar spat entstandenen und zum Zeitpunkt des
naturlichen Lebensendes noch kleinen Tumoren zu erhéhen.

Amorphes SiO, wurde 30 Mal instilliert, die Kontrollgruppe zum Vergleich mit der Rul3-
und Kohlenstaubgruppe nur 10 Mal. Eine entzindliche und damit moglicherweise
tumorpromovierende Wirkung von sehr haufigen Instillationen mit einem Risiko von z.B.
1 von 10.000 lasst sich nicht ausschlie3en, weil Uber die pathophysiologischen Ablaufe
zu wenig bekannt ist. In Kontrollgruppen friiherer Experimente mit Wistar-Ratten wurden
20 Instillationen der Tragerflissigkeit verabreicht, ohne dass ein Tumor gefunden wurde;
eine weitere Versuchsgruppe erhielt 20 x 0,5 mg Rockwool und war ebenfalls negativ
(Pott et al. 1987; 1994).

Wirken RuB (Printex®-90 als Modellsubstanz fiir DieselruR) und Kohlenstaub in
niedriger Dosis im Intratrachealversuch bei der Ratte kanzerogen?

Eine niedrige Dosis ultrafeiner Rul3partikel ist bei der Ratte als kanzerogen einzustufen,
da sie nach routinehistologischer Auswertung bei 6/17 Tieren (= 35 %) zur Ausbildung
von Tumoren (Uberwiegend zu bronchiolo-alveolaren Karzinomen) fiihrte. Praneoplasien
in Form fokaler exzessiver bronchiolo-alveolarer Hyperplasien fanden sich bei 4/17
(Tabelle 7.14) und als aggregierte Plattenepithelmetaplasien bei 2/17 Tieren. Die Zahl
der Ratten mit Praneoplasien ist nicht statistisch signifikant gegenliber der Kontrolle
erhoht, zeigt aber eine deutliche Tendenz.

Bei einer Zusammenfassung der Befunde nach Untersuchung von 6 und 60 Schnitten
bei 17 Ratten erreicht die kanzerogene Wirkung von RufR-UF sowohl bezlglich der
Tumorrate als auch mit dem Kriterium Tumorzahl pro Lunge unter den gegebenen
Versuchsbedingungen die gleiche Hohe wie Quarz+PVNO (Tabelle 7.9 Vergleich der
Spalten c) beider Gruppen). Der Anteil der Tiere mit Lungentumor liegt beim Ruf3 mit
35 % gegenlber 47 % beim Quarz+PVNO nach Auswertung von 6 Schnitten bei 17
Ratten nur wenig tiefer (Vergleich der Spalten d).

In der Kohlenstaubgruppe wurden im Unterschied zum Ruf3 keine Tumoren gefunden,
obwohl alle 17 Lungen an 60 Gewebsschnitten histologisch untersucht wurden. In drei
Lungen wurde eine Praneoplasie diagnostiziert, im Vergleich dazu 1 Préaneoplasie in der
Kontrollgruppe mit 22 untersuchten Lungen. Dieses Ergebnis zeigt einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der Kanzerogenitat von Ru3-UF und Kohlenstaub in
diesem Experiment mit den Dosismaf3stében Partikelmasse (Verhaltnis der Dosen 1 zu
2) und Partikelvolumen (Verhéltnis 1 zu 2,6). Falls aber die Partikeloberflache als
Dosismal angewendet wird, wurde der Ruf3 mit einer 37mal hoheren Dosis verabreicht
als der Kohlenstaub; demnach wére Kohlenstaub extrem unterdosiert worden. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe zeigt die Kohlenstaubgruppe bei der Graduierung von
bronchiolo-alveolaren Hyperplasien als eine Vorstufe zu Neoplasien nach 9 Monaten mit
1,4 und 28 Monaten mit 1,7 deutlich hdhere Werte als die Kontrolle mit 0,0 nach 9 und
0,6 nach 28 Monaten; auch die alveolaren Entziindungszellinfiltrate sind im Vergleich
zur Kontrolle erhéht (Tabelle 7.13).
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Unterscheiden sich histologisch die Reaktionen auf ,groRRe feine* noch
alveolengéangige Partikel von denen auf ultrafeine Partikel?

Nach den vorliegenden Untersuchungen wurden nach Instillation von nur noch zu etwa
50% der Teilchenzahl im Feinstaubbereich liegendem Kohlenstaubs (mittl. Durchmesser
4 um) keine Neoplasien festgestellt. Die mittlere TeilchengroRe war rechnerisch 286-
fach groRRer als die des ultrafeinen Ruf3es und flhrte daher zu einer erheblich
unterschiedlichen Verteilung in der Lunge. Hingegen entwickelten 47 % (8/17 Tieren)
der mit ultrafeinen RufRpartikeln behandelten Ratten Tumoren, bei denen es sich
Uberwiegend um bronchiolo-alveolare Karzinome handelte. Als Praneoplasien
einzustufende fokale, sehr hochgradige (1/22 Kontrolle) und hochgradige (3/17
Kohlenstaubgruppe) bronchiolo-alveoléare Hyperplasien fanden sich bei Einzeltieren in
Kontrolle und Kohlenstaubgruppe. Die Ubrigen der gegeniber Kohlenstaub exponierten
Ratten wiesen ausschlieB3lich sehr geringgradige bis geringgradige bronchiolo-alveolare
Hyperplasien - wie sie in ahnlicher Form auch bei der Kontrolle beobachtet werden
kénnen - auf. Hingegen fuhrte eine niedrige Dosis ultrafeiner Rul3partikel zwar ebenfalls
nur bei 3/17 Tieren zu fokal exzessiven bronchiolo-alveolédren Hyperplasien, aber die
Ubrigen Tiere zeigten Uberwiegend mittelgradige bronchiolo-alveolare Hyperplasien.
Plattenepithelmetaplasien als adaptative Reaktion auf einen toxischen Reiz mit
mdoglicher Progression zu benignen zystischen Epitheliomen bis hin zu
Plattenepithelkarzinomen (Boorman et al., 1996) traten bei 2/17 Tieren der
Kohlenstaubgruppe geringradig, hingegen bei 2/17 Tieren der Ru3gruppe als
aggregierte Metaplasien (Praneoplasien) auf. Alveolare Lipoproteinose,
Cholesteringranulome, Entziindungszellinfiltrationen, interstitielle Fibrose,
Becherzellmeta- und -hyperplasien waren bei den mit Kohlenstaub behandelten Ratten
eher geringgradig, hingegen bei den mit ultrafeinem Printex®-Ruf behandelten Ratten
Uberwiegend mittelgradig ausgebildet.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass nach Instillation von 10 x 0,5 mg
ultrafeinen Printex®-RuRRes die persistierende Entziindung und Tumorinzidenz deutlich
hoéher sind, als nach der Instillation von 10 x 1 mg des Kohlenstaubs, der allerdings —
wie erlautert — unter Beruicksichtigung der Vorkenntnis tber die Wirkungsunterschiede
zwischen gréf3eren und ultrafeinen Partikeln unterdosiert wurde, aber die Messwerte fiir
die bronchiolo-alveolaren Hyperplasien und die Entziindungszellinfiltrate lagen immerhin
deutlich Uber denen der Kontrolle.

Schlussfolgerungen fir die Planung und Durchfliihrung von
Kanzerogenitatsversuchen, die sich aus der Erkennung einer héheren Anzahl von
Tumoren durch die Diagnhostik einer groReren Anzahl von Gewebsschnitten
ergeben

Die kanzerogene Wirkung von amorphem SiO, ist besonders gut geeignet, um die
befurchtete Nicht-Erkennung einer kanzerogenen Wirkung zu demonstrieren.
Abbildung 4 veranschaulicht den Unterschied zwischen den durch Intensiv-Histologie
(Untersuchung von 60 Schnitten pro Lunge) und Routine-Histologie (Untersuchung von
6 Schnitten pro Lunge) erkannten Tumorhaufigkeiten. Die Hohe und die Bedeutung
dieses grof3en Unterschieds im Falle des amorphen SiO; ist sicherlich nicht die Regel.
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Abbildung 4: Vergleich zwischen den Ergebnissen der Intensivhistologie und der Routine-
histologie. Unter der Voraussetzung, dass in der Kontrolle auch bei einer gréf3eren
Anzahl der untersuchten Tiere keine Tumoren gefunden werden, bleibt die
Tumorhaufigkeit durch amorphes SiO, von 35 % statistisch signifikant erhéht (siehe
Tabelle 7.14) Die relativ hohe Anzahl der Tiere mit Praneoplasien, die in der Regel
klein sind und daher nur mit hohen Schnittzahlen zu erfassen sind, unterstitzt die
Beurteilung des Experiments als ,positiv‘. Bei der routinemafigen histologischen
Untersuchung von 6 Schnitten pro Rattenlunge werden kleine Tumoren mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht an einer Stelle angeschnitten, die eine Diagnose als
Tumor oder Préneoplasie zulasst

Der grofRe Aufwand sollte daher nur besonderen Fallen vorbehalten bleiben, Gber die in
jedem Einzelfall entschieden werden muss. Dieses Experiment sollte zunachst einmal
zeigen, wie solche Unterschiede ausfallen kénnen, und zwar nicht nur beziiglich der
Anzahl der Ratten mit Tumoren, die in der Regel allein als Mal fir die kanzerogene
Wirkung betrachtet werden, sondern auch im Hinblick auf die Anzahl von Tumoren pro
Ratte. In der Quarzgruppe wurden bei 7 mit 60 Schnitten untersuchten Lungen
insgesamt 44 Tumoren gefunden im Unterschied zu 17 Tumoren, die bei der Untersu-
chung von 6 Schnitten ermittelt worden waren (Tabelle 7.9). Nach Tabelle 7.10 betragt
die mittlere Wahrscheinlichkeit 34 %, um Tumoren mit der Hohe von 1 mm an drei
Schnitten zu diagnostizieren; mit 7 Schnitten erhéht sich die Wahrscheinlichkeit auf 80
%, mit 12 Schnitten betragt sie 100 %. Immerhin hatten die kleinen Tumoren mit einer
GroflRe von maximal 1 mm3 einen Anteil von 43 % aller auf ihre Grol3e untersuchten
Tumoren, so dass die Irrtumswahrscheinlichkeit bei einem groR3en Anteil hoch ist.

Andererseits ist zu bertcksichtigen, dass die Tumorentstehung ein Phanomen des
hoheren Lebensalters ist; je niedriger die Exposition gegeniiber einem Kanzerogen,
desto spater treten in einem Kollektiv Tumoren auf. Das gilt fir Versuchstiere ebenso
wie flir den Menschen. Bei der Abwagung von Aufwand und Trefferhaufigkeit sollte die
Untersuchung mit hohem Aufwand bei alt gewordenen Tieren beginnen, wobei das
Versuchsziel und die Notwendigkeit einer statistischen Absicherung den Aufwand
mitbestimmen muss. Wichtige Anhaltspunkte fiir solche Abwagungen lassen sich in den
Ergebnissen der verschiedenen Versuchsgruppen finden, die insbesondere aus
Tabelle 7.14 hervorgehen. Der Versuch sollte mit einer ausreichend hohen Anzahl an
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Tieren beginnen, damit gentigend Tiere ein hohes Alter erreichen. Wenn bei den alten
Tieren mit hohem Aufwand keine Tumoren gefunden werden, kann die Untersuchung
friher gestorbenen Tiere unterbleiben, soweit nicht aus toxikologischer Sicht auRerhalb
der Kanzerogenitat ein Informationsinteresse besteht.

Die berechtigte Frage, ob der Nachweis eines beginnenden Tumorwachstums im hohen
Lebensalter noch eine Bedeutung hat, ist fir das betroffene Individuum zu verneinen,
auch dann, wenn es sich um einen Menschen handeln wiirde; denn mit der Diagnose
.beginnender Lungentumor” bei der Sektion bzw. der anschlie3enden histologischen
Untersuchung von tumorverdachtigem Gewebe ist kein Krankheitswert zu Lebzeiten und
keine Todesursache verbunden. Aus praventivmedizinischer Sicht ist ein solcher Befund
jedoch ganz anders zu bewerten. Hier ist er, sofern eine statistisch signifikant erhdhte
Haufigkeit gezeigt werden kann, ein entscheidender Nachweis fur eine kanzerogene
Wirkung einer bestimmten Exposition.

Ein solcher Nachweis hat insofern eine grof3e Bedeutung, weil die Nachweisgrenze fir
eine kanzerogene Wirkung wegen der normalerweise kleinen Tierzahlen mit einem
Exzess Risiko von ungefahr 10 % sehr hoch liegt im Vergleich zu der sozialmedizinisch
oder politisch zumutbaren Hohe eines Krebsrisikos, das in allen Veréffentlichungen zu
diesem Thema bei ,irgendwo unter 1 zu 1.000" angesetzt wird. Den Fall amorphes SiO,
kdnnte man als Musterbeispiel fur die Bedeutung einer Intensivhistologie bezeichnen:
Bisher lag mit diesem Staub nur eine Studie mit negativem Ergebnis vor; in diesem
neuen Experiment wurde entgegen den Regeln fir Kanzerogenitatsstudien nur eine
einzige Versuchsgruppe eingesetzt, und zwar mit einer Dosierung, die auf die Persistenz
einer chronischen Entziindung in Hohe der mit ultrafeinem Ruf3 behandelten
Versuchsgruppe gezielt war. Dieses Ziel wurde relativ gut erreicht und damit gezeigt,
dass die Entziindung die entstandenen Tumoren zumindest nicht allein ausreichend
erklart. Mit der Routinehistologie konnte bei der kleinen untersuchten Tierzahl nur ein
Verdacht auf kanzerogenes Potential gedul3ert werden, der mit einer héheren Dosis in
einem Nachfolgeversuch hatte Uberpruft werden miissen. Einem
Kanzerogenitatsnachweis durch héhere Dosen wird aber in den letzten Jahren
zunehmend die Hypothese einer Wirkungsschwelle entgegen gestellt. Unabhéangig
davon, ob eine solche Argumentation im Einzelfall berechtigt ist, ist der Tumornachweis
bei einer niedrigeren Dosis immer das Uberzeugendere Argument flr eine
Kanzerogenitat. Infolgedessen ist der erheblich héhere Aufwand der Intensivhistologie in
den wie beim Musterbeispiel amorphes SiO, gelagerten Fallen angezeigt. Wenn in einer
Versuchsgruppe makroskopisch nur ein fraglich positiver Tumorbefund vorliegt, wird das
Ergebnis einer intensiven histologischen Untersuchung von zunachst nur wenigen, alt
gewordenen Tieren Hinweise auf die angemessene weitere Vorgehensweise geben.

Insgesamt lasst sich im Ruckblick auf frihere Ergebnisse aus Kanzerogenitatsprufungen
von Schadstoffen an Ratten schlie3en, dass die Berechnungen der Dosis-Haufigkeits-
beziehungen die wahren Verhaltnisse in der Regel unterschatzt haben. Dies gilt
unabhangig davon, in welchem Malf3e die Ergebnisse im Einzelfall von der Ratte auf den
Menschen Ubertragbar sind.

Welche Schliusse kénnen von den Rattenexperimenten auf die Wirkung von Staub-
Expositionen auf den Menschen gezogen werden?

Aus zahlreichen Untersuchungen an Mensch und Ratte mit Quarzstaub und einigen
anderen Stauben haben sich grundsatzliche Ahnlichkeiten beziglich
pathophysiologischer und pathologisch-anatomischer Wirkungen ergeben, so dass das

Fraunhofer ITEM Prif. Nr. 05N99524 und 05N99525



Fraunhofer ITEM Abschlussbericht UFOPLAN 2003, FV 203 61 215 Page 27 of 75
Teil 1l: Histologie

Tiermodell in der Regel in allgemeiner Weise als aussagekraftig fur die Ablaufe von
Staubwirkungen beim Menschen angesehen werden kann. In den Untersuchungen
wurden aber auch quantitative Unterschiede in der Auspréagung einzelner
Wirkungsparameter deutlich, deren Bedeutung fur die Ubertragung von Dosis-
Wirkungsbeziehungen fur die im Vordergrund stehenden Endpunkte Entziindung,
Fibrose und insbesondere die Kanzerogenitat von der Ratte auf den Menschen zum Teil
noch nicht hinreichend beurteilt werden kénnen. Infolgedessen ist eine
Gegenuberstellung von Abschéatzungen der Krebsrisiken aufgrund von Studien an Ratte
und Mensch durch Feinstéube von Interesse; sie findet sich im Anhang unter 6.2.

Die wesentlichsten Ergebnisse der Untersuchungen dieses Projekts werden im
Folgenden zusammengefasst. Es erscheint gerechtfertigt, sie in allgemeiner Form als
auf den Menschen Ubertragbar anzusehen.

Eine gute Assoziation zwischen Entziindungsgrad der Lunge und Fibrosegrad wurde
bestétigt, aber auch gezeigt, dass der Entziindungsparameter PMN in der
Lungensplilflissigkeit im Falle des amorphen SiO, mit dem Fibrosegrad in einer deutlich
anderen Beziehung steht als beim Quarz. Da die Messung der PMN auch in der
Humanmedizin fir diagnostische Zwecke angewandt wird, sollte der neue Befund
aufgegriffen und auf seine Bedeutung fur die Humanmedizin gepruft werden.

Die vermutete enge Assoziation zwischen Entziindungsgrad der Lunge und
neoplastischen oder préaneoplastischen Reaktionen wurde am Beispiel des amorphen
SiO, im Verhéltnis zum Quarzstaub mit den angewandten MessgréR3en nicht bestétigt,
denn die Kanzerogenitat war in dieser Gruppe im Vergleich mit den bio-besténdigen
Stauben nur schwach und nicht signifikant. Das Ergebnis lasst auf die Mitwirkung eines
zusatzlichen Faktors bei der Tumorinduktion durch biobestandige Staube schlie3en.
Dieser Faktor konnte z.B. in einem anderen Entziindungstyp liegen; hierzu fehlen
entsprechende Untersuchungen, die eine solche Ursache belegen. Mehrere Autoren
schlie3en allerdings aus ihren Befunden auf eine direkte toxische Wirkung von Partikeln
auf die Epithelzellen, die auch ohne Entziindung oder parallel zum
Entziindungsgeschehen ablauft. Unsere Ergebnisse sprechen nicht dafur, dass
chronische Entziindungen jeder Art fir die Lunge ein kanzerogenes Agens darstellen,
dessen Starke mit den bisher Ublichen diagnostischen Methoden quantifiziert werden
kann. Wegen der grof3en Bedeutung dieses Zusammenhangs fur die menschliche
Lunge sollte die Frage nach einem optimalen Gradmesser fiir die Entziindung als
Ursache der Kanzerogenitat untersucht werden.

Die neuen Erkenntnisse Uber die PVYNO-Wirkung zusammenfassend ist festzuhalten:
PVNO hemmte die Quarzkanzerogenitéat zwar im Prinzip, aber quantitativ nur magig. Im
Unterschied dazu war der in verschiedenen &lteren Untersuchungen beobachtete
Hemmeffekt von PVYNO auf die zytotoxische und fibrogene Quarzwirkung starker
ausgepragt und verlief dort bis zur Reduzierung auf die Wirkung von ,Inertstaub®.

Eine kanzerogene Wirkung von amorphem SiO, wurde erstmals erkannt, aber nur nach
histologischer Diagnostik von ca. 60 Schnitten pro Lunge. Dieser Befund sollte durch
eine grol3ere Tierzahl bestatigt werden, da es sich um einen Staub handelt, der fir
verschiedene Anwendungsbereiche in gro3en Mengen produziert wird, so dass sich die
Frage nach regulatorischen Konsequenzen stellt.

Ultrafeiner Rul3 erzeugte bei 35 % der 17 mit Routinediagnostik untersuchten Tiere
Tumoren, und zwar mit einer Lungenstaubdosis, die nur etwa 1%-mal so hoch war wie
der Volumengrenzwert fir Feinstaub der MAK-Kommission. Kohlenstaub war in der
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verabreichten niedrigen Dosis bei den 17 untersuchten Tieren nicht kanzerogen. Dieser
fehlende positive Befund sollte nicht im Sinne einer grundsétzlich fehlenden
Kanzerogenitat beim MAK-Wert interpretiert werden, weil die etwa 7-fache Dosis sich in
einem friiheren Versuch als eindeutig tumorerzeugend erwiesen hat und der
Vertrauensbereich bei der kleinen Tierzahl grof3 ist. Ein tolerables Krebsrisiko durch
Einhaltung des MAK-Wertes von < 1 : 1.000 héatte allenfalls durch einen negativen
Befund nach Gabe einer sehr hohen Dosis ohne lebensverkiirzende Wirkung
weitgehend ausgeschlossen werden kénnen.

Die histologischen Reaktionen auf alveolengéngige Partikel im oberen GréRenbereich
unterscheiden sich mit den angewandten histologischen Methoden nicht qualitativ von
denen auf ultrafeine Partikel. Es konnten nur quantitative Unterschiede festgestellt
werden. Die Bedeutung der PartikelgroR3e fir die kanzerogene Wirkungsstarke und die
damit im Zusammenhang stehende Frage nach dem geeignetsten Dosismalf3 wird im
Anhang zum Textteil (6.1) vor dem Hintergrund eines gré3eren Kenntnisstandes
diskutiert.

Aus der Erkennung einer zwei- bis dreifach hoheren Anzahl von Tumoren durch die
Diagnostik der hohen Anzahl von 60 Gewebsschnitten pro Lunge ergeben ergibt sich fiir
die Planung und Durchflihrung von Kanzerogenitatsversuchen folgende
Schlussfolgerungen: Der hohe Aufwand der histologischen Diagnostik einer mehrfachen
Anzahl von Schnitten anstatt der routinemaf3igen Untersuchung von 6 Schnitten sollte
nur besonderen Fallen vorbehalten bleiben, tiber die von Fall zu Fall entschieden
werden muss, und zwar in einem mehrstufigen Verfahren, das mit der Untersuchung
vieler Schnitte an zwei bis drei alt gewordenen Tieren beginnen sollte. Das Ergebnis
hieraus, das Versuchsziel, die Anforderungen an eine statistische Absicherung und die
zur Verfigung stehenden Mittel missen in die Entscheidung fur die weitere
Vorgehensweise einflieRen.
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6. Anhang Text

6.1 Welches Dosismal ist fur einen Vergleich der kanzerogenen Wirkungsstarken
verschiedener GBS der geeignetste? (F. Pott)

In Abbildung 3 wird gezeigt, in welchem Verhdltnis die verabreichte Partikelmasse in
jeder Gruppe zu den MaRzahlen steht, die sich bei Anwendung der Dosismal3e
Partikelvolumen und Partikeloberflache ergeben. Die Ergebnisse des Projekts flihren
daher auch zu der Frage nach dem bestméglichen Maf3stab fir die kanzerogene Dosis
von GBS (= Abkulrzung fir die Neun-Worte-Definition ,alveolengéngige biobestéandige
granulare Staube ohne bekannte signifikante spezifische Toxizitat*). Gut begriindete
Antworten lassen sich jedoch nicht aus den wenigen Versuchsgruppen dieses Projekts
ableiten, sondern nur vor dem Hintergrund eines breiteren Kenntnisstandes aus anderen
Untersuchungen.

Im Prinzip ist klar: Vergleiche von Wirkungsstérken verschiedener Staube erfordern
einen geeigneten Malf3stab fir die Dosis. Eine Dosis wird primar gravimetrisch
angegeben. Aufgrund der Erfahrung mit Stauben, die mit der Definition der GBS
zusammengefasst werden, ist ihre chemische Struktur fur ihre Wirkungsweise nicht
relevant, sondern physikalische Charakteristika entscheiden Uber Unterschiede ihrer
Wirkungsstarke. Infolgedessen kann das Dosismalf3 Partikelmasse beim Vergleich von
Stauben mit deutlich unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften nicht optimal sein.
Unter rein wissenschaftlichem Aspekt lassen sich Wirkungsanteile an der Toxizitat durch
chemische Vorgange nicht ausschliel3en; sie werden durch die in der Definition
enthaltenen Worte ohne bekannte signifikante Toxizitat aufgefangen; denn Korrekturen
eines Grenzwertes werden nicht eingefiihrt, wenn neue Erkenntnisse eine Anderung der
Wirkungsstarke um z.B. 20 % ergeben. Als mégliche Dosismale fur GBS sind daher
priméar folgende Parameter zu betrachten: Partikelmasse, Volumen (abhéngig von
Masse und Dichte), Oberflache (Bestimmung mit dem Verfahren nach Brunauer, Emmet
und Teller [,BET"]), Anzahl der Partikel. Die grol3e Bedeutung einer weiteren MalRzahl
fur die Wirkung ist unbestritten: Die kanzerogene Wirkungsstérke alveolengangiger
Partikel in einer bestimmten Masse nimmt mit abnehmender Partikelgré3e zu. Diese
Aufzahlung schliel3t die Beteiligung anderer physikalischer Eigenschaften nicht aus.

Von den tierexperimentell arbeitenden Autoren hat sich die weitaus Uberwiegende Zahl
fur die BET-Oberflache als den optimalen MalRstab ausgesprochen (Oberddrster und Yu,
1990; Oberddrster, 1996; 2001; 2002; Driscoll, 1996; Tran et al. 2000; Greim et al. 2001,
Borm et al. 2004). Die Ansichten wurden an anderer Stelle eingehend diskutiert (Pott &
Roller, 2003; Roller, 2003). Unabhé&ngig von einzelnen experimentellen Ergebnissen
besteht jedoch aus biologischer Sicht ein grundsétzlicher Einwand gegen das Dosismal3
Oberfache. Er ist darin begriindet, dass kleine und gro3e Staubteilchen gleich behandelt
werden; die Unterschiede in der Wanderungsfahigkeit der Partikel und ihrer Lokalisation
in der Lunge bleiben unbericksichtigt. Offenbar sind die Befiirworter des Oberflachen-
malfistabs der Ansicht, dass die starkere Wirkung kleiner Partikel pro Masseneinheit
durch die gréRere spezifische Oberflache der kleineren Partikel zutreffend erfasst wird.
Es kann jedoch nicht zutreffen, dass die Aufnahme und der Verbleib von Staubteilchen
an den verschiedenartigen extra- und intrazellularen Orten in der Lunge und ihre
groRenabhangige Abwanderung aus der Lunge fir ihre biologische Wirkungsstarke
gleichgiltig sind (Pott und Roller, 2003). Die statistische Ableitung von Driscoll (1996),
nach der die Partikeloberflache das optimale Dosismal3 darstellt, ist durch die
Zusammenfassung heterogener Experimente und die angewandte Methode fragwirdig;
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auBerdem wurde das Kriterium Staubvolumen nicht in die Analyse eingeschlossen.

Wenn die BET-Oberflache das kanzerogene Agens fur den Vergleich der
Wirkungsstéarken hinreichend reprasentieren wirde, wéaren auch die beiden in diesem
Bericht beschriebenen Versuchsgruppen mit Ru3-UF und Kohlenstaub mit ihren
Oberflachendosen zu vergleichen. Demnach ware die verabreichte Ru3dosis 37-mal so
hoch wie die des Kohlenstaubs (Abbildung 3), ganz abgesehen davon, dass von dem
Kohlenstaub nur etwa ein Drittel der Massendosis als alveolengangig angesehen
werden kann. Insofern wéare die Frage nach der in diesem Experiment nicht nachgewie-
senen Kanzerogenitat von Kohlenstaub mit der zu geringen Oberflachendosis und unter
Beriicksichtigung des statistischen Streubereichs voll geklért. Andererseits wurde die
angewandte Dosis nicht unter dem Aspekt der Oberflachendosis gewéhlt, sondern mit
Blick auf das eindeutig positive Ergebnis aus zwei Versuchsgruppen nach Instillationen
von insgesamt 66 bzw. 120 mg des gleichen Staubes, die Tumorhaufigkeiten von 57 %
bzw. 65 % zur Folge hatten (Pott et al., 2000). Bei der Bewertung ist unter anderem die
groRRe Streuung durch die kleinen Tierzahlen zu bericksichtigen. Statistisch gesehen ist
ein Risiko von 1 % viel wahrscheinlicher als ein kleineres Risiko, weil in dem neuen
Experiment nur 17 Ratten untersucht wurden, diese allerdings mit 60 Schnitten pro
Lunge. Falls das Versuchsergebnis jedoch als Hinweis auf eine tatsachlich vorliegende
Wirkungsschwelle interpretiert wird, die im Bereich einer mit Routinemethoden bereits
deutlich nachweisbaren Entziindung liegt, dann ware in den Versuchsgruppen
Quarz+PVNO und RufR-UF umso mehr mit einer direkten toxischen Wirkung der viel
kleineren Partikel auf die Epithelzellen als eigentliche Ursache der Tumorentstehung zu
rechnen, als das bisher geschehen ist. Der Anteil der sekundér-gentoxischen Wirkung
an der gesamten kanzerogenen Wirkung ware dann nebenséchlich.

Eine neue experimentelle Datengrundlage fur die Ermittlung des optimalen Mal3stabs fir
die kanzerogene Wirkungsstarke ergibt sich aus der nunmehr im ITEM vervollstandigten
histopathologischen Tumordiagnostik aller relevanten Versuchsgruppen der Kanzeroge-
nitatsstudie mit 19 Stauben, von denen aufgrund der Ergebnisse 16 den GBS zugerech-
net wurden. Die statistische Analyse ergab fur das Dosismal’ Staubvolumen in
Kombination mit der mittleren Partikelgrof3e die mit Abstand beste Korrelation (Roller &
Pott, 2005). Aus diesem Ergebnis der statistischen Analyse lasst sich jedoch nicht
schlieRen, dass das Volumen auch das eigentliche kanzerogene Agens darstellt; denn
die Vorstellungen tber einen vom Volumen abhangigen Wirkungsmechanismus sind
bisher eher spekulativ. Plausibler ist die Vorstellung, dass sich die pathophysiologischen
Ablaufe zwar auf der Partikeloberflache abspielen, aber eben nicht, wie die Hypothese
Uber die Oberflachenwirkung beinhaltet, proportional der Oberflachenausdehnung, und
unabhéngig von der Partikelgréf3e. Bisher wurden auch keine spezifischen Oberflachen-
eigenschaften genannt, die — wie die Silanolgruppen auf der Quarzoberflache — auf
chemisch unterschiedlichen Oberflachen gleich sein missten und als Wirkungsursache
angesehen werden kénnten. Das von Oberdérster (2001) als typisch vorgestellte
Beispiel, in dem die Dosis-Wirkungsbeziehungen zwischen Titandioxid ultrafein und fein
mit dem Anstieg der polymorphkernigen Zellen (PMN) in der Lungenspulflissigkeit nur
mit dem Malfl3stab Oberflache auf einer Ausgleichskurve liegen und nicht mit dem
Mal3stab Partikelmasse, ist einer der Félle, in denen die Dichte der Partikel gleich ist.
Die unterschiedliche Wirkungsstarke wird zwar durch die unterschiedlichen Oberflachen
in diesem Fall zutreffend beschrieben, aber ohne den Nachweis eines urséchlichen
Zusammenhangs, sondern sie ergibt sich dadurch, dass PartikelgroRe und spezifische
Oberflache physikalisch in einer festen Beziehung zueinander stehen. Die Ursache des
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unterschiedlichen PMN-Anteils an den Zellen in der Lungenspulflissigkeit in dem
Beispiel von Oberdorster ist — wie bei der Kanzerogenitat — nicht in der gréReren
spezifischen Oberflache der ultrafeinen Staubteilchen zu sehen, sondern in dem
groBenabhangigen Wanderungsverhalten und der unterschiedlichen Verteilung kleiner
und gréRerer Staubteilchen auf verschiedene Zell- und Gewebearten der Lunge; bei
subchronischen und chronischen Wirkungen ist auch die Elimination oder
Aufenthaltsdauer in der Lunge von Bedeutung.

In Abbildung 3 wurde gezeigt, dass Kohlenstaubteilchen mit ihrem grof3en mittleren
Durchmesser von 4 um zu einem Anstieg der PMN, des histologisch bestimmten
Entziindungsgrads und der bildanalytisch gemessenen Fibrose gefuhrt haben, die im
gleichen Verhaltnis zueinander stehen wie beim Quarz und etwa 30 % des Quarzwertes
erreichen. (Bei Abweichungen von mikroskopischer und bildanalytischer
Fibrosebestimmung ist der bildanalytische Wert entscheidend.) Dennoch wurde kein
Tumor diagnostiziert. Aus diesem Befund l&asst sich zwar kein tolerables Krebsrisiko in
Hohe von weniger als 1 : 1.000 bei Einhaltung des MAK-Wertes fir Feinstaub ableiten,
aber in Anbetracht der in 4.2 angesprochenen Partikelaufnahme in Lungenepithelzellen
liegt nahe, dass ein solcher Vorgang mit grof3en Staubteilchen viel seltener stattfindet,
oder dass darauf anders reagiert wird als auf kleine.

6.2 Vergleich von epidemiologisch mit tierexperimentell gestitzten Krebsrisiken
durch Feinstaube (F. Pott)

In den letzten 20 Jahren wurden zahlreiche epidemiologische und experimentelle
Kanzerogenitatsstudien mit Feinstauben veroffentlicht, aus denen Lungenkrebsrisiken
abgeschatzt wurden. Im Falle von Quarzstaub lagen die Schatzwerte, die fir eine
aquivalente Exposition ermittelt wurden, relativ nahe beieinander (Schliter, 2001; Roller
2001). Unter aquivalenter Exposition wird die gleiche Exposition pro Woche Uber den
gleichen Anteil der Lebenszeit verstanden.

Fur nicht spezifisch toxische Feinstaube (GBS, Definition s. 6.1) erscheinen die sog.
Dieselstudien fur einen Vergleich zwischen Mensch und Ratte am besten geeignet, weil
hierliber die meisten Untersuchungen vorliegen. Zwar enthalt nativer Dieselrul3 zwischen
10 und 50 % organische Stoffe mit krebserzeugenden PAH, aber die PAH-Konzentra-
tionen sind so gering, dass sich damit aufgrund von Inhalationsversuchen mit PAH-
reichem Pechpyrolyseabgas (Heinrich et al. 1986a) und Dieselmotorabgas (Heinrich et
al., 1986b) auf der Basis von Benzo[a]pyren als Referenzsubstanz bei dem minimalen
PAH-Gehalt des Dieselru3es ein Wirkungsanteil von deutlich weniger als 0,1 %
errechnen lasst (UBA, 1999). Selbst dann, wenn man einen héheren PAH-Gehalt des
Dieselru3es als in den Inhalationsversuchen annimmt, andere PAH-Profile mit starkerer
Wirkung in Relation zum Benzo[a]pyren unterstellt und mogliche Kombinationswirkungen
einschlief3t, lasst sich ein Wirkungsanteil von nicht wesentlich mehr als 1 % fiir die PAH
am nativen Dieselrufd schatzen. Auch wenn ein Wirkungsanteil der PAH von wenigen
Prozent gegeben ware, lage der einstufungsrelevante Anteil der DieselruBwirkung immer
noch weitestgehend bei dem biobestéandigen RuB3kern (= elementarer Kohlenstoff, EC);
infolgedessen ist die Einordnung von Dieselruf3 in die Gruppe der GBS gerechtfertigt. Zu
dieser Beurteilung kamen auch andere Autoren (ILSI, 2000; Oberdorster, 2002).
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Epidemiologische Dieselstudien

Die aus mehreren epidemiologischen Dieselstudien gepoolten relativen Lungenkrebs-
risiken liegen zwischen 1,33 und 1,47 (Hoffmann & Jockel, 2005). Ein konsistenter
Anstieg des Risikos Uber verschiedene Beschéftigungen und Studientypen hinweg weist
nach Ansicht der Autoren auf einen ursachlichen Zusammenhang hin. Unter der
Annahme einer moderaten mittleren Lungenkrebshaufigkeit der Manner ohne berufliche
Belastung von 6 % und einem erhdhten relativen Risiko von 1,4 ergibt sich ein Exzess-
Risiko von 2,4 % als Folge einer langfristigen beruflichen Exposition gegentiber
Dieselruf3. Die im deutschen Kalibergbau gemessene mittlere Exposition der am
hochsten exponierten Gruppe lag bei 0,42 mg/m3, davon 63 % elementarer Kohlenstoff
(Saverin et al., 1998). Daraus errechnet sich eine Konzentration von rund 0,25 mg
GBS/m3. Wenn man diese hohe Exposition mit dem genannten Exzess-Risiko von 2,4 %
in Beziehung setzt, wirden bei linearem Verlauf der Dosis-Haufigkeitsbeziehungen

0,1 mg EC/m3 ein Lungenkrebsrisiko von 1 % verursachen.

Unter der Annahme einer weniger hohen mittleren Exposition fur alle Dieselstudien, die
eher zutreffen kénnte, ergabe sich eine noch héhere Wirkungsstéarke.

Studien an Ratten mit DieselruR und anderen GBS

Im Vergleich mit diesem Ergebnis scheint die Ratte gegeniiber der Kanzerogenitat von
Dieselruf3, und damit gegeniber GBS lberhaupt, wesentlich weniger empfindlich zu sein
als der Mensch. Eine Risikoabschatzung aufgrund von Kanzerogenitatsstudien an
Ratten fir GBS mit einem mittleren Durchmesser im Bereich von 0,09 um bis 0,2 pum, in
die sich auch der Dieselrul3 einordnen lasst, flihrte zu einem wesentlich geringeren
Risiko (Roller & Pott, 2005). Die Ableitung basiert zun&chst auf einer Instillationsstudie
mit 19 Stauben, von denen 16 als GBS eingeordnet wurden. Diese 16 GBS wurden
nach Ihrer mittleren GroR3e in drei Gruppen eingeteilt, zwischen denen sich deutliche
Unterschiede in der kanzerogenen Wirkungsstérke ergeben hatten:

8 Feinstaube ,grof3* (mittl. Durchm. 1,8 — 4 um) Wirksamkeit Faktor 1

4 Feinstaube ,klein“ (mittl. Durchm. 0,09 — 0,2 um)  Wirksamkeit Faktor 2
(hierzu zahlen auch die zu mehr oder weniger groRen Aggregaten
verwachsenen Primarpartikeln aus den elementaren Kohlenstoffkernen von
Dieselruf3)

4 Ultrafeine Staube (mittl. Durchm. 0,01 — 0,03 um) Wirksamkeit Faktor 5

Die Endergebnisse wurden mit Ergebnissen aus mehreren chronischen Inhalations-
versuchen in Beziehung gesetzt, die nicht unter Bedingungen von Umweltexpositionen
Uber 24 h/Tag und 7 Tage/Woche ablaufen, sondern meist an 5 Tagen pro Woche tber
eine bestimmte Stundenzahl. Daraus ergab sich eine im Mittel rund flinffach héhere
Wirkungsstarke der GBS im Instillationstest im Vergleich zum Inhalationstest, wenn die
Lungenstaubdosen am Ende des ersten Versuchsjahres mit den Tumorhaufigkeiten in
Beziehung gesetzt wurden. Die starkere Staubwirkung im Instillationstest erklart sich
daraus, dass etwa zwei Drittel der instillierten Dosis bereits ab einem jugendlichen Alter
auf die Lunge einwirken und dann eine lange Zeit fur die Induktion von Tumoren zur
Verfligung stehen; im Unterschied dazu baut sich im Inhalationsexperiment eine
Lungenstaubdosis erst langsam auf. Auf dieser Grundlage wurde das Exzess-Risiko fiir
Lungentumoren fur die Ratte nach einer chronischen inhalativen GBS-Exposition Uber
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40 Std/Woche berechnet:

3,0 mg/m3 GBS-F ,grof3" Risiko 1 %
0,3 mg/m3 GBS-F ,klein® Risiko 0,2 % (gilt unter anderen fir Dieselrul?)
0,3 mg/m3 GBS-UF Risiko 0,5 %

Diese Schatzergebnisse gelten fur Staube mit einer Dichte im Bereich von 2 — 2,5 g/mL.

Vergleich zwischen den Krebsrisiken aus epidemiologischen und
tierexperimentellen Studien

Wenn das Tumorrisiko durch Dieselruf3 bei der Ratte mit dem oben berechneten
Exzess-Risiko aus den epidemiologischen Studien verglichen wird, dann reagiert die
Ratte bei linearer Umrechnung um mehr als den Faktor zehn schwacher als der Mensch
(rechnerisch 1 : 15). Bereits friiher wurde auf einer zum Teil anderen Datengrundlage
ein &hnlich hoher Unterschied zwischen Ratte und Mensch von 1 zu mehr als 5
festgestellt (UBA, 1999). Die Ursachen der grof3en Diskrepanz zwischen tierexperi-
mentell und epidemiologisch abgeleitetem Risiko bedirfen dringend einer Klarung.

Eine der Ursachen ist darin zu sehen, dass das im Vergleich zur Ratte hohe Exzess-
Risiko, das sich aus den epidemiologischen Dieselstudien ergibt, von den Autoren
weitgehend dem Dieselrul’ zugeschrieben worden ist und zum Teil moglichen
Confoundern, allerdings ohne die GBS zu erwéhnen. Andererseits dirften die
Feinstaubkonzentrationen (Grenzwert friiher 6 mg/ms3, jetzt 3 mg/m3) an den Diesel-
Arbeitsplatzen in der Regel deutlich héher als die Dieselru3-Konzentrationen gewesen
sein (Grenzwert 0,3 mg). Sie wirden die scheinbar viel h6here Empfindlichkeit des
Menschen gegentber Dieselrul? im Vergleich zur Ratte zumindest zum Teil plausibel
erklaren; dabei wéare auch das Faktum zu berlicksichtigen, dass Dieselruf3 durch seine
im Mittel kleineren Partikeldurchmesser (,kleine feine GBS") eine starkere Wirkung
aufweist als die gréf3eren Partikel im Gesamtfeinstaub, die in der Regel den Uberwie-
genden Massenanteil besetzen. Die epidemiologischen Dieselstudien sollten daher
unter Beriicksichtigung der tierexperimentellen Ergebnisse neu bewertet werden. Die
bisherige Vernachlassigung der GBS ist einerseits verstandlich, weil sie aul3er Dieselrufd
bisher von keinem Gremium als im Tierversuch krebserzeugend anerkannt wurden, und
weil beim Dieselruf? den am Kohlenstoffkern adsorbierten anorganischen Stoffen héufig
ein relevanter Wirkungsanteil zugesprochen wurde. Diese Ansichten werden jedoch dem
Kenntnisstand nicht gerecht.

Epidemiologische Studien Uiber andere nicht als spezifisch toxisch geltende Staube
koénnen hier nicht diskutiert werden. Es sei nur darauf hingewiesen, dass Daten Uber die
Kanzerogenitat von Kohlengrubenstaub weniger konsistent sind als die Dieselstudien,
aber einzelne Studien zeigen ein erhdhtes Lungenkrebsrisiko von Kohlengruben-
bergleuten, wobei eine Quarzwirkung beteiligt sein kann (Hoffmann & Jockel, 2005). In
Fall-Kontrollstudien wurde ein erhéhtes Lungenkrebsrisiko durchgangig beobachtet;
dieser Untersuchungstyp wird weniger durch Selektionseffekte verfalscht als die
retrospektiven Kohortenstudien.

Die Diskussion uUber das Krebsrisiko durch Feinstdube in deutschen Stadten, die nach
Einflhrung des EU-Grenzwerts und der Grenzwertiiberschreitungen im Frihjahr 2005
stattfand, zeigte erneut die Diskrepanz zwischen dem hohen epidemiologisch und dem
deutlich niedrigeren, toxikologisch abgeleiteten Lungenkrebsrisiko durch Dieselrul3 oder
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PM, 5. Wichmann (2004) errechnete aufgrund der ganz ungewdhnlich umfangreichen

epidemiologischen Studie von Pope et al. (2002), in der Daten von etwa 500.000

erwachsenen Personen mit Luftverunreinigungen in Beziehung gesetzt wurden, dass
durch die Einfihrung von Dieselruf3filtern und eine dadurch verursachte Senkung der

Konzentration von PM, s um 3 pg/m3 langfristig ein Vermeidungspotential von 1.680
Lungenkrebsfallen pro Jahr in Deutschland erreicht werden kann. Wichmann setzt dabei

Dieselruf gleich mit PM,s.

Daraufhin berechnete Roller (2005) das Lungenkrebsrisiko durch Luftverunreinigungen
unter Bezug auf Luftkonzentrationen an Messstellen des Landes Nordrhein-Westfalen

im Jahre 2003, und zwar grofRenteils auf der Grundlage von Risikoabschatzungen, die in
einer Arbeitsgruppe des Landerausschusses fur Immissionsschutz durchgefihrt wurden
(LAI, 1992, 1993). Die Abschatzungen erfolgten Uber die sog. Unit risks 1. Daraus ergab

sich, dass die Summe der acht ,klassischen” kanzerogenen Stoffe, die (aul3er Benzol)
mit der Messung von PM, s erfasst werden, nicht anndhernd zu einer Risikohthe von

1.680 Lungenkrebstodesfallen pro Jahr fuhren, die aufgrund der epidemiologischen

Daten aus den USA von Wichmann fiir die Konzentration von 3 ug/m3 PM, s berechnet

wurde. Die folgende Abbildung und die daran anschlieRenden Erlauterungen
veranschaulichen die Verhéltnisse beispielhaft an einem Szenario, das mit den
Luftkonzentrationen an einer relativ hoch belasteten Messstation entwickelt wurde.

42 ug/m3 PMa1o
~25 pg/m3 P 25

(nahe Kokerei)

9,5 ug als
unbekannte
GBS bewertet

,5 ug EC/m?3
= Diesel-GBS

(total C 10 pg/m?®
BaP ~70 pg/m3)

v

v

OO0 OmeE0OO0MN

Szenario Krebstodesfalle / Jahr
an Mefl3stelle NRW "hoch", % d. Ursachen

Stoff Ablei- | Konz./ | Krebsfalle
tung m3 Anteil %

Benzol Epid. 7,5 ug 3,3
PAH [BaP] Epid. 3,2ng 11
Arsen Epid. 3,1ng 0,6
Cadmium Ratte 1,3 ng 0,8
Chrom Epid. 16 ng 9,3
Nickel Epid 11 ng 0,2
Asbest Epid. 1
Diesel [EC] | Ratte 5,5 ug 27
Sonst. GBS | Ratte 9,5 ug 47

Nach Roller (2005); Schatzmethode nach LAI (1992), au3er Cr, Ni, Dieselruf3, PMz s | ‘

Abbildung 5: Szenario Uber den prozentualen Anteil der einzelnen kanzerogenen Stoffe in der

AuBenluft an der aus den Unit risks berechneten Gesamtzahl der Krebstodesféalle nach

1 Das Unit risk ist die aus epidemiologischen oder tierexperimentellen Studienergebnissen berechnete

Anzahl der Krebsfalle nach dem Szenario einer Uiber Jahrzehnte (fiktiv lebenslang) permanent erfolgter
Exposition gegenuber einem Mittelwert von 1 pg des betreffenden Stoffes pro m3 Luft. Ein Unit risk von

1 x 10°® bedeutet 1 Krebsfall von 100.000 in gleicher Weise Exponierten.
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lebenslanger Exposition. Beispiel fiir eine Messstelle in NRW mit hoher Schadstoffbelastung, die
2003 gemessen wurde.

Datenbasis und Vorgehensweise bei den Berechnungen fir das Diagramm:

1. Schatzung des Krebsrisikos nach Roller (2005) fur funf ,LAl-Kanzerogene* (Benzol,
PAH, Arsen, Cadmium, Asbest) sowie fiir Chrom und Nickel aufgrund
epidemiologischer Daten, au3er fur Cadmium. Abweichend von LAl (1992) wurde
DieselruR jetzt mit einem Unit risk von 5 x 10 pro ug/m?3 etwas schwécher bewertet
als 1992 mit 7 x 10 pro pg/m3. Die Anderung hat zwei Ursachen, die sich in
gegensatzliche Richtungen auswirken: Da der biobestandige Anteil des DieselruRes
praktisch allein die Ursache der kanzerogenen Wirkung in der Rattenlunge darstellt,
wurde das Unit risk allein auf den elementaren Kohlenstoffkern der
Dieselru3partikeln (EC) bezogen; damit entfiel der variable Kohlenstoffanteil aus
organischen Verbindungen, und das Unit risk stieg auf 10 x 10 (Pott et al. in LAI,
1993). Inzwischen hat sich jedoch in Inhalations- und Instillationsexperimenten
gezeigt, dass Dieselrul® im Vergleich mit ultrafeinem Industrieru’ etwa um den
Faktor zwei schwacher kanzerogen war. Durch die wahrscheinlich grof3enteils —
zumindest in der Lebenszeit der Ratte — bestandige Verbindung der kugelférmigen
Priméarpartikeln von etwa 0,01 bis 0,05 um Durchmesser zu Ketten mit raumlichen
Verzweigungen (Klingenberg et al., 1991) ist nativer Dieselruf3 nicht mehr als
Ultrafeinstaub anzusehen, sondern schwerpunktmalRiig in die GréRenklasse der
.Kleinen feinen GBS" einzuordnen (Pott & Roller, 2003; Roller & Pott, 2005). Damit
wurde bei der Risikoschatzung fur Dieselruf3 in dem Kreisdiagramm —im
Unterschied zu Roller (2005) — ein Unit risk von 5 x 10®° zugrunde gelegt. Die
Konzentrationen von 6 der 8 kanzerogenen Stoffe (ohne Benzol u. Dieselrul3) liegen
unter 0,1 pg/ms3, sie sind also gravimetrisch ohne Bedeutung. Bemerkenswert ist
auch der im Verhéaltnis zur gesamten Konzentration an Benzo[a]pyren (BaP)
minimale Anteil, der im nativen Dieselrul zu erwarten ist; dabei wurde ein BaP-
Gehalt von 12 pg/ug Dieselrul3 eingesetzt; das ist dreimal so viel wie in den
Inhalationsversuchen gemessen wurde.

2. Fur PM,s wurde aufgrund des Messwerts von 42 pg/m?3 PM;o von folgenden

Annahmen ausgegangen:

e 42 ug PM;o/m3 enthalten 25 pg PM;s/m3, davon 15 pg schwerl6slich; sie sind in
dem Diagramm als GBS ,klein fein* bewertet und weiter unterteilt in:

e 5,5 ug/m3als EC gemessen und Dieselruf’ zugeordnet;

e 9,5 ug/m3 als nicht identifizierte GBS der Grolde ,klein fein“ bewertet. Damit ist das
Risiko in den Fallen Gberschatzt, in denen die schwachere kanzerogene Potenz
des Anteils an ,grofRen feinen“ GBS in PM; s nicht durch die starkere Potenz der
darin enthaltenen GBS-UF aufgewogen wird.

3. Insgesamt ergeben sich aus dem angenommenen Szenario 128 Krebstodesfélle pro
Jahr von 100.000 Todesféllen, die lebenslang wie an der Messstelle ,hoch* exponiert
waren, das sind 1,3 von 1.000.

Fur einen Vergleich dieses Ergebnisses mit dem von Wichmann (2004) lassen sich die
Lungenkrebstodesfélle nach einer lebenslangen Exposition gegeniber 25 pug/m3 PM, 5
(von Wichmann mit Dieselrul3 gleich gesetzt) folgendermalen errechnen: Von 80 Mio.
wurden 1.680 Falle je 3 ug PM, s/m? und Jahr angegeben; das ergibt bei 25 pg/m3

14.000 pro Jahr, in 80 Jahren 1.120.000 Félle von 80 Mio. Das sind 1.400 von 100.000
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oder 14 von 1.000.

Drei unterschiedliche Positionen der Risikobeurteilung,
Risikoakzeptanzproblematik

Demnach lassen sich bezlglich der Beurteilung des Lungenkrebsrisikos durch GBS
gegenwartig drei Positionen unterscheiden, die erheblich voneinander abweichen:

1. Aufgrund umfangreicher epidemiologischer Studien an einer besonders hohen
Personenzahl besteht ein durch PM, s oder Dieselru3 verursachtes
Lungenkrebsrisiko in der Allgemeinbevélkerung wie durch Wichmann berechnet.

2. Auf der Basis von Versuchen an Ratten mit Extrapolation zum Nullpunkt ohne
Wirkungsschwelle besteht fiir Dieselrul? (elementarer Kohlenstoffkern ,EC" = GBS)
ein um den Faktor von rund 10 niedrigeres Risiko fur die Allgemeinbevélkerung als
von Wichmann berechnet.

3. Bei Einhaltung des MAK-Wertes fiir nicht spezifisch toxischen Feinstaub (gilt nicht
fur Ultrafeinstaub) besteht fur die Beschaftigten bisher kein als nennenswert
erkannter Beitrag zum Krebsrisiko auf3er durch Dieselmotoremissionen, die seit
1987 als im Tierversuch eindeutig krebserzeugend eingestuft sind.

Aufgrund des Kenntnisstandes Uber die Wirkungsmechanismen zur Tumorentstehung
durch GBS lasst sich gegenwartig nicht nachweisen, dass das Krebsrisiko fir Ratten bei
Einhaltung des Allgemeinen Staubgrenzwertes erheblich weniger als 1 % betragen
wirde. Bereits der sich aus dem neuen Experiment ergebende Hinweis auf einen
zusatzlichen Faktor als Tumorursache neben der chronischen Entziindung spricht gegen
die Vermutung einer Wirkungsschwelle im arbeitsmedizinisch relevanten Bereich. Ein
Berufskrebsrisiko von 1 % ware ohnehin nicht zumutbar, denn als tolerables
Berufskrebsrisiko wird in Deutschland eine Haufigkeit von maximal 1 zu 1.000 diskutiert
(Arndt 2004; Woitowitz 2004). In den USA ist dieser Wert etabliert, denn fur die
amerikanische Arbeitsschutzbehdrde (OSHA, 1997) ist nach einer Begriindung des
Obersten Gerichtshofs (Supreme Court) ein Risiko von 1 : 1000 clearly significant: "The
Supreme Court has noted that a reasonable person would consider a fatality risk of
1/1000 to be a significant risk, and would consider a risk of one in one billion to be
insignificant. So a risk of 1/1000 (10(-3)) represents the uppermost end of a million-fold
range suggested by the Supreme Court, somewhere below which the boundary of
acceptable versus unacceptable risk must fall." Der fehlende Beweis einer
tumorerzeugenden Wirkung in der mit Kohlenstaub behandelten Versuchsgruppe des in
diesem Bericht beschriebenen Projekts ist daher noch weit entfernt vom Nachweis der
Unterschreitung eines Krebsrisikos von 1 : 1.000.

Neumann et al. (1997) bezeichneten ein Berufskrebsrisiko durch Styrol mit
gentoxischem Wirkungsmechanismus von kleiner als 1 : 10.000 als ,sehr gering“. Diese
Formulierung entspricht den Gebrauchsinformationen fir die Anwendung von Arznei-
mitteln in den letzten Jahren, in denen die Haufigkeiten unerwiinschter Nebenwirkungen
mit ,sehr selten“ angegeben werden, wenn sie bei weniger als 1 von 10.000
Behandelten auftreten. Diese Haufigkeit ist aber immerhin noch ,nennenswert”. In der
gleichen Verdoffentlichung wird vorgeschlagen, fir kanzerogene Stoffe Grenzwerte flr
die Expositionen einzufiihren, bei deren Einhaltung diese Stoffe ,keinen nennenswerten
Beitrag zum Krebsrisiko beim Menschen leisten®. Das angegebene Beispiel Styrol mit
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einem verbleibenden Krebsrisiko von weniger als 1 zu 10.000 misste folgerichtig die
Definition fur einen ,nicht nennenswerten Beitrag zum Krebsrisiko* bedeuten. Beziiglich
des Wirkungsmechanismus wird zwar zwischen gentoxischen und nicht gentoxischen
Stoffen unterschieden. Dies durfte aber keinen Einfluss auf die Definition des von der
DFG-Kommission als ,nicht nennenswert* bezeichneten Krebsrisikos haben. Das
bedeutet, auch bei der Vermutung einer Wirkungsschwelle muss zunéchst einmal
nachgewiesen werden kdnnen, dass diese Schwelle ein héheres Risiko als 1 zu 10.000
oder zumindest hoher als 1 zu 1.000 unwahrscheinlich macht. Das bedeutet weiterhin,
dass die Entscheidungskriterien fur einen nicht beobachtbaren Effekt auch eine
entsprechende Genauigkeit aufweisen missen, denn ein statistisch nicht
nachgewiesener Effekt kann bei epidemiologischen oder tierexperimentellen
Kanzerogenitatsstudien bei der Giblichen geringen statistischen Power bis zu etwa 10 %
betragen. Solange es keine zuverlassigen Wirkungskriterien gibt, die um den Faktor 100
empfindlicher sind als die genannten Studien, sollte linear extrapoliert werden. Diese
Feststellung ist fir Abschatzungen von Krebsrisiken im Umweltbereich von grof3er
Bedeutung. Bei histopathologisch nicht nachweisbaren Reaktionen der Lunge auf eine
GBS-Exposition, die weit unterhalb eines Krankheitswertes liegen, lasst sich nicht
schlie3en, dass ein Lungentumor durch eine chronische Wirkung dieser Ablaufe seltener
auftritt als bei einem von 1.000 solcher Falle.

Notwendige Voraussetzung fir dhnliche Krebsrisiken von Mensch und Ratte:
Erhebliche Unterschiede zwischen den Wirkungsmechanismen

Im Ubrigen ist im Hinblick auf einen Vergleich von Krebsrisiken von Ratte und Mensch
festzuhalten, dass es kein Naturgesetz gibt, nach dem bei der Ratte nach aquivalenter
Exposition pro Woche gegenliber einem krebserzeugenden Stoff in der kurzen mittleren
Lebenszeit von weniger als 2% Jahren ungefahr die gleiche Tumorhaufigkeit zu
erwarten ist wie beim Menschen. Die Vorstellung, man kénne Dosis-
Wirkungsbeziehungen von der Ratte durch Kenntnisse des Wirkungsmechanismus
zuverlassig auf den Menschen Ubertragen, ist eine lllusion, weil die komplexen
Zusammenhange durch die vielen an der Krebsentstehung genetisch festgelegten
Faktoren bei weitem nicht bekannt sind (Simons, 1995). Dieses entscheidende Hemmnis
wird bei den verstandlicherweise immer wieder erfolgten Bemihungen um solche
gquantitativen Extrapolationen in der Regel ausgeblendet. Zwingend notwendige
Voraussetzung fur ahnliche Krebsrisiken sind quantitativ erhebliche Unterschiede
zwischen den Wirkungsmechanismen von Mensch und Ratte. Durch die erheblich
groRere Zellzahl in der Menschenlunge und die langere Uberlebenszeit wére ein um
Zehnerpotenzen grof3eres Mutationsrisiko zu erwarten, wenn es nicht ,irgendwie”
ausgeglichen wirde. Nur auf diese Weise ist ein &hnliches Krebsrisiko in den
unterschiedlichen Lebenszeiten von Ratte und Mensch erklarbar. Um mit dem
Krebsrisiko der jeweils anderen Spezies nach dquivalenter Exposition gleich ziehen zu
kdénnen, muss es bei der Ratte im Verhéltnis zu den Ablaufen beim Menschen
.Kanzerogenitatsbeschleuniger* und beim Menschen im Verhaltnis zur Ratte
.Kanzerogenitatsbremsen“ geben, wie immer diese im einzelnen auch aussehen mégen.

Krebsrisiken durch GBS im Umweltbereich aufgrund der Studien an Ratten,
umgerechnet auf inhalative Exposition — Kurzfassung

Da keine zuverlassige Ableitung fir eine Wirkungsschwelle aufgrund von Kenntnissen
des Wirkungsmechanismus vorliegt oder eine Konzentration nicht anderweitig
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zuverlassig abgeschéatzt werden kann, bei der ein sozialpolitisch tolerables Risiko
unterschritten wird, wird — unabh&ngig von den zitierten epidemiologischen Daten — das
Risiko fiir die Umweltexposition durch GBS, wie bereits fir Abbildung 5 angewendet,
durch lineare Interpolation berechnet. (Bei der Ubertragung von
Lungentumorhaufigkeiten der Rattenlunge auf den Menschen ist es Ublich, beim
Menschen von Krebstodesfallen auszugehen, obwohl Ratten in der Regel nur in den
hohen Dosisgruppen an ihrem Lungentumor sterben). Nach Csiscaky et al. (1993) ergibt
sich folgende Beziehung zwischen dem Unit risk in der Umwelt und dem spezifischen
Risiko unter den Bedingungen einer Exposition am Arbeitsplatz: Spezifisches
Arbeitsplatzrisiko x 6 = Unit risk.

Mit dieser Formel lassen sich die Lungenkrebsrisiken nach einer permanenten
Exposition gegeniiber z.B. 10 ug GBS/m3 Luft fur die verschiedenen PartikelgroZen im
Umweltbereich berechnen. Daraus ergeben sich

2 Krebsfalle pro 10.000 Exponierte durch die grof3en feinen GBS,
5 Krebsfalle pro 10.000 Exponierte durch die kleinen feinen GBS,
10 Krebsfélle pro 10.000 Exponierte durch die ultrafeinen GBS.

Repréasentative Messdaten Uber die PartikelgroRenverteilung an den verschiedenen
Messstellen liegen nicht vor.
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7. Anhang Tabellen

Tabelle 7.1: Kenndaten ® des Kohlen- und Quarzstaubs (aus Pott und Roller, 2002)

Stoff, Herkunft, KorngroRe b Part.zahl | Dichte Spez. Quarz Asche
Bezeichnung Liefertermin [um] I mge [g/mL] Oberfl. [%]
10% | 50% | 90% | *10° (BET)
< < < [m2/g]
Kohle, Niederrhein.B 41
emahlene iederrhein.Berg e
ﬁl/l earonlc WerkeAG ¢ 16 | 40 | 76 0,27 14 1501 | <01
Quarz,
Dérentrup Hauptstelle 9 8,8¢
Mahl. Nr. 12 1966/67 06 | 111 23 | 36 26 | gyor | %1

Staubkenndaten 1998 von Herrn Dr. Armbruster, Deutsche Montan Technologie GmbH,
Geschéftsbereich Pro Tec, Essen.

Messung mit dem Coulter Counter. Das Signal dieses Messgerates ist primar abhéangig vom
Teilchenvolumen, d.h. mit dieser Methode wird der volumen- bzw. massenaquivalente
Kugeldurchmesser von unregelmafig geformten Partikeln bestimmt; als untere Grenze des
Messbereichs wurde ein Aquivalentdurchmesser von 0,6 um angegeben (Armbruster et al.,
1979). Es ist nicht auszuschlieRen, dass die Stdube Teilchen mit kleinerem Durchmesser
enthalten, die bei der Messung nicht erfasst wurden. Wahrscheinlich wéaren bei einem
elektronenmikroskopischen Messverfahren die 10-, 50- und 90-Perzentile zu niedrigeren
Durchmesserwerten hin verschoben.

Durch Ruckrechnung aus der Korngrof3enverteilung ermittelt, keine direkten Messdaten.

Uber Dr. Weller, Silikose-Forschungsinstitut der Bergbau-BG, Bochum; ca. 1970; Staub auch
im Intraperitonealtest an Ratten und in Inhalationsversuchen an Rhesus-Affen angewendet
(Weller, 1977).

Mitteilung von K.-P. Eickhoff, Gesellschaft fir Oberflachen- und Festkérperuntersuchung mbH
(o-f-u-), Hamburg, an die BAuA, Mai 2001. Dieser Wert wurde fir weitere Berechnungen
verwendet.

Spezifische Oberflache, berechnet aus dem Partikelvolumen, das sich aus der
PartikelgréRenverteilung ergibt, und zwar unter der Annahme einer Kugeloberflache (s.
FuBnote ).

9 Hauptstelle fur Staub- und Silikosebekampfung des Steinkohlenbergbauvereins, Essen,

Weitere Informationen zu der verwendeten Quarzstaubprobe (Pott und Roller, 2002):

Quarzstaub wurde mit der Kurzbezeichnung DQ 12 in zahlreichen Tier- und
Zellversuchen auf seine biologischen Wirkungen geprift. Im Folgenden werden
zusatzlich zu den Angaben in der Tabelle 7.1 weitere physikalisch-chemische
Eigenschaften beschrieben. Uber die Herkunft von den Dérentruper Sand- und
Tonwerken GmbH in Dérentrup, Westfalen, und Uber die Aufbereitung berichtet Robock
(1973). Die offizielle Kurzbezeichnung ist DQ 12 < 5 um. Details werden jedoch nicht
beschrieben. Offenbar gab es zahlreiche Sacke mit Quarz aus der nicht naher
bekannten Mahlung Nr. 12 mit KorngréfRen < 60 um. Daraus wurde durch Windsichtung
mit einem Gerat der Walther-Staubtechnik, Kéln, eine Fraktion < 5 um hergestellit.
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Insofern ist anzunehmen, dass es mehrere Chargen gab bzw. gibt, die sich
insbesondere in ihrer GroRenverteilung etwas unterscheiden. Die in den Experimenten
Pott im Medizinischen Institut fliir Umwelthygiene Duiisseldorf verwendete DQ 12-Probe
stammt aus einem Vorrat, der Ende 1966 oder Anfang 1967 von Herrn Dr. Leiteritz,
Hauptstelle fir Staub- und Silikosebekampfung des Steinkohlenbergbauvereins, Essen,
aus dem Sack Nr. 17 zur Verfiigung gestellt wurde. Sie wurde als 6. Lieferung Nr. 6
genannt und in Veréffentlichungen mitunter so bezeichnet.

Dieser Quarzstaub Nr. 6 wurde von Nolan et al. (1989) unter anderem elektronen-
mikroskopisch hinsichtlich seiner PartikelgroRenverteilung untersucht. Dabei ergaben
sich folgende Werte: 76,3 % < 1 um, 23,4 % 1,1-3,0 um, 0,2 % 3,1-5,0 um, 0,1 % 5,1-
10,0 um. Diese Daten passen zu der PartikelgréRenverteilung, die von Robock (1973)
generell fir DQ 12 durch eine Kurve angegeben wurde, deren relatives Maximum bei
0,8 um liegt. Fir die spezifische Oberflache wurden mit der BET-Methode folgende
Ergebnisse ermittelt: 7,4 m2/g (Robock, 1973); 7,9 m#/g fiir eine Charge von 1961
(Leiteritz, pers. Mitteilung an F. Pott, 1970); unsere Probe 9,4 m2/g (Messergebnis im
Fraunhofer-Institut fir Toxikologie, Hannover, s. Pott et al., 1994b) und 8,8 m2/g
(Eickhoff, 2001). Im Unterschied zur BET-Oberflache berechnete Armbruster eine
Oberflache von 3,1 m2/g aus dem Partikelvolumen, das sich aus der
PartikelgroRenverteilung unter der Annahme einer Kugeloberflache ergibt (Tabelle 7.1).
Klosterkétter und Leiteritz (1969) geben fiir Dérentruper Quarz aul3erdem an: Kristalliner
SiO,-Anteil 84 Gew.-% (rontgenographisch), 89 Gew.-% (ultraspektroskopisch), Al,O3
0,004 %, TiO, 0,05 %, Na,O 0,006 %, S 0,08 %; Gewichtsverlust bei 800 °C 0,73 %.
Nach Robock (1973) liegt der kristalline Anteil bei 87 % (Methode nicht angegeben), der
Rest besteht aus amorpher SiO, mit geringer Kontamination von Kaolinit.

Tabelle 7.2: Kenndaten des gepruften Rul3es und des amorphen SiO,

Stoff, Bezeichnung Mittlere Dichte Spezif. Hersteller | Literatur
GroRe ®der [g/mL] Oberfl.
Primarteilchen (BET)
[wm] [m*/g]
RuR3-UF, 0,014 18-19 300 ° Degussa |Degussa,
Furnaceruf3 Printex®-90" |, Struktur® (MW 1,85) 1983(a), 1991,
mittel © 1994
Amorphes SiO,, 0,014 2,2 150 Degussa |Degussa,
hochdisperse pyrogene Oberflache +14 1983(b), 1984,
Kieselsaure; fumed silica; kugelférmig, 1985
AEROSIL® 150 (,LAEROSIL® glatt und
= Verfahren, kein Stoff) porenfrei

®Bei Degussa-Stauben Berechnung des arithmetischen Mittelwerts nach Bestimmung der
Durchmesser von 3.000 — 6.000 Teilchen uber elektronenmikroskopische Aufnahmen (Degussa,
1983); zum Teil abweichende Angaben in verschiedenen Verdffentlichungen.

bAnwendung: Gut dispergierbares Pigment fiir tiefschwarze Einfarbung von Kunststoffen.
‘DBP-Adsorption 95 mL/100 g. Morphologisch machen die Aggregate die sog. Struktur aus. Bei
den gebrauchlichen MeBmethoden beeinflussen aber auch die Agglomerate und die
Oberflacheneigenschaften das Ergebnis.

dAndere Ergebnisse: 230 m#/g (Heinrich et al., 1994), 270 m?/g (Pott et al., 1994), 337 m3/g
(Eickhoff, 2001).
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Tabelle 7.3: Idealstdube und untersuchte Staube mit einigen ihrer physikalischen

Kenndaten:

Links: Daten von funf Idealstauben (einheitliche Partikelgrof3e, kugelférmig, glatt, Dichte
1 g/mL) mit Teilchendurchmessern absteigend von 2 bis 0,02 um und den daraus

berechneten Partikelzahlen pro mg und spezifischen Partikeloberflachen.

Rechts: Die untersuchten vier Staube

Jdeale* Staube? Die untersuchten Staube

Part.- Spezif. Spezif. Staub Spezif. Mittl. Spezif. Dichte  Speazif.
durch- Parti- Ober- Part.- Part. Oberfl. [g/mL] Vol.
mess. kelzahl flache zahl durchm. (BET) [uL/mg]
[um] [10°mg]  [mP/g] [10°/mg]  [um] [m?/g]
Durchmesser von Feinstauben

Magerkohle — 0,27 4,0 4,1 1,4 0,71
2 0,24 3,0
1 1,9 6,0 Quarz — 3,6 11 8,8 2,6 0,38
0,2 240 30
Durchmesser von Ultrafeinstauben
0,1 1.900 60
0,02 240.000 300

Furnaceru® Pr. 90 0,014 300 1,85 0,54

Amorphes SiO; 0,014 150 2,2 0,45

2 Fiir einen Idealstaub, der aus Kugeln mit glatter Oberflache und gleicher GréRe mit der Dichte 1 besteht,

kann das Verhaltnis zwischen Durchmesser, spezifischer Oberflache und Anzahl der Kugeln pro
Masseneinheit folgendermaf3en allgemein beschrieben werden: Wenn der Durchmesser um den Faktor 2

2°.

® Formale Definition: Durchmesser < 0,1 um:; fir die biologische Wirkung gibt es keine Schwelle.

kLeiner wird, vergroRert sich die Oberflache mit dem Faktor 2, und die Teilchenzahl steigt mit dem Faktor
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Tabelle 7.4: Behandlungsgruppen 9-Monatsversuch (ITEM Prifung 05N99524)

Gruppe Behandlung Dosierung Tiere/Gruppe | Tiernummern
intratracheale Instillation (Anzahl Instill. x mg),
PVNO s.c. Zeit zwischen den
Behandlungen
A02 Kontrolle, Tragerflissigkeit 10 x 0,3 ml, 28 (+13) 020001-
i.tr.* 28-tagig 020041
B0O4 Quarz DQ 12 i.tr. 1x3mg 28 (+13) 040001-
040041
Co6 Quarz DQ 12 i.tr. + PVNO 1 x 3 mg/ 28 (+ 13) 060001-
(Brockhaus) s.c. 3 x 20 mg** im Abst. 060041
von 4 Monaten
D08 Aerosil® 150 (0,014 pm) i.tr. 20 x 0,5 mg 14 tagig 28 (+13) 080001-
080041
E10 Printex®-90-RuR i.tr. 10x0,5mg 28 (+ 13) 100001-
wochentlich 100041
F12 Kohlenstaub i.tr. 10 x 1 mg, wochentlich 28 (+13) 120001-
120041
Tabelle 7.5: Behandlungsgruppen 30 Monatsversuch (ITEM Prifung 05N99525)
Gruppe Behandlung Dosierung Tiere/ Tiernummern
intratracheale Instillation (Anzahl Instill. x mg), Gruppe
PVNO s.c. Zeit zwischen den
Behandlungen
A02 Kontrolle, Tragerflissigkeit 10 x 0,3 ml, 64 020001-
i.tr.* 7 Tage 020064
B0O4 Quarz DQ 12 i.tr. 1x3mg 64 040001-
040064
C06 Quarz DQ 12 i.tr. + PVNO 1 x 3 mg Quarz 64 060001-
(Brockhaus) s.c.** 7 *20 mg PVNO 060064
4 Monate.
D08 | amorphes SiO, (Aerosil® 150) 30x0,5mg 64 080001-
(0,014 pm) i.tr. 14 Tage 080064
E10 Printex®-90 RuR i.tr. 10 x 0,5 mg 64 100001-
(0,014 pum) 7 Tage 100064
F12 Kohlenstaub i.tr. 10 x 1 mg, 64 120001-
(1-2 um) 7 Tage 120064

* 0,9 % NaCl-Lésung, bei RuR und Kohlenstaub Zusatz von 0,5 % Tween® 80 als Detergens
** als 2 %ige PVNO-Lésung in 0,9 % NaCl-Lésung*, Quarz und Aerosil® ohne Detergens
Reservetiere in Klammern
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Tabelle 7.6: Lebenszeiten der Einzeltiere im Versuch

Gruppe | Tier- +: Vers. | Ratten | Block- | Block- | Lunge | Lungen- | Sirius- Leer-
A Nr. gest. zeit at risk zahl / zahl einfach stufen rot schnitt
- [Wo] Lunge Rest e
geto-

tet
A02 0048 - 36 6 1 0 0 0 0
A02 0038 - 37 6 2 0 0 0 0
A02 0058 39
A02 0004 + 52 1|56 6 1 0 0 0 0
A02 0040 - 78 2 |55 6 1 0 0 0 0
A02 0009 - 79 3 |54 6 2 0 0 0 0
A02 0002 - 82 4 | 53 6 1 0 0 0 0
A02 0008 - 82 5 | 52 6 1 0 0 0 0
A02 0012 - 82 6 | 51 6 2 0 0 0 0
A02 0024 - 82 7 |50 6 2 0 0 0 0
A02 0056 - 82 8 | 49 6 1 0 0 0 0
A02 0006 - 83 9 | 48 6 1 0 0 0 0
A02 0047 - 84 10 | 47 6 2 0 0 0 0
A02 0062 - 84 11 | 46 6 1 0 0 0 0
A02 0028 - 87 12 | 45 6 2 0 0 0 0
A02 0043 - 88 13 | 44 6 1 0 0 0 0
A02 0053 - 88 14 | 43 6 1 0 0 0 0
A02 0061 - 89 15 | 42 6 1 0 0 0 0
A02 0063 - 89 16 | 41 6 2 0 0 0 0
A02 0035 - 90 17 | 40 6 2 0 0 0 0
A02 0027 - 92 18 | 39 6 1 0 0 0 0
A02 0044 - 92 19 | 38 6 2 0 0 0 0
A02 0064 - 93 20 | 37 6 1 0 0 0 0
A02 0039 - 95 21 | 36 6 2 0 0 0 0
A02 0003 - 97 22 | 35 6 2 0 0 0 0
A02 0025 - 97 23 | 34 6 2 0 0 0 0
A02 0046 - 100 | 24| 33 6 3 0 0 0 0
A02 0052 - 100 | 25| 32 6 2 0 0 0 0
A02 0030 + 103 | 26 | 31 6 2 0 0 0 0
A02 0034 - 104 | 27 | 30 6 2 0 0 0 0
A02 0050 - 105 |28 | 29 6 1 0 0
A02 0060 - 109 |29 | 28 6 2 0 0 0 0
A02 0007 - 109 | 30| 27 6 1 0 60 0 18
A02 0014 - 110 |31 26 6 2 0 60 0 18
A02 0041 - 110 [ 32| 25 6 2 0 0
A02 0029 - 113 [ 33| 24 6 2 0 60 0 18
A02 0026 - 115 | 34 | 23 6 2 0 60 0 18
A02 0057 - 115 |35 22 6 2 0 0 0 0
A02 0054 - 115 [ 36| 21 6 1 0 80 0 0
A02 0010 - 118 | 37 | 20 6 2 0 60 0 18
A02 0018 - 120 |38 | 19 6 2 7 0 2 1+5
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Gruppe | Tier- +: Vers. | Ratten | Block- | Block- | Lunge | Lungen- | Sirius- Leer-
A Nr. gest. zeit at risk zahl / zahl einfach stufen rot schnitt
- [Wo] Lunge Rest e
geto-

tet
A02 0042 - 120 | 39 | 18 6 3 7 0 2 1+5
A02 0031 - 122 40 | 17 6 1 0 0
A02 0055 - 122 | 41| 16 6 3 0 0
A02 0032 - 122 | 42 | 15 6 2 7 0 2 1+5
A02 0020 - 123 (43| 14 6 2 0 73 0 0
A02 0023 - 123 | 44 | 13 6 4 7 0 2 1+5
A02 0036 - 123 | 45| 12 6 4 7 0 2 145
A02 0051 - 124 | 46 | 11 6 4 0 0
A02 0037 - 124 | 47 | 10 6 2 7 0 2 1+5
A02 0045 - 124 | 48| 9 6 2 6 0 2 145
A02 0049 - 124 | 49| 8 6 2 6 0 2 1+5
A02 0001 - 125 (50| 7 6 2 6 0 2 145
A02 0011 - 125 | 51| 6 6 1 0 60 0 0
A02 0013 - 125 | 52| 5 6 1 0 81 0 0
A02 0015 - 125 (53| 4 6 1 0 79 0 0
A02 0016 - 125 (54| 3 6 2 0 77 0 0
A02 0033 - 125 | 55| 2 6 1 6 0 2 145
A02 0059 - 127 [ 56| 1 6 2 0 72 0 0
A02 0005 - 64 1 0 1 0 0 0
A02 0017 - 64 1 0 1 0 0 0
A02 0019 - 64 1 0 1 0 0 0
A02 0021 - 64 1 0 1 0 0 0
A02 0022 - 64 1 0 1 0 0 0
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Gruppe | Tier- +: Vers. | Ratten | Blockzahl/ | Blockzahl Lunge Lungen- | Sirius- Leer-
B Nr. gest. zeit at risk Lunge Rest einfach stufen rot schnitte
- [Wo]
getot.

B04 0064

B04 0049 - 8 3 4 0 0 0 0
BO4 0051 - 8 3 4 0 0 0 0
B0O4 0007 + 40 6 1 0 0 0 0
BO4 0035 - 48 6 1 0 0 0 0
BO4 0016 - 52 1|54 6 1 0 0 0 0
BO4 0013 - 64 0 0 0 0 0 0
B04 0025 - 64 0 0 0 0 0 0
BO4 0037 - 64 0 0 0 0 0 0
B0O4 0042 - 64 0 0 0 0 0 0
B04 0043 - 64 0 0 0 0 0 0
BO4 0039 - 65 2 |53 6 2 0 0 0 0
BO4 0018 - 66 3 | 52 6 1 0 0 0 0
B0O4 0044 + 66 4 |51 6 1 0 0 0 0
B04 0050 - 67 5 | 50 6 2 0 0 0 0
BO4 0052 - 67 6 | 49 5 1 0 0 0 0
BO4 0055 - 67 7 |48 6 3 0 0 0 0
B04 0034 - 71 8 | 47 6 1 0 0 0 0
BO4 0010 - 73 9 | 46 6 1 0 0 0 0
BO4 0041 - 74 |10 | 45 6 1 0 0 0 0
B04 0027 - 81 11 | 44 6 2 0 0 0 0
BO4 0004 - 83 12 | 43 6 1 0 0 0 0
BO4 0021 - 83 13 | 42 6 1 0 0 0 0
B0O4 0019 - 87 14 | 41 6 1 0 0 0 0
BO4 0059 - 88 15 | 40 6 2 0 0 0 0
BO4 0061 - 88 16 | 39 6 2 0 0 0 0
BO4 0045 - 89 17 | 38 6 2 0 0 0 0
B04 0058 - 90 18 | 37 6 1 0 0 0 0
BO4 0057 - 91 19 | 36 6 2 0 0 0 0
BO4 0023 - 92 20 | 35 6 2 0 0 0 0
B0O4 0029 - 92 21 | 34 6 2 0 0 0 0
BO4 0014 - 96 22 | 33 6 2 0 0 0 0
BO4 0046 - 96 23 | 32 6 2 0 0 0 0
B0O4 0017 - 97 24 | 31 6 2 0 0 0 0
B04 0056 - 103 | 25| 30 6 2 0 0 0 0
BO4 0024 - 104 | 26 | 29 6 3 0 0 0 0
B0O4 0028 - 104 | 27 | 28 6 3 0 0 0 0
B04 0001 - 105 | 28 | 27 6 2 0 0 0 0
BO4 0047 - 108 | 29 | 26 6 2 0 0 0 0
BO4 0048 - 109 | 30| 25 6 2 0 0 0 0
B0O4 0036 - 111 | 31| 24 6 1 0 0 0 0
BO4 0020 - 113 | 32| 23 6 2 0 0 0 0
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Gruppe | Tier- +: Vers. | Ratten | Blockzahl/ | Blockzahl Lunge Lungen- | Sirius- Leer-
B Nr. gest. zeit at risk Lunge Rest einfach stufen rot schnitte
= [Wo]
getot.
B0O4 0040 - 113 [ 33| 22 6 1 0 0 0 0
B0O4 0062 - 113 | 34| 21 6 3 0 0 0 0
B0O4 0003 - 115 (35| 20 6 3 6 0 1 1
B04 0015 - 115 | 36 | 19 6 1 7 0 2 1
B0O4 0002 - 116 | 37 | 18 6 2 6 0 2 0
B0O4 0008 - 116 |38 | 17 6 1 6 0 2 1
B0O4 0031 - 116 |39 | 16 6 2 0 0 0 0
B0O4 0063 - 116 [ 40| 15 6 2 0 0 0 0
B04 0005 - 118 | 41 | 14 6 1 7 0 2 1
B0O4 0033 - 118 |42 | 13 6 2 0 0 0 0
B0O4 0026 - 120 [ 43| 12 6 2 0 84 0 0
BO4 0032 - 120 |44 | 11 6 3 0 76 0 0
B0O4 0006 - 123 (45| 10 6 1 7 0 2 1
B0O4 0009 - 123 (46| 9 6 1 6 60 0 0
B0O4 0060 - 123 (47| 8 6 1 0 78 0 0
BO4 0011 - 124 |48 7 6 1 7 0 2 1
B0O4 0012 - 124 (49 ] 6 6 3 6 0 1 1
B0O4 0030 - 124 (50| 5 6 3 0 78 0 0
B04 0038 - 124 | 51| 4 6 3 0 74 0 0
B0O4 0022 - 125 (52| 3 6 2 7 0 2 1
B0O4 0054 - 126 (53] 2 6 3 0 81 0 0
B04 0053 - 127 |54 ] 1 6 3 6 0 1 1
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Gruppe | Tier- | +: gest. Vers. Ratten Block- | Block- Lunge | Lungen- | Sirius Leer-
C Nr. —: get. zeit at risk zahl / zahl ein- stufen rot schnitt
[Wo] Lunge Rest fach e
C06 0064
C06 0024 + 14 6 1 0 0 0 0
C06 0019 - 35 5 1 0 0 0 0
C06 0023 - 53 1 56 5 1 0 0 0 0
C06 0047 - 57 2 55 5 1 0 0 0 0
C06 0010 - 64 - - 0 0 0 0 0 0
C06 0017 - 64 - - 0 0 0 0 0 0
C06 0034 - 64 - - 0 0 0 0 0 0
C06 0038 - 64 - - 0 0 0 0 0 0
C06 0051 - 64 - - 0 0 0 0 0 0
C06 0041 - 65 3 54 5 1 0 0 0 0
C06 0050 - 81 4 53 6 2 0 0 0 0
C06 0056 - 81 5 52 6 2 0 0 0 0
C06 0046 - 82 6 51 6 2 0 0 0 0
C06 0036 - 84 7 50 6 1 0 0 0 0
C06 0029 - 87 8 49 6 2 0 0 0 0
C06 0021 - 88 9 48 6 2 0 0 0 0
C06 0013 - 89 10 47 6 1 0 0 0 0
C06 0025 - 89 11 46 6 1 0 0 0 0
C06 0018 - 91 12 45 6 2 0 0 0 0
C06 0061 + 92 13 44 6 2 0 0 0 0
C06 0033 - 93 14 43 6 3 0 0 0 0
C06 0045 - 97 15 42 6 2 0 0 0 0
C06 0037 - 98 16 41 6 3 0 0 0 0
C06 0039 - 98 17 40 6 2 0 0 0 0
C06 0030 - 101 18 39 6 1 0 0 0 0
C06 0054 - 103 19 38 6 2 0 0 0 0
C06 0040 - 105 20 37 6 2 6 0 2 1
C06 0002 - 106 21 36 6 2 0 0 0 0
C06 0011 - 106 22 35 6 2 0 0 0 0
C06 0043 + 107 23 34 6 3 0 0 0 0
C06 0032 - 108 24 33 6 2 0 0 0 0
C06 0049 - 108 25 32 6 2 0 0 0 0
C06 0057 - 108 26 31 6 2 0 0 0 0
C06 0003 - 110 27 30 6 2 0 0 0 0
C06 0035 - 110 28 29 6 2 0 0 0 0
C06 0058 + 110 29 28 6 2 0 0 0 0
C06 0053 - 115 30 27 6 1 0 0 0 0
C06 0020 - 116 31 26 6 2 0 0 0 0
C06 0060 - 118 32 25 6 2 0 0 0 0
C06 0014 - 120 33 24 6 1 6 0 2 1
C06 0015 + 121 34 23 6 2 0 0 0 0
C06 0044 + 121 35 22 6 1 0 0 0 0
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Gruppe | Tier- | +: gest. Vers. Ratten Block- | Block- Lunge | Lungen- | Sirius Leer-
C Nr. —: get. zeit at risk zahl / zahl ein- stufen rot schnitt

[Wo] Lunge Rest fach e
C06 0004 - 123 36 21 6 1 6 0 2 1
C06 0007 - 123 37 20 6 2 6 0 2 1
C06 0009 - 123 38 19 6 1 0 67 0 0
C06 0016 - 123 39 18 6 1 6 0 2 1
C06 0001 - 124 40 17 6 4 0 78 0 0
C06 0008 - 124 41 16 6 2 0 78 0 0
C06 0022 - 124 42 15 6 1 0 0 0 0
C06 0026 - 124 43 14 6 1 6 0 2 1
C06 0031 - 124 44 13 6 4 6 0 2 0
C06 0048 - 124 45 12 6 2 0 0 0 0
C06 0005 - 125 46 11 6 2 6 0 2 1
C06 0006 - 125 47 10 6 2 0 78 0 0
C06 0012 - 125 48 9 6 1 0 78 0 0
C06 0027 - 125 49 8 6 2 6 0 2 1
C06 0028 - 125 50 7 6 1 0 77 0 0
C06 0042 - 125 51 6 6 4 6 0 2 0
C06 0052 - 125 52 5 6 4 0 0 0 0
C06 0062 - 125 53 4 6 3 0 74 0 0
C06 0059 - 127 54 3 6 5 0 0 0 0
C06 0063 - 127 55 2 6 4 0 0 0 0
C06 0055 - 128 56 1 6 1 0 0 0 0
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Gruppe | Tier- +: Vers. | Ratten Block- Block- Lunge Lungen- | Sirius Leer-
D Nr. gest. zeit at risk zahl / zahl einfach stufen rot schnitte
- [Wo] Lunge Rest
getot.

D08 0062 -

D08 0050 - 8 3 4 0 0 0 0
D08 0051 - 8 3 4 0 0 0 0
D08 0020 50 6 2 0 0 0 0
D08 0027 50 6 1 0 0 0 0
D08 0048 - 50 6 2 0 0 0 0
D08 0002 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
D08 0005 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
D08 0030 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
D08 0032 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
D08 0041 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
D08 0053 - 74 1|53 6 2 0 0 0 0
D08 0024 - 77 2 |52 6 2 0 0 0 0
D08 0038 - 79 3 |51 6 3 0 0 0 0
D08 0034 - 81 4 |50 6 3 0 0 0 0
D08 0054 - 82 5 149 6 2 0 0 0 0
D08 0001 - 84 6 | 48 6 1 0 0 0 0
D08 0033 + 87 7 |47 6 2 0 0 0 0
D08 0013 - 88 8 | 46 6 3 0 0 0 0
D08 0042 - 91 9 | 45 6 3 0 0 0 0
D08 0003 - 98 10 | 44 6 3 0 0 0 0
D08 0016 - 98 11 | 43 6 3 0 0 0 0
D08 0017 - 98 12 | 42 6 3 0 0 0 0
D08 0023 - 98 13 | 41 6 3 0 0 0 0
D08 0031 - 98 14 | 40 6 2 0 0 0 0
D08 0063 - 101 | 15| 39 6 2 0 0 0 0
D08 0045 - 105 | 16 | 38 6 3 0 0 0 0
D08 0021 - 113 | 17 | 37 6 2 0 0 0 0
D08 0022 - 113 | 18 | 36 6 3 0 0 0 0
D08 0064 - 114 |19 | 35 6 2 0 0 0 0
D08 0056 - 117 | 20 | 34 6 4 0 0 0 0
D08 0061 - 117 |21 | 33 6 3 0 0 0 0
D08 0014 - 120 |22 | 32 6 3 0 0 0 0
D08 0037 - 120 (23|31 6 4 0 0 0 0
D08 0011 - 121 | 24 | 30 6 6 0 0 0 0
D08 0009 - 122 | 25| 29 6 1 6 0 2 1+5
D08 0006 - 123 | 26 | 28 6 2 7 0 2 1+5
D08 0026 + 123 | 27 | 27 6 3 7 0 2 1+5
D08 0029 - 123 | 28 | 26 6 1 6 0 2 1+5
D08 0035 - 123 |29 | 25 6 2 0 0 0 0
D08 0036 - 123 |30 | 24 6 3 0 0 0 0
D08 0040 - 123 | 31| 23 6 2 7 0 1 1+5
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Gruppe | Tier- +: Vers. | Ratten Block- Block- Lunge Lungen- | Sirius Leer-
D Nr. gest. zeit at risk zahl / zahl einfach stufen rot schnitte
— [Wo] Lunge Rest
getot.
D08 0043 - 123 | 32| 22 6 2 7 0 2 1+5
D08 0007 - 124 33|21 6 4 7 0 2 1+5
D08 0018 - 124 | 34| 20 6 2 0 0 0 0
D08 0019 - 124 | 35| 19 6 1 7 0 2 1+5
D08 0028 - 124 | 36 | 18 6 1 7 0 2 1+5
D08 0039 - 124 | 37 | 17 6 3 0 0 0 0
D08 0044 - 124 | 38 | 16 6 3 0 0 0 0
D08 0046 - 124 | 39| 15 6 3 0 0 0 0
D08 0004 - 125 |40 | 14 6 1 0 73 0 0
D08 0008 - 125 | 41| 13 6 1 0 76 0 0
D08 0010 - 125 | 42| 12 6 1 0 76 0 0
D08 0012 - 125 43 | 11 6 2 6 0 2 1+5
D08 0015 - 125 | 44| 10 6 1 0 78 0 0
D08 0025 - 125 | 45| 9 6 1 0 0 0 0
D08 0047 - 125 |46 | 8 6 2 0 0 0 0
D08 0049 - 125 (47| 7 6 1 0 72 0 0
D08 0052 - 125 | 48| 6 6 2 0 0 0 0
D08 0055 - 125 49| 5 6 2 0 0 0 0
D08 0057 - 126 (50| 4 6 1 0 76 0 0
D08 0058 - 126 | 51| 3 5 3 0 0 0 0
D08 0059 - 126 | 52| 2 6 2 0 83 0 0
D08 0060 - 128 (53| 1 6 2 0 0 0 0
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Gruppe | Tier- +: Vers. | Ratten Block- Block- Lunge Lungen- | Sirius- Leer-
E Nr. gest. zeit at risk zahl / zahl einfach stufen rot schnitte
— [Wo] Lunge Rest
getot.
E10 0003 - 50 6 3 0 0 0 0
E10 0006 - 53 1 |58 5 2 0 0 0 0
E10 0056 - 53 2 | 57 6 2 0 0 0 0
E10 0055 - 55 3 |56 5 2 0 0 0 0
E10 0009 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
E10 0018 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
E10 0019 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
E10 0040 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
E10 0047 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
E10 0045 - 70 4 |55 6 3 0 0 0 0
E10 0026 - 77 5 |54 6 2 0 0 0 0
E10 0016 - 81 6 | 53 6 3 0 0 0 0
E10 0030 - 81 7 |52 6 3 0 0 0 0
E10 0058 - 81 8 | 51 6 2 0 0 0 0
E10 0010 - 83 9 | 50 6 2 0 0 0 0
E10 0034 - 83 10 | 49 6 2 0 0 0 0
E10 0007 - 84 |11 | 48 6 3 0 0 0 0
E10 0048 - 85 12 | 47 6 2 0 0 0 0
E10 0011 - 87 13 | 46 6 2 0 0 0 0
E10 0033 - 87 14 | 45 6 2 0 0 0 0
E10 0037 90 15 | 44 6 2 0 0 0 0
E10 0013 92 16 | 43 6 2 0 0 0 0
E10 0031 - 92 17 | 42 6 3 0 0 0 0
E10 0027 - 93 18 | 41 6 3 0 0 0 0
E10 0038 - 95 19 | 40 6 4 0 0 0 0
E10 0035 - 97 |20 | 39 6 2 0 0 0 0
E10 0001 - 98 |21 |38 6 3 0 0 0 0
E10 0017 - 99 |22 |37 6 3 0 0 0 0
E10 0025 - 100 | 23| 36 6 2 0 0 0 0
E10 0032 - 102 | 24| 35 6 2 0 0 0 0
E10 0051 - 103 | 25| 34 6 2 0 0 0 0
E10 0012 - 105 | 26 | 33 6 3 0 0 0 0
E10 0063 - 107 | 27 | 32 6 2 0 0 0 0
E10 0029 - 108 | 28 | 31 6 2 0 0 0 0
E10 0060 - 108 | 29| 30 6 4 0 0 0 0
E10 0050 - 109 | 30| 29 6 3 0 0 0 0
E10 0020 - 110 | 31| 28 6 2 0 0 0 0
E10 0049 - 110 | 32 | 27 6 3 0 0 0 0
E10 0028 - 111 | 33| 26 6 3 0 0 0 0
E10 0064 - 111 | 34| 25 6 3 0 0 0 0
E10 0061 - 114 | 35| 24 6 3 0 0 0 0
E10 0005 - 115 | 36| 23 6 2 0 0 0 0
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Gruppe | Tier- +: Vers. | Ratten Block- Block- Lunge Lungen- | Sirius- Leer-
E Nr. gest. zeit at risk zahl / zahl einfach stufen rot schnitte
— [Wo] Lunge Rest
getot.
E10 0053 - 115 [ 37 | 22 6 3 0 0 0 0
E10 0021 - 118 | 38| 21 6 3 0 0 0 0
E10 0052 - 119 (39 | 20 6 2 0 0 0 0
E10 0014 - 121 |40 | 19 6 4 6 0 2 0
E10 0042 - 121 |41 | 18 6 4 0 0 0 0
E10 0004 - 123 | 42 | 17 6 1 6 0 2 1
E10 0036 - 123 [ 43 | 16 6 1 0 74 0 0
E10 0041 - 123 |44 | 15 6 3 6 0 2 1
E10 0043 - 123 | 45| 14 6 2 6 0 2 1
E10 0054 - 123 | 46 | 13 6 1 0 76 0 0
E10 0015 - 124 | 47 | 12 6 2 6 0 2 1
E10 0022 - 124 |1 48 | 11 6 3 6 0 2 0
E10 0023 - 124 |49 | 10 6 4 0 70 0 0
E10 0024 - 124 (50| 9 6 2 6 0 2 1
E10 0044 - 124 (51| 8 6 4 0 0 0 0
E10 0046 - 124 |52 | 7 6 1 6 0 2 1
E10 0059 - 124 (53| 6 6 3 6 0 2 1
E10 0062 - 124 (54| 5 6 6 6 0 2 0
E10 0002 - 125 | 55| 4 6 1 0 80 0 0
E10 0008 - 125 (56| 3 6 1 0 70 0 0
E10 0039 - 125 (57| 2 6 2 0 76 0 0
E10 0057 - 126 |58 | 1 6 2 0 76 0 0
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Gruppe | Tier- | +:gest. | Vers. | Ratten Block- Block- Lunge Lungen- | Sirius- Leer-
F Nr. - zeit at risk zahl / zahl einfach stufen rot schnitt
getot. | [Wo] Lunge Rest e
F12 0063 -
F12 0064 -
F12 0049 - 8 3 4 0 0 0 0
F12 0050 - 8 3 4 0 0 0 0
F12 0051 - 8 3 4 0 0 0 0
F12 0025 - 34 5 2 0 0 0 0
F12 0011 - 43 6 2 0 0 0 0
F12 0010 - 48 6 2 0 0 0 0
F12 0021 - 57 1|51 5 2 0 0 0 0
F12 0013 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
F12 0018 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
F12 0029 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
F12 0031 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
F12 0045 - 64 - - 1 0 1 0 0 0
F12 0060 - 66 2 |50 5 3 0 0 0 0
F12 0040 - 73 3 |49 6 3 0 0 0 0
F12 0026 - 81 4 | 48 6 3 0 0 0 0
F12 0030 - 81 5 | 47 6 3 0 0 0 0
F12 0034 - 81 6 | 46 6 3 0 0 0 0
F12 0035 - 82 7 |45 6 2 0 0 0 0
F12 0037 - 82 8 | 44 6 3 0 0 0 0
F12 0006 - 84 9 |43 6 2 0 0 0 0
F12 0042 - 84 10 | 42 6 2 0 0 0 0
F12 0024 - 85 11 | 41 6 2 0 0 0 0
F12 0054 - 86 12 | 40 6 1 0 0 0 0
F12 0061 - 86 13 | 39 6 2 0 0 0 0
F12 0047 - 87 14 | 38 6 2 0 0 0 0
F12 0017 - 89 15 | 37 6 4 0 0 0 0
F12 0039 - 89 16 | 36 6 3 0 0 0 0
F12 0032 - 93 17 | 35 6 1 0 0 0 0
F12 0058 - 93 18 | 34 6 2 0 0 0 0
F12 0048 - 95 19 | 33 6 4 0 0 0 0
F12 0001 - 96 20 | 32 6 3 0 0 0 0
F12 0046 - 99 21| 31 6 3 0 0 0 0
F12 0005 - 101 | 22| 30 6 1 0 0 0 0
F12 0014 - 101 | 23| 29 6 2 0 0 0 0
F12 0009 - 103 | 24| 28 6 2 0 0 0 0
F12 0015 - 103 | 25 | 27 6 3 0 0 0 0
F12 0027 - 103 | 26 | 26 6 4 0 0 0 0
F12 0038 - 105 | 27| 25 6 3 0 0 0 0
F12 0055 - 109 | 28| 24 6 2 0 0 0 0
F12 0036 - 115 | 29| 23 6 2 0 0 0 0
F12 0019 - 122 | 30| 22 6 2 6 0 2 1+5
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Gruppe | Tier- | +:gest. | Vers. | Ratten Block- Block- Lunge Lungen- | Sirius- Leer-
F Nr. - zeit at risk zahl / zahl einfach stufen rot schnitt
getdt. | [Wo] Lunge Rest e
F12 0004 - 123 | 31|21 6 2 6 0 2 1+5
F12 0007 - 123 | 32| 20 6 2 6 0 2 1+5
F12 0008 - 123 | 33|19 6 4 0 0 0 0
F12 0012 - 123 | 34| 18 6 1 6 0 2 1+5
F12 0016 - 123 | 35| 17 6 2 6 0 2 1+5
F12 0020 - 123 | 36| 16 6 2 0 78 0 0
F12 0023 - 124 | 37| 15 6 1 0 72 0 0
F12 0028 - 124 | 38| 14 6 2 6 0 2 1+5
F12 0041 - 124 | 39 | 13 6 2 0 71 0 0
F12 0043 - 124 | 40| 12 6 2 6 0 2 1+5
F12 0044 - 124 | 41|11 6 4 0 0 0 0
F12 0002 - 125 | 42 | 10 6 3 0 0 0 0
F12 0003 - 125 | 43| 9 6 3 0 31 0 0
F12 0022 - 125 | 44| 8 6 2 0 72 0 0
F12 0033 - 125 | 45| 7 6 3 6 0 2 1+5
F12 0056 - 125 | 46| 6 6 1 0 65 0 0
F12 0052 - 126 | 47| 5 6 2 0 66 0 0
F12 0053 - 127 | 48| 4 6 2 6 0 2 1+5
F12 0062 - 127 | 49| 3 6 1 6 0 2 1+5
F12 0057 - 128 | 50| 2 6 3 0 0 0 0
F12 0059 - 128 | 51| 1 6 2 0 0 0 0
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Tabelle 7.7: Naherungsbestimmung der Volumina (mm3) aller Lungentumoren, die in 70 Lungen der vier Versuchsgruppen nach Auswertung von 60
Schnitten pro Lunge histopathologisch diagnostiziert wurden.

1x 3 mg Quarz

1x 3 mg Quarz +7 x 20 mg PVNO s.c.

Tier-Nr. B0O4/ BO4/ BO4/ B04/ B0O4/ BO4/ Ccoe6/ Ccoe/ Co6/ Ccoe6/ Ccoe6/
0009 0030 0032 0038 0054 0060 0008 0009 0012 0028 0062
Zahl der Tumoren/Lunge 14 7 3 13 3 4 1 1 1 3 4
Bronchiolo-alveolare *0,1 15,8 1,0 0,02 0,2 49 0,2
Adenome 0,2 0,1 0,1 18,3 3,3
Bronchiolo-alveoléare 1,1 0,9 0,8 8,4 27,8 0,5 111 1,6 0,3 0,9
Karzinome 237,4 1,3 1,1 4.6 0,4 0,2
21,9 10,2 1,4 2,6
13,4 475,0 0,8
3,5 3,6 3,6
2,8 4.3 19,2
17,6 0,6 11
0,1 0,1
0,1
1,4
Zystisch-keratinisierende 193,5 0,4 147.,4
Epitheliome 14,2
50,3
48,8
*Jeder Wert steht fir das Volumen eines Tumors in mm3
Staubinstillation 30 x 0,5 mg SiO, amorph 10 x 0,5 mg Printex®-90
Tier-Nr. D08/0004 D08/0007 D08/0010 D08/0015 D08/0028 D08/0057 E10/0023 E10/0039 E10/0057
Bronchiolo-alveoléares 1,3 0,03 0,3 0,3
Adenom
Bronchiolo-alveoléares 29,0 1,1 0,5 2,5 0,3 1,9
Karzinom 1,5 0,5 0,5
0,9
0,4
Plattenepithelkarzinom 1875

Fraunhofer ITEM Prif. Nr. 05N99524 und 05N99525




Fraunhofer ITEM

Abschlussbericht UFOPLAN 2003, FV 203 61 215
Teil 11 Histologie

Page 62 of 75

Tabelle 7.8: 9-Monatsversuch (Prufung 05N99524). Zusammenfassung der histopathologischen Lungenbefunde

Anzahl betroffener Tiere

Behandlung
10x0,3 ml NacCl 1x3mg Quarz 1x3mg Quarz + 30x0,5mg Aerosil® | 10x0,5mg 10x1mg

Befunde 7x20 mg PVNO | 150 Printex®-90 Kohlenstaub

Anzahl untersuchter Lungen 10 10 10 10 10 10
Bronchiolo-alveolare Hyperplasien
Grad 1 0 1 (10%) 0 2 (20%) 0 6 (60%)*
Grad 2 0 3 (30%) 6 (60%)* 7 (70%)** 7 (70%)** 4 (40%)
Grad 3 0 4 (40%) 4 (40%) 0 3 (30%) 0
Grad 4 0 2 (20%) 0 0 0 0
Becherzellhyperplasie
Grad 2 0 1 (10%) 3 (30%) 2 (20%) 1 (10%) 0
Grad 3 0 4 (40%) 2 (20%) 0 0 0
Grad 4 0 1 (10%) 0 0 0 0
Alveolére Lipoproteinose
Grad 1 0 0 4 (40%) 0 2 (20%) 0
Grad 2 0 0 1 (10%) 0 3 (30%) 0
Grad 3 0 3 (30%) 0 0 1 (10%) 0
Grad 4 0 7 (70%)** 0 0 0 0
Ansammlung partikelbeladener
Makrophagen
Grad 1 0 0 1 (10%) 1 (10%) 0 3 (30%)
Grad 2 0 0 5 (50%)* 8 (80%)*** 1 (10%) 7 (70%)**
Grad 3 0 3 (30%) 4 (40%) 1 (10%) 7 (70%)** 0
Grad 4 0 6 (60%)* 0 0 2 (20) 0
Alveolare und interstitielle
Entziindungszellinfiltrate
Grad 1 1 (10%) 0 1 (10%) 1 (10%) 1 (10%) 8 (80%)**
Grad 2 0 2 (20%) 6 (60%)* 9 (90%)*** 9 (90%)*** 2
Grad 3 0 8 (80%)*** 3 (30%) 0 0 0
Interstitielle fibrotische Granulome
Grad 2 0 0 0 7 (70%)** 0 0
Grad 3 0 1 (10%) 1 (10%) 3 (30%) 0 0

Fraunhofer ITEM Prif. Nr. 05N99524 und 05N99525




Fraunhofer ITEM

Abschlussbericht UFOPLAN 2003, FV 203 61 215
Teil 11 Histologie

Page 63 of 75

Anzahl betroffener Tiere

Behandlung

10x0,3 ml NaCl 1x3mg Quarz 1x3mg Quarz + 30x0,5mg Aerosil® | 10x0,5mg 10x1mg
Befunde 7x20 mg PVNO | 150 Printex®-90 Kohlenstaub

Anzahl untersuchter Lungen 10 10 10 10 10 10

Cholesteringranulome
Grad 1 0 0 1 (10%) 1 (10%) 1 (10%) 0
Grad 2 0 1 (10%) 5 (50%)* 3 (30%) 0 0
Grad 3 0 6 (60%)* 2 (20%) 0 0 0
Grad 4 0 2 (20%) 0 0 0 0
Interstitielle Fibrose
Grad 1 0 0 1 (10%) 0 3 (30%) 0
Grad 2 0 2 (20%) 6 (60%)* 10 (100%)*** 4 (40%) 0
Grad 3 0 6 (60%)* 3 (30%) 0 0 0
Grad 4 0 2 (20%) 0 0 0 0
Pleurafibrose
Grad 1 1 (10%) 0 0 0 2 (20%) 0
Grad 2 0 3 (30%) 1 (10%) 1 (10%) 0 0
Grad 3 0 0 1 (10%) 1 (10%) 0 0
Haemorrhagien
Grad 1 0 0 1 (10%) 1 (10%) 0 0
Grad 2 0 3 (30%) 0 0 0 0
Grad 3 0 1 (10%) 0 0 0 0
Hyperplasie des BALT
Grad 1 0 0 1 (10%) 0 0 1 (10%)
Grad 2 1 (10%) 2 (20%) 3 (30%) 3 (30%) 7 (70%)* 6 (60%)
Grad 3 1 (10%) 6 (60%) 2 (20%) 6 (60%) 2 (20%) 1 (10%)
Grad 4 0 1 (10%) 0 1 (10%) 0 0

Grad 0: keine Veranderung - Grad 1: sehr geringgradig — Grad 2: geringgradig — Grad 3: mittelgradig — Grad 4: hochgradig
Signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und Behandlungsgruppe (paarweiser Fisher Test) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Tabelle 7.9: Haufigkeiten der histopathologisch diagnostizierten Lungentumoren und Praneoplasien bei weiblichen Wistar-Ratten durch Untersuchung
von 6 und zum Teil von 60 Lungenschnitten nach intratrachealer Instillation von Stauben mit unterschiedlicher kanzerogener Potenz. (Die Uberlebens-

zeiten der 17 untersuchten Tiere sind in Tabelle 7.6 angegeben)

Instillationen
10 x 0,3 mL 1 x 3 mg Quarz 1 x 3 mg Quarz 30x0,5mg 10 x 0,5 mg 10 x 1 mg
1 NaCl-Los. +7 Inj. 2 20 mg PVNO s.c. SiO, amorph RuR-UF Kohlen-staub
+ Tween® 80 im Abstand von 4 Mon.
Anzahl Ratten mit
2 Vers.zeit 252/ > 104 Wo. 56 /30 54 /29 56 /37 53/38 58/33 51/25
Eﬁéﬁfh” d. Spalten (Def. s. a) b) a) b) ) d) a) b) ) d) a) b) a) b) ) d) a) b)
4 | Zahl untersuchter Lungen 17 22 7 7 17 17 7 7 17 17 17 17 7 7 17 17 17 17
Zahl untersuchter Schnitte 6 60 6 60 6 od. 6 6 60 6 od. 6 6 60 6 60 6 od. 6 6 60
pro Lunge 60 60 60
6 | Bronchiolo-alveolares 5 8 10 4 3 4 4 3 2 1 5 > 1
Adenom
7 |- Bronchiolo-alveoldres 11 | 30 | 40 | 21 3 6 10 7 1 3 3 8 13 8
Karzinom
g8 |- zygtlsch-keratln|S|erendes 4 6 6 4 1 1 1 1
Epitheliom
9 |- Plattenepithelkarzinom 4 4 1 1 1 1
10 | Gesamtzahl der Tumoren 17 44 60 33 6 10 16 12 2 6 4 10 16 10
11 | Mittl. Tumorzahl pro Lunge 2,4 6,3 3,5 1,9 0,86 1,4 0941 071 | 0,22 | 0,35 | 0,57 1,4 0,94 | 0,59
12 Anzahl Tiere mit 1 oder > 1 6 6 12 12 5 5 8 8 2 6 1 3 8 6
Lungentumor
Tiere mit Lu.Tumor(en) [%]
13 |von 7 bzw. 17 0,0 0,0 85,7 | 857 | 706 | 706 | 71,4 | 71,4 | 47,1 | 47,1 | 118 | 353 | 143 | 429 | 47,1 | 35,3 0,0 0,0
von R. at risk (Vers.z. 252 Wo.) 0,0 0,0 11,1 | 11,1 § 22,2 | 22,2 8,9 8,9 14,3 | 143 3,8 11,3 1,7 5,2 13,8 | 10,3 0,0 0,0
14 | Anzahi Tiere mit 1 oder > 1 1 1 7 7 | 6] 16| 3 7 6 6 7 1 2 4 4 3
Préaneoplasie

* Préaneoplastische Lasionen: alle fokalen/multifokalen bronchiolo-alveoléren Hyperplasien Grad 4 und Grad 5 sowie Plattenepithelmetaplasien Grad 4 und 5.
Definition der Spalten:

a) Ergebnisse nach Auswertung von 6 Schnitten, und zwar der 3. Schnittebene von je 10 Schnitten der 6 Gewebsbléckchen jeder Lunge; es handelt sich um die gleichen Ratten wie unter b).
b) Ergebnisse nach Auswertung von 60 Schnitten der gleichen Lungen wie a), also von 10 Schnitten der 6 Blockchen; der Unterschied zu a) zeigt den zusétzlichen Erkenntnisgewinn.

c) Ergebnisse nach Auswertung von 17 Lungen, davon 10 Lungen mit insgesamt nur 6 vorhandenen Schnitten und von 7 mit 60 Schnitten. d) Ergebnisse nach Auswertung der gleichen 17 Lungen wie c); im
Unterschied dazu wurden von den 7 Lungen, von denen 60 Schnitte vorliegen, nur 6 Schnitte beriicksichtigt wie bei a). Fett umrandeten Bezirke: Die Prozentsatze der Tiere mit 2 1 Lungentumor von den
17 untersuchten (Zeile 13, Mitte), die Zahl der Tumoren pro Lunge (Zeile 11) und die Anzahl der Tiere mit 2 1 Préneoplasie (Zeile 14) sind die Daten, die in Abbildung 3 dargestellt sind, allerdings

umgerechnet auf den Bezugspunkt Quarz = 100 %.
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Tabelle 7.10: Wahrscheinlichkeit in % einen Tumor definierter Grol3e (bzw. Hohe) bei der angebenen Anzahl Schnitte zu finden.

Tumor- 3 Schnitte 7 Schnitte 12 Schnitte

hohe Alle . L Alle . L Alle . .
[mm] Tumoren Karzinom | Adenom |Epitheliom Tumoren Karzinom | Adenom |Epitheliom Tumoren Karzinom | Adenom |Epitheliom
0.25 7 7 7 20 20 20 30 30 30

0.5 14 14 14 40 40 40 60 60 60

0.75 23 23 23 23 60 60 60 60 90 90 90 90
1 34 34 34 80 80 80 100 100 100

1.25 47 47 47 100 100 100 100 100 100

1.5 58 58 58 100 100 100 100 100 100

1.75 65 65 65 100 100 100 100 100 100

2 73 73 73 100 100 100 100 100 100
2.25 83 83 83 100 100 100 100 100 100
2.5 94 94 100 100 100 100

2.75 100 100 100 100 100 100
4 100 100 100 100 100 100 100 100 100

4.25 100 100 100 100 100 100 100 100 100
5 100 100 100 100 100 100

6.25 100 100 100 100 100 100

Mittel* 44 46 26 80 74 80 51 93 86 91 63 98

* Mittlere Wahrscheinlichkeit berechnet aus der Verteilung der Tumorenhdhe
3 Schnitte: Jeweils 1 Schnitt in beiden grof3en Lappen und 1 Schnitt mit den 3 kleinen Lappen (etwa in der Mitte des Lappens)
7 Schnitte: Jeweils 3 Schnitte in den beiden groRen Lappen (Abstand etwa 1,25 mm) und 1 Schnitt mit den 3 kleinen Lappen (etwa in der Mitte des

Lappens)

12 Schnitte: Jeweils 5 Schnitte in den beiden grof3en Lappen (Abstand etwa 0,85 mm) und 2 Schnitte mit den 3 kleinen Lappen (Abstand etwa 0,85 mm)
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Tabelle 7.11: 30-Monatsversuch (Prifung 05N99525). Zusammenfassung der nicht-neoplastischen histopathologischen Befunde der Lunge.

Anzahl betroffener Tiere

Behandlung

10x0,3ml NacCl 1x3mg Quarz 1x3mg Quarz 30x0,5mg Aerosil® | 10x0,5mg 10x1mg Kohlenstaub

Befunde +7x20mg PVNO Printex®-90

Anzahl untersuchter 17% 22" 17 7 17 7 17 17 17 7 17 17
Lungen
Bronchiolo-alveolare
Hyperplasien
Grad 1 10(59%) | 14(64%) | O 0 1(6%) 0 3(18%) |[2(12%) |0 0 9(53%) 10(59%)
Grad 2 0 0 0 0 1(6%) 0 8(47%) |7(41%) |4(24%) |1(14%) |7(41%) 4(24%)
Grad 3 0 0 3(18%) |0 10(59%) | 4(57%) |5(29%) |[4(24%) |10(59%) |6(86%) |0 1(6%)
Grad 4 0 0 12(71%) | 7(100%) |4(24%) |2(29%) |0 1(6%) 2(12%) |0 1(6%) 2(12%)
Grad 5 0 0 2(12%) |0 1(6%) 1(14%) |0 2(12%) |0 0 0 0
Plattenepithelmetaplasie
Grad 1 0 0 0 0 0 1(14%) |0 0 1(6%) 0 0 1(6%)
Grad 2 0 0 2(12%) |0 1(6%) 4(57%) |0 0 0 4(57%) | 1(6%) 1(6%)
Grad 3 0 0 3(18%) |4(57%) |2(12%) |1(14%) |O 0 0 0 0 0
Grad 4 0 0 2(12%) |0 1(6%) 0 0 0 1(6%) 0 0 0
Grad 5 0 0 2(12%) |3(43%) |1(6%) 0 0 0 1(6%) 0 0 0
Becherzellhyperplasie
Grad 1 0 1(5%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grad 2 0 0 0 0 3(18%) |0 1(6%) 1(6%) 4(24%) | 3(43%) |1(6%) 0
Grad 3 1(6%) 1(5%) 7(41%) |1(14%) |8(47%) |2(29%) |0 0 6(35%) |[3(43%) |1(6) 4(24%)
Grad 4 1(6%) 1(5%) 4(24%) |[3(43%) |2(12%) |[2(29%) |0 0 0 0 0 0
Becherzellmetaplasie
Grad 1 1(6%) 1(5%) 0 0 0 0 1(6%) 3(18%) |0 0 0 1(6%)
Grad 2 0 0 1(6%) 2(29%) | 4(24%) |1(14%) |3(18%) |[5(29%) |10(59%) |5(71%)* |2(12%) 3(18%)
Grad 3 0 0 11(65%) | 3(43%) |10(59%) |5(71%) |0 0 5(29%) |[1(14%) |0 0
Grad 4 0 0 2(12%) |1(14%) |2(12%) |1(14%) |O 0 0 0 0 0
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Alveolare Lipoproteinose

Grad 1 0 0 0 0 0 0 3(18%) |2(12%) |1(6%) 0 3(18%) 4(24%)
Grad 2 0 0 0 0 7(41%) |3(43%) |4(24%) |5(29%) |3(18%) |2(29%) |1(6%) 1(6%)
Grad 3 0 0 12(71% | 4(57%) |7(41%) |3(43%) |1(6%) 2(12%) |12(71% |5(71%)* |0 0

Grad 4 0 0 4(24%) |3(43%) |1(6%) 1(14%) |0 0 0 0 0 0
Ansammlung

partikelbeladener

Makrophagen

Grad 1 0 1(5%) 0 0 0 0 4(24%) |4(24%) |0 0 0 0

Grad 2 0 0 0 0 0 0 9(53%) |9(53%) |3(18%) |1(14%) |17(100%) |17(100%)
Grad 3 0 0 13(76%) |7 16(94%) |7 3(18%) |3(18%) |14(82%) |6(86%) |0 0

Grad 4 0 0 4(24%) |0 0 0 0 0 0 0 0
Alveolare und interstitielle

Entziindungszellinfiltrate

Grad 1 10(59%) | 10(59%) |0 0 (6%) 0 5(29%) |4(24%) |O* 0 7(41%) 5(29%)
Grad 2 3(18%) |0 0 0 0 0 11(65%) |12(71%) |5(29%) |2(29%) |8(47%) 11(65%)
Grad 3 0 0 5(29%) |1(14%) |13(76%) |4(57%) |1(6%) 1(6%) 11(65%) |5(71%)* | 1(6%) 1(6%)
Grad 4 0 0 12(71%) | 6(86%) |3(18%) |3(43%) |0 0 0 0 0 0
Interstitielle fibrotische

Granulome

Grad 2 0 0 0 0 0 0 0 1(6%) 0 0 0 0

Grad 3 0 0 0 0 5(29%) |2(29%) |0 0 0 0 0 0

Grad 4 0 0 0 0 4(24%) |5(71%) |0 0 0 0 0 0
Cholesteringranulome 0 0 17 7 16(94%) |7 5(29%) |9(53%) |16(94%) |7 1(6%) 4(24%)
Fremdkdrpergranulome

Grad 1 1(6%) 732% |0 0 0 0 2(12%) | 1(6%) 0 0 0 0

Grad 2 0 3(14%) |0 0 1(6%) 0 0 0 1(6%) 1(14%) |0 1(6%)
Grad 3 0 0 1(6%) 1(14%) |O 0 0 0 0 0 0 0

Grad 4 1(6%) 1(5%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mehrkernige Riesenzellen

Grad 1 0 0 0 4(57%) | 5(29%) |5(71%) |1(6%) 2(12%) | 1(6%) 2(29%) |0 1(6%)
Grad 2 0 0 6(35%) |0 1(6%) 1(14%) |0 0 1(6%) 1(14%) |0 0

Grad 3 0 0 0 1(14%) |O 0 0 0 0 0 0 0
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Interstitielle Fibrose

Grad 1 1(6%) 1(5%) 0 0 0 0 3(18%) |4(24%) |1(6%) 1(14%) | 8(47%) 8(47%)
Grad 2 0 0 1(6%) 0 0 0 10(59%) |10(59%) | 6(35%) |2(29%) |3(18%) 4(24%)
Grad 3 0 0 4(24%) |0 14(82%) [4(57%) |2(12%) |2(12%) |10(59%) |4(57%) |O 0

Grad 4 0 0 11(65%) |7 2(12%) |3(43%) |0 0 0 0 0 0

Grad 5 0 0 1(6%0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pleurafibrose

Grad 1 0 2(9%) 0 0 0 0 1(6%) 0 0 0 1(6%) 2(12%)
Grad 2 0 2(9%) 0 0 0 0 6(35%) |9(53%) |6(35%) |[2(29%) |0 2(12%)
Grad 3 0 0 3(18%) |1(14%) |14(82%) |5(71%)* |3(18%) |4(24%) |6(35%) |5(71%)* |0 0

Grad 4 0 0 14(82%) | 6(86%)** | 1(6%) 1(14%) |0 0 0 0 0 0

Grad 5 0 0 0 0 1(6%) 1(14%) |0 0 0 0 0 0
Haemorrhagien

Grad 1 0 1(5%) 0 0 0 0 2(12%) |4(24%) |0 0 1(6%) 5(29%)
Grad 2 1(6%) 2(9%) 1(6%) 1(14%) |10(59%) | 6(86%) |4(24%) |5(29%) |9(53%) |5(71%) |3(18%) 4(24%)
Grad 3 0 0 15(88%) |5(71%) |4(24%) |1(14%) |2(12%) |2(12%) |3(18% 1(14%) |0 0

Grad 4 0 0 1(6%) 1(14%) |O 0 0 0 0 0 0 0
Hyperplasie des BALT

Grad 1 0 4(24%) |0 0 1(6%) 0 1(6%) 0 0 0 0 0

Grad 2 12(71%) | 13(86%) |0 0 0 0** 11(65%) |10(59%) |7(41%) |2(29%) |11(65%) |11(65%)
Grad 3 4(24%) |3(14%) |3(18%) |0 8(47%) |1(14%) |4(24%) |7(41%) |7(41%) |5(71%) |4(24%) 6(35%)
Grad 4 0 0 13(76%) |7 0 3(43%) |0 0 1(6%) 0 0 0

Grad 5 0 0 1(6%0) 0 3(18%) |3(43%) |0 0 0 0 0 0
Aspirationspneumonie

Grad 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(14%) |0 0

Definition der Spalten:

a) Ergebnisse nach Auswertung von 6 Schnitten/Lunge, von je 7 Lungen der Quarz-, Quarz + PVNO-, Printex®-90 und von je 17 Lungen der
Kontrolle, Aerosil®-, Kohlenstaub-Gruppe lagen 60 Schnitte vor, von denen aber nur 6 Schnitte beriicksichtigt (3. Schnittebene) wurden.
b) Ergebnisse nach Auswertung von 60 Schnitten/Lunge (von der Kontrollgruppe wurden 22 Tiere untersucht)
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Tabelle 7.12: 9-Monatsversuch (Prifung 05N99524) und 30-Monatsversuch [inklusive der Ergebnisse der Serienschnitte] (Prifung
05N99525)

Numerischer Mittelwert der Einzelbewertungen von 10 bzw. 17 Lungen/Gruppe, bei denen das Ausmald der Verédnderungen in
Schweregrade von 0 — 5 eingeteilt wurde.

Instillationen
10 x 0,3 ml 1x3mg 1 x 3 mg Quarz 30x0,5mg | 10x0,5mg 10x 1 mg

Mittlerer Schweregrad der NaCl Quarz +7x20mg PVYNO| Aerosil® Printex®-90 | Kohlenstaub
erhobenen Befunde
Anzahl untersuchter Lungen 10 22 10 17 10 17 10 17 10 17 10 17

9 Mo. | 30 Mo. | 9 Mo. | 30 Mo. | 9 Mo. 30 Mo. |9 Mo. |30 Mo. |9 Mo. | 30 Mo. | 9 Mo. | 30 Mo.
Bronchiolo-alveolare Hyperplasien| 0 0,6 2,7 3,8 2,4 3,2 1,6 2,5 2,3 2,6 1.4 1,7
Plattenepithelmetaplasie 0 0 2,5 0 1,6 0 0 0 11 0 0,2
Becherzellhyperplasie 0 0,5 1,8 2,4 1,2 2,4 0,4 0,1 0,2 1,6 0 0,7
Becherzellmetaplasie 0 0,05 0 2,8 0 2,7 0 0,8 0 2,1 0 0,4
Alveolare Lipoproteinose 0 0 3,7 3,3 0,6 2,3 0 1,1 1,2 2,5 0 0,4
Ansammlung partikelbeladener 0 0,06 3,3 3,2 2,3 2,8 2 1,8 3,1 2,8 1,7 2
Makrophagen
Alveolédre und interstitielle 0,1 0,5 2,8 3,7 2,2 3 1,9 1,8 1,9 2,5 0,8 1,8
Entzindungszellinfiltrate
Interstitielle fibrotische Granulome 0 0 0,3 0 0,3 2,1 2,6 0,1 0 0 0 0
Interstitielle Fibrose 0 0,06 3 3,7 2,2 3 2 1,8 11 2,6 0 0,9
Zahl der Lungen mit 0 0 9 17 8 16 4 9 1 16 0 4
Cholesteringranulomen
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Tabelle 7.13: Schweregrad histologisch beurteilter und bildanalytisch gemessener nicht neoplastischer Lungenveranderungen 9 und 28 - 29
Monate nach intratrachealer Instillation von Stauben (Mittelwerte) ®. Als weiterer Entzindungsparameter sind die Werte fir die
polymorphkernigen Granulozyten (PMN) in der Lungensplilfliissigkeit (Ergebnisse nach 9 Monaten) vorangestellt (Ernst et al., 2002).

Instillationen
0,5 mg
10 x 0,3 ml 1x3mg 113722%8?#1&2 amorph. SiO, 10 x 0,5 mg 10 x1 mg
NaCl Quarz 9 | alle 2 Wochen, RUB-UF Kohlenstaub
PVNO s.c :
bis zu 30-mal

Versuchszeit [Monate] 9 ~ 28 9 ~28 9 ~28 9 ~28 9 ~28 9 ~28

PMN [Wert gerundet x 1.000] 1,6 190 100 315 150 65
Verhaltnis zu Quarz (Quarz = 100 %) 0,8 % 100 % 53 % 166 % 79 % 34 %

Histologische Befunde:

Anzahl untersuchter Lungen 10 22 10 17 10 17 10 17 10 17 10 17
Bronchiolo-alveolare Hyperplasien 0,0 0,6 2,7 3,8 2,4 3,2 1,6 2,5 2,3 2,6 14 1,7
Plattenepithelmetaplasie 0,0 0,0 0,0 2,5 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 1,1 0,0 0,2
Becherzellhyperplasie 0,0 0,5 1,8 2,4 1,2 2,4 0,4 0,1 0,2 1,6 0,0 0,7
Becherzellmetaplasie 0,0 0,05 0,0 2,8 0,0 2,7 0,0 0,8 0,0 2,1 0,0 0,4
Alveolare Lipoproteinose 0,0 0,0 3,7 3,3 0,6 2,3 0,0 1,1 1,2 2,5 0,0 0,4
Ansamml. partikelbelad. Makrophagen 0,0 0,06 3,3 3,2 2,3 2,8 2,0 1,8 3,1 2,8 1,7 2
Anzahl Lungen m. Cholest.granulomen 0 0 9 17 8 16 4 9 1 16 0 4

Alveolare und interstitielle Entziind.zell- 0,1 0,5 2,8 3,7 2,2 3,0 1,9 1,8 1,9 25 0,8 1,8
infiltrate; Verh. zu Quarz (Q. = 100 %) 36% | 14% | 100% | 100% | 79% | 81% | 68% | 49% | 68% | 68% | 29% | 49%

Interstitielle Fibrose 0,0 0,06 3,0 3,7 2,2 3,0 2,0 1,8 11 2,6 0,0 0,9
Verhaltnis zu Quarz (Quarz = 100 %) 0% 16% | 100% | 100% | 73% | 81% | 67% | 49% | 37% | 70% 0 % 24 %

Bildanalytische Befunde:

Anzahl untersuchter Lungen 9 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Gesamtflache Bindegewebe [mm?]° auf i rxk i *hx * ok *x *
mit Siriusrot angefarbten Schnitten 1,35 2,16 3,19 6,95 2,65 2,98 3,00 3,44 2,68 3,61 1,91 2,78
Standard-Abweichung 0,62 0,44 1,12 2,12 0,47 0,88 0,64 1,22 0,64 0,94 0,47 0,81
Anstieg Uber Kontrollwert hinaus [mm?] - — 1,84 4.8 1,30 0,82 1,65 1,3 1,33 1,5 0,56 0,6
Verhaltn. zu Quarz (Q.anstieg = 100 %) 00% | 0,0% [ 100% | 100% | 71% | 17% | 90% | 27% | 72% | 31% | 30% | 13%

% Die Beurteilung der Auspragung der histopathologischen Lungenbefunde erfolgte semiquantitativ von ,keine* (= 0) tiber ,sehr geringgradig* (= 1)

Fraunhofer ITEM Prif. Nr. 05N99524 und 05N99525




Fraunhofer ITEM Abschlussbericht UFOPLAN 2003, FV 203 61 215 Page 71 of 75
Teil 1I: Histologie

bis ,sehr hochgradig” (= 5 ). Die semiquantitative Bewertung der interstitiellen Fibrose erfolgte mit Hilfe einer Graduierung, die neben
histologischen Kriterien insbesondere die Ausbreitung bertcksichtigt. Sie wurde ebenfalls nach folgendem Schema durchgefiihrt: 0 = keine, 1 =
sehr geringgradig, 2 = geringgradig, 3 = mittelgradig, 4 = hochgradig, 5 = sehr hochgradig. Fiir die quantitative Bestimmung des
Bindegewebsanteils der Lunge wurde von einem Lungenlappen die gesamte Flache analysiert. Die unterschiedliche Bewertung des Ausmal3es
der Fibrose nach semiquantitativer und quantitativer Bestimmung kénnen methodisch erklart werden.

e Bildanalytisch wurden nach 9 Monaten Versuchszeit die 3 kleinen Lungenlappen und nach 28 Monaten Versuchszeit der linke Lungenlappen
untersucht. Die gesamte analysierte Flache der Lungenlappen pro Tier war fur die einzelnen Gruppen zwischen den beiden Terminen sehr &hnlich
(im Mittel beim Termin 28 Monate um 15% kleiner). Nach 9 Monaten Versuchszeit wurde eine Varianzanalyse bezuglich der Streuung innerhalb
der Lungenlappen (innerhalb der Einzeltiere) der jeweiligen Tiere und zwischen den einzelnen Tieren (zwischen den Einzeltieren) fir die
verschiedenen Versuchsgruppen durchgefihrt. Die Varianzen (mittlere Quadrate) zwischen den Tieren waren in allen Fallen groéR3er als innerhalb
der Tiere. Bis auf die Gruppen DQ12/PVNO und Aerosil® war dieser Effekt statistisch signifikant (P< 0.05). In der Gruppe DQ12/PVNO war der
Effekt nicht signifikant, weil die Streuung insgesamt sehr gering war.

e Fur die histologische Gradeinteilung wurden die Befunde in allen Lungenlappen zugrunde gelegt, wobei sich Schweregrade in den einzelnen
Lungenlappen erheblich unterscheiden konnen.

¢ Das verwendete Graduierungsschema bietet eine tGibersichtliche aber grobe Einteilung. Entscheidet man sich fur einen Schweregrad bedeutet dies
einen Unterschied von 20 %. Bei der Bildanalyse kénnen sehr viel feinere Unterschiede bestimmt werden. Somit liegen fur die Bestimmung der
prozentualen Differenzen andere Zahlenbereiche zugrunde.

® Statistik: Dunnett-Test mit logarithmierten Werten: *p <0,05; **p<0,01; **p<0,001
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Tabelle 7.14: Haufigkeiten der histopathologisch diagnostizierten Lungentumoren und Praneoplasien bei weiblichen Wistar-Ratten durch
Untersuchung von 6 und zum Teil von 60 Lungenschnitten nach intratrachealer Instillation von Stauben mit unterschiedlicher kanzerogener
Potenz. Gleiche Daten wie in Tabelle 7.9 aber in Tabelle 7.14 fehlen die Angaben Uber die Tumortypen in den Zeilen 6 bis 9; statt dessen
sind die berechneten Prozentsétze von flinf Versuchsgruppen im Verhaltnis zur Quarzgruppe angegeben, deren Werte zum leichteren
Vergleich der Wirkungsstarken untereinander = 100 % gesetzt wurde. Dabei handelt es sich um die Zahl der Tiere mit Lungentumor(en)
(Zeilen 12 und 13), die Anzahl der Tumoren pro Lunge (Zeilen 10 und 11) und die Zahl der Ratten mit Praneoplasie der Lunge (Zeile 14).
Diese Prozentsatze sind die Datengrundlage fiir viele Diagramme des Berichts.

Instillationen
10x 0,3 ml 1 x 3 mg Quarz 1 x 3 mg Quarz 30x0,5mg 10 x 0,5 mg 10x1mg
1 NaCl-Los. +71nj. 220 mg PVNO s.c. | SiO, amorph RuR-UF Kohlen-staub
+Tween® 80 im Abstand von 4 Mon.
Anzahl Ratten mit
2 Versuchszeit = 52 / > 104 Wo. 56 /30 54129 56 /37 53/38 58/33 51/25
Bezeichn d. Spalten (Def. s.
FuBnote) a) b) a) b) c) d) a) b) c) d) a) b) a) b) c) d) a) b)
Zahl untersuchter Lungen 17 22 7 7 17 17 7 7 17 17 17 17 7 7 17 17 17 17
Zahl untersuchter Schnitte 6 60 6 60 6 od. 6 6 60 6 od. 6 6 60 6 60 6 od. 6 6 60
pro Lunge 60 60 60
100 | 100 26,7 | 36,4 26,7 | 30,3
9 9 ! ; 0 0 ' ' 0 0
10 | Gesamtzahl der Tumoren 00/0 00/0 17 44 % % 6 10 % % 6’12 o 106/0 4 10 % % OOA’ 00/0
60 33 16 12 16 10
100 100 26,7 | 36,4 26,9 | 30,3
0, 0, ’ J 0, 0, v U 0, 0,
11 | Mittlere Tumorzahl pro Lunge OOA) 00/0 2,4 6,3 % % 0,86 1,4 % % 6611;) :(L)Osé) 0,57 1,4 % % OOA) 00/0
3,5 1,9 0,94 ] 0,71 ' ' 0,94 | 0,59
Anzahl Tiere mit 1 oder 0% | 0% 100 TR0 66,7 1 66,7 | 16,7 54, 66,7 15006 | 0% | 0%
12 > 1 Lungentumor 0 0 6 6 % e 5 5 % e i 6 1 8 % 6 0 0
9 12 | 12 8 8 2 8
Tiere mit Lu.Tumor(en) [%] 0% | 0% 100 | 100 66,7 | 66,7 | 16,7 | 50 % 66,7 | 50% | 0% | 0%
von 7 bzw. 17 0,0 0,0 | 85,7 | 85,7 % % 71,4 | 71,4 % % % 35,3 | 14,3 | 42,9 % 353 | 0,0 0,0
13 70,6 | 70,6 47,1 § 47,1 | 11,8 47,1
von R. at risk (Vers.z. 2 52 0,0 00 J111 | 112 8,9 8,9 113 1,7 5,2 10,3 | 0,0 0,0
Wo.) 222 | 22,2 143 | 143 | 3,8 13,8
Anzahl Tiere mit 1 oder > 1 . o 100 | 100 37,5 ] 37,5 o | 43.8 o o o 18,8
14 | Praneoplasie * 6"’; 0 6’31 % 7 7 % % 3 7 % % 00/0 % 1 2 254A] 254/0 00/0 %
16 16 6 6 7 3

*Praneoplastische Lasionen: alle fokalen/multifokalen bronchiolo-alveolaren Hyperplasien sowie Plattenepithelmetaplasien Grad 4 u. 5
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Definition der Spalten:

a) Ergebnisse nach Auswertung von 6 Schnitten, und zwar der 3. Schnittebene von je 10 Schnitten der 6 Gewebsblockchen jeder Lunge;
es handelt sich um die gleichen Ratten wie unter b).

b) Ergebnisse nach Auswertung von 60 Schnitten der gleichen Lungen wie a), also von 10 Schnitten der 6 Blockchen; der Unterschied zu
a) zeigt den zuséatzlichen Erkenntnisgewinn.

¢) Ergebnisse nach Auswertung von 17 Lungen, davon 10 Lungen mit insgesamt nur 6 vorhandenen Schnitten und von 7 mit 60
Schnitten.

d) Ergebnisse nach Auswertung der gleichen 17 Lungen wie c); im Unterschied dazu wurden von den 7 Lungen, von denen 60 Schnitte
vorliegen, nur 6 Schnitte beriicksichtigt wie bei a).

Fett umrandeten Bezirke: Die Prozentséatze der Tiere mit = 1 Lungentumor von den 17 untersuchten (Zeile 13, mitte), die Zahl der Tumoren pro Lunge
(Zeile 11) und die Anzahl der Tiere mit = 1 Praneoplasie (Zeile 14) sind die Ergebnisse, die in Abbildung 3 dargestellt sind; dort sind Sie bezogen
auf Quarz = 100 %.
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Tabelle 7.15: Zwischenergebnisse des mittleren Entziindungs- und Fibrosegrades pro Versuchsgruppe.

Instillationen
10x 0,3 mL 1x3mg 1 x 3 mg Quarz 30x0,5mg 10 x 0,5 mg 10 x 1 mg
NaCl+Tween® Quarz + PVNO s.c. SiO, amorph RuR-UF Kohle
PMN nach 9 Mon. [~x 1000] 1,6 190 100 315 150 65
Verhaltnis zu Quarz = 100 % 0,8% =100 % 53 % 166 % 79 % 34 %
Entziindungsgrad °
nach 9 Mon. (Mittel) 01 2,8 2,2 1,9 1,9 0,8
Verhaltnis zu Quarz = 100 % 3,6 % =100 % 79 % 68 % 68 % 29 %
Entziindungsgrad®
nach 28 Mon.(Mittel) £ 3.7 3,0 18 2,5 1.8
Verhéltnis zu Quarz = 100 % 41 % =100 % 81 % 49 % 68 % 49 %
abs. Anstieg bei Quarz = 100 % +0 +2,2=100% +15=68% +03=14% +1,0=45% +03=14%
Intgrst|t|elle Fibrose nach 9 Mon. 0 3.0 2.2 20 11 0
(Mittel)
VOIS QL El 4= 0% =100 % 73 % 67 % 37 % 0%
100 %
Intm_erstmelle Fibrose nach 28 Mon. 0,06 37 3.0 18 26 0.9
(Mittel)
WIS 2N QIUETZ = 2.7 % =100 % 81 % 46 % 70 % 22 %
100 %
Fibrose (bildanalyt.)® [cm?] nach 28
Mon. 2,16 **%G 95° 2,98 *3,44 **3,61 **2 78
Verhaltnis zu Quarz = 100 % 31% =100 % 43 % 49 % 52 % 40 %
abs. Anstieg bei Q +0=0% +4,8=100 % +0,82=17% +1,3=27% +15=31% + 0,6 = 13 %)
. =100 %

a: Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) in der bronchiolo-alveolaren Spilflissigkeit (BALF), veroffentlicht in ERNST et al., 2002.

b: Numerischer Mittelwert der Einzelbewertungen von 10 Lungen/Gruppe, bei denen das Ausmald der Entziindung/Fibrose histologisch in Schweregrade

von 0 — 5 eingeteilt wurde.

¢: Numerischer Mittelwert der Einzelbewertungen von 17 Lungen/Gruppe, bei denen das Ausmalf3 der Entziindung/Fibrose histologisch in Schweregrade

von 0 — 5 eingeteilt wurde.

d: Bildanalytische Fibrosemessung 10 Lungen/Gruppe.

e: Statistik: Dunnett-Test mit logarithmierten Werten: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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Tabelle 7.16: Relative Haufigkeiten der Lungentumortypen bei Mensch und Ratte (aus: Pott

und Roller, 2003)

Herkunft n Adenom Adeno- Epithe- Platten- | Kleinzell- | GroR3zell- | Sonstige
des karzinom liom epithel- | karzinom | karzinom Karzi-
Lungen- karzinom nome
gewebes

Biopsie 635° 23% 41 % 30 % 1% 5%
Operat. 163° 40 % 45 % 10 % 5% <1%
Autopsie 107° 18 % 31% 36 % 7% 8 %
Frauen ° 36 % 25 % 23 % 9 % 16 %
Manner ° 15 % 46 % 25 % 13 % 14 %
Ratten 368° 12 % 32 % 27 %° 27 % 1,7 %

& Ergebnisse aus der Klinik ,Bergmannsheil*, Bochum 1989 (Miiller und Reichel; 1990).
b Krebsregister der DDR 1978 — 1982 (Mehnert et al., 1992). Bei Frauen und Mannern insgesamt rund 6870

Neuerkrankungen, davon ca. 70 % histologisch gesichert; Anteil der Frauen etwa 10 %.
°Ergebnisse aus Teil 1 der 19-Staube Studie (Pott et al., 2000).

IDiese 27 % gutartigen epithelialen Tumoren wurden nach der Klassifizierung von Boorman et al. (1996)
in drei Typen unterteilt: Nicht keratinisierende 3,4 %, zystisch keratinisierende 15 %, keratinisierende 8 %.
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