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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical
Compounds in the Work Area has re-evaluated synthetic amorphous silica [7631-86-9]
considering all toxicological end points. The critical effects are the inflammatory ef-
fects in the lungs. A NOAEC cannot be established for these effects. In a 90-day study,
one form of nanoscale synthetic amorphous silica induced inflammatory effects in the
lungs of rats at the lowest concentration tested of 0.5 mg/m? and above. Based on this
LOAEC, a maximum concentration at the workplace (MAK value) of 0.02 mg/m® has
been derived for the respirable fraction and the substance has been classified in Peak
Limitation Category II with an excursion factor of 8. The NOAEL for developmental
or perinatal toxicity in rats was 1000 mg/kg body weight and day after gavage; this
corresponds to concentrations of 1750 or 2450 mg/m? at the workplace. As the margins
between these values and the MAK value are sufficiently large, synthetic amorphous
silica has been assigned to Pregnancy Risk Group C. Studies in animals did not show
a carcinogenic potential of synthetic amorphous silica, which is relevant for humans.
Synthetic colloidal amorphous silica is not mutagenic in vitro or in vivo. The DNA
strand breaks and micronuclei that were observed in vitro were not confirmed by the
results in vivo. Synthetic colloidal amorphous silica is not absorbed through the skin
in toxicologically relevant amounts and there is no evidence that it induces contact
sensitization.
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MAK-Begriindungen — Kieselsdure, synthetische amorphe

MAK-Wert (2022) 0,02 mg/m3 A
Spitzenbegrenzung (2021) Kategorie II, Uberschreitungsfaktor 8
Hautresorption -

Sensibilisierende Wirkung -
Krebserzeugende Wirkung -
Fruchtschidigende Wirkung (1994) Gruppe C

Keimzellmutagene Wirkung -
BAT-Wert -

CAS-Nr. 7631-86-9; 112945-52-5; 112926-00-8; 61790-53-2; 63231-67-4

Zu amorphen Kieselsduren liegt eine Begriindung aus dem Jahr 1989 vor (Henschler 1989).

Allgemeine Charakterisierung

Zu den synthetischen amorphen Kieselsduren (synthetisches amorphes Siliciumdioxid; CAS-Nr. 7631-86-9 fiir Silicium-
dioxid) zéhlen die im Nassverfahren hergestellten Kieselsduren wie Fallungskieselsdure, kolloidale Kieselsaure oder
Kieselgel sowie die in thermischen Prozessen hergestellte pyrogene Kieselsaure (CAS-Nr. 112945-52-5). Aufierdem
gilt diese Begriindung auch fiir die ungebrannte Kieselgur (CAS-Nr. 61790-53-2). Es existiert eine Vielzahl von
Modifikationen, teilweise mit eigenen CAS-Nummern. Synthetische amorphe Kieselsauren bestehen aus nanoskaligen
Partikeln und koénnen hydratisiert oder nicht hydratisiert auftreten. Dabei handelt es sich um réntgenamorphe
SiO,-Modifikationen, die aus Silicium/Sauerstoff-Tetraedern aufgebaut sind. Nanoskalige amorphe Kieselsduren wer-
den u.a. als Zusétze zu Zement, Farben, Kosmetika oder Lebensmitteln und als Wirkstofftrager im medizinischen
Bereich eingesetzt (Maser et al. 2015).

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

Nach 13-wéchiger inhalativer Exposition treten bei Ratten ab einer Konzentration von 0,5 mg/m® entziind-
liche Verdnderungen in der Lunge, Verdnderungen in der bronchoalveoldren Lavageflissigkeit (BALF) sowie
Becherzellhyperplasien in der Nasenhohle durch synthetische amorphe Kieselsduren auf.

Die Substanz wirkt nicht reizend auf die Augen, die oberen Atemwege und die Haut. In einer tierexperimentellen
Untersuchung zeigt die Substanz keine hautsensibilisierende Wirkung. Daten zur atemwegssensibilisierenden
Wirkung liegen nicht vor.

Entwicklungstoxische oder fertilititsbeeinflussende Effekte werden nicht beobachtet.

Durch nanoskalige amorphe Kieselsduren in vitro induzierte DNA-Strangbriiche und Mikronuklei sind in Tierstudien
nicht bestétigt worden.

Es liegen keine belastbaren Hinweise auf eine kanzerogene Wirkung der amorphen Kieselséuren vor.
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2 Wirkungsmechanismus

Uber den Mechanismus der entziindlichen Wirkung an der Lunge liegen keine Informationen vor.

3 Toxikokinetik und Metabolismus

3.1 Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung

Die amorphe Kieselsdure ist im Vergleich zu kristallinem Siliciumdioxid weniger toxisch und weist eine héhere
Clearance aus der Lunge auf (IARC 1997). Nach 4-wd6chiger Inhalation von kolloidaler synthetischer amorpher
Kieselséure (SAS) in Konzentrationen von 50 und 150 mg/m® wurden Halbwertszeiten in der Lunge von Ratten von
40 bzw. 50 Tagen gemessen (Lee und Kelly 1992), das bedeutet, dass die Lungenclearance unter diesen Bedingungen
noch nicht beeintrichtigt war. Zum Vergleich wies Cristobalit (Hochtemperatur-Modifikation des Siliciumdioxids)
Halbwertszeiten in der Lunge von Ratten von tiber 125 Tagen auf (Hemenway et al. 1990). Nach einer finftidgigen
Exposition gegen Quarz (Min-U-Sil Quarz) in einer Konzentration von 50 mg/m?® lag die Clearance in der Lunge von
Ratten nach 20 Tagen erst bei 20 % (Driscoll et al. 1991).

Dermale Aufnahme

Es handelt sich um einen anorganischen Stoff, fiir den deshalb keine log Kow-Bestimmung durchgefithrt wurde.
Von der US EPA wurde ein log Koy von 0,53 modelliert (ECHA 2021). Zur Wasserldslichkeit liegen verschiedene
Angaben vor. Im REACH-Dossier werden 16 Studien zur Wasserloslichkeit verschiedener Siliciumdioxide berichtet,
die maximale Wasserloslichkeit lag bei 140 mg/l1 (ECHA 2021). Mit diesen Daten und der Molmasse von 60,08 g/mol
ergeben sich nach den Modellen von Fiserova-Bergerova et al. (1990) und IH SkinPerm von Tibaldi et al. (2014) unter
Standardbedingungen (eine Stunde Exposition, 2000 cm? Hautoberfliche) aufgenommene Mengen von 4 bzw. 0,7 mg.
In einer Studie an Kaninchen war bei dermaler Exposition gegen 10000 mg/kg KG der Siliciumdioxidgehalt in Urin,
Blut, Niere, Leber und Milz nicht erhéht (k. w. A.; ECHA 2021).

3.2 Metabolismus

Amorphe Kieselsduren werden vermutlich nicht metabolisiert.

4 Erfahrungen beim Menschen

Die in der Begriindung von 1989 dargestellten epidemiologischen Studien konnten keinen Zusammenhang zwischen
Exposition gegen amorphe Kieselsdure und respiratorischen Symptomen nachweisen (Henschler 1989).

In einer epidemiologischen Querschnittsstudie wurde untersucht, ob zwischen der Exposition gegen pyrogene und
prazipitierte synthetische amorphe Kieselsdure am Arbeitsplatz und pulmonalen Effekten ein Zusammenhang besteht.
In der Studie wurden 462 ménnliche Beschiftigte aus fiinf deutschen Produktionsstatten beriicksichtigt. Das durch-
schnittliche Lebensalter betrug zum Untersuchungszeitpunkt 41 Jahre. Von den Teilnehmern waren 76,4 % Raucher
oder Ex-Raucher, die durchschnittliche Expositionsdauer betrug 12,4 Jahre mit einem Maximum von 42 Jahren.
Die Exposition wurde an verschiedenen Arbeitsstitten und bei unterschiedlichen Tatigkeitsfeldern bestimmt. Die
kumulative, inhalative Exposition wurde mittels zweier methodisch verschiedener Vorgehensweisen an 484 ménn-
lichen Beschiftigten mit einem Durchschnittsalter von 39,5 (19,5-60,8) Jahren untersucht und ausgewertet. Beim ersten
Ansatz wurden fiir jede Produktionsstitte vier Expositionskategorien aufgestellt, die von betriebsinternen Fachleuten
aufBasis der individuellen Arbeitshistorie festgelegt wurden: niedrig (< 1 mg/m?), mittel (1-4 mg/m?), hoch (4-10 mg/m?)
und Spitze (> 10 mg/m?). Beim zweiten Ansatz wurden auf Basis der individuellen Arbeitshistorie Job-Kategorien fest-
gelegt und beziglich der finf Produktionsstatten ahnliche Expositionskategorien abgeleitet, um die Exposition fir
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verschiedene Arbeitsplatzkategorien retrospektiv abzuschitzen. Aufierdem wurden dabei jiingst erhobene personen-
bezogene Messungen des inhalierbaren SAS-Staubs und detaillierte Angaben zu betriebsinternen Verdnderungen
beriicksichtigt. Nach der ersten Methode wurde die mittlere kumulative Exposition auf 56,9 mg/m? x Jahre geschitzt.
Bei der zweiten Methode ergab sich fiir die Exposition ein geometrisches Mittel von 31,95 mg/m?® x Jahre. Die Autoren
fuhren an, dass beide Methoden Nachteile aufweisen, die bei der Bewertung der epidemiologischen Studien beriick-
sichtigt werden sollten (Morfeld et al. 2014). Es wurden drei Expositionskategorien festgelegt: <40; >40 bis <100;
>100 mg/m?® x Jahre. Bei keinem Teilnehmer wurde eine Pneumokoniose oder Fibrose beobachtet. Dariiber hinaus zeigte
sich bei 80 % aller Beschaftigten eine normale Spirometrie, bei 17 % eine Obstruktion und bei 4 % eine Restriktion. Diese
Verteilung entspricht laut den Autoren in etwa der von mannlichen weiflen Amerikanern in der NHANES III Studie.
Die forcierte Vitalkapazitat (FVC) zeigte bei den Probanden eine geringe, aber auffillige Reduktion von 48 ml bei einer
kumulativen Exposition von 80 mg/m3 x Jahre (Taeger et al. 2016 a). Aufgrund der ungenauen Expositionserfassung
eignet sich die Studie nicht fiir die Ableitung einer NOAEC.

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

5.1 Akute Toxizitat

5.1.1 Inhalative Aufnahme

In einer vierstiindigen Inhalationsstudie mit Aerosolen einer prézipitierten Kieselsdure (Zeosil Premium 200 MP;
massenmedianer aerodynamischer Durchmesser (MMAD) 0,975 pm) wurden jeweils drei ménnliche und drei weib-
liche Sprague-Dawley-Ratten gegen Konzentrationen von 0 oder 5,01 mg/m? nur iiber die Nase exponiert. Innerhalb
des Beobachtungszeitraumes von 14 Tagen konnten keine Anzeichen einer akuten Toxizitat festgestellt werden. Die
Studie wurde gemifl der OECD-Priifrichtlinie 436 durchgefithrt (ECHA 2021).

5.1.2 Orale Aufnahme

Die einmalige orale Gabe (mittels Schlundsonde) von 0 oder 5000 mg/kg KG einer pyrogenen Kieselsdure (Cab-O-
Sil) an jeweils funf ménnliche und finf weibliche Wistar-Ratten fithrte innerhalb des Beobachtungszeitraumes von
14 Tagen zu keinen Symptomen. Die orale LDs, bei Ratten liegt daher iiber 5000 mg/kg KG (ECHA 2021). Weitere
Studien belegen, dass die LDs, nach oraler Aufnahme von Kieselsduren mit verschiedenen Handelsnamen bei tiber
1000 mg/kg KG liegt (ECHA 2021).

5.1.3 Dermale Aufnahme

Die dermale LDs, an Kaninchen lag fiir Syloid 244 iiber 2000 mg/kg KG. Es traten keine Hautirritationen auf (ECHA
2021). Fur Nano-Siliciumdioxid ohne Oberflichenbehandlung (Zeo49) lag die dermale LD;, bei Kaninchen tiber
5000 mg/kg KG (ECHA 2021).

5.1.4 Intraperitoneale und intravenése Aufnahme

ICR-Méuse wurden einmalig intraperitoneal gegen 0, 50, 100 oder 250 mg/kg KG amorphe Kieselsduren mit durch-
schnittlichen Partikelgréflen von 12 nm exponiert. Angaben zum Geschlecht der Tiere fehlen. Drei Tage nach der
Exposition wurden die Tiere untersucht. Ab der geringsten Dosis wurden vermehrt Peritonealmakrophagen aktiviert
und Gene, die zur Bildung entzindungsférdernder Zytokine (Interleukin (IL)-1, IL-6, TNF-ct) oder Enzyme (iNOS,
COX-2) beitragen, verstarkt exprimiert. Die Autoren machten keine weiteren stoffspezifischen Angaben zu den ver-
wendeten Kieselsduren (Park und Park 2009).

Mannlichen Wistar-Ratten wurden amorphe Kieselsduren in Dosen von 0, 25 oder 50 mg/kg KG (15 nm grof3e Partikel;
Levasil® 200/40) oder 0, 25, 50 oder 125 mg/kg KG (55 nm grof3e Partikel; Levasil® 50/50) bei drei aufeinanderfolgenden
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intravendsen Injektionen 48, 24 und vier Stunden vor der Tétung verabreicht. In der Tiergruppe, die gegen 50 mg/kg KG
der 15 nm grofen Partikel exponiert worden war, traten in der Leber geringgradige mikroskopische Verdnderungen
und eine leicht erhohte Infiltration von neutrophilen Leukozyten und mononukleédren Zellen auf. Zudem zeigte sich
ein Anstieg der proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-6 im Plasma der gegen 50 mg/kg KG der 15-nm-Partikel
und gegen 125 mg/kg KG der 55-nm-Partikel exponierten Tiere (Downs et al. 2012).

Amorphe prazipitierte Kieselsaure, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert war, wurde Mausen in verschiedenen
Partikelgrofien in einer Dosis von 50 mg/kg KG einmalig intravends verabreicht. Angaben zum Geschlecht der Tiere
fehlen. Die Partikel wiesen mittlere Gré3en von 50, 100 oder 200 nm auf. Nach 12, 24, 48, 72 Stunden oder sieben Tagen
wurden die Tiere untersucht. Bei Partikeln mit der Gréfie von 100 und 200 nm wurden nach zwélf Stunden histo-
logisch transient gesteigerte Entziindungsreaktionen in Form von multifokalen entziindlichen Zellfoci in der Leber
festgestellt. Bereits nach 24 Stunden waren die Reaktionen nicht mehr zu beobachten. Alle Partikel wurden mit der
Galle und dem Urin eliminiert. In Leber und Milz wurden partikelbeladene Makrophagen bis zu vier Wochen nach
Injektion festgestellt (Cho et al. 2009).

5.1.5 Intratracheale Instillation

Mittels intratrachealer Instillation wurden ménnliche Ratten (Crl:CD (SD)IGS BR) gegen 0, 1 oder 5 mg/kg KG préazi-
pitierte Kieselsdure (Zeofree 80) exponiert. Die Partikel wiesen Gréf3en von 90-500 nm auf. Nach 24 Stunden, einer
Woche, einem und drei Monaten wurde die BALF untersucht. Die Kieselsaure verursachte 24 Stunden nach der
Exposition, bereits ab 1 mg/kg KG, eine reversible Entziindungsreaktion in der Lunge in Form einer Zunahme der
Neutrophilen in der BALF. Zusétzlich lief§ eine erh6hte Aktivitat von Lactatdehydrogenase (LDH) in der BALF ab einer
Konzentration von 1 mg/kg KG auf Zellschddigungen in der Lunge schlielen (Sayes et al. 2007).

In einer weiteren Studie wurden ultrafeine Partikel amorpher Kieselsduren mit priméaren Partikeldurchmessern von
14 nm einmalig in Suspensionen mit 0, 2, 10 oder 50 mg/kg KG an mannliche A/J-Mause (fiinf pro Gruppe) verabreicht.
Nach 24 Stunden, einer, vier und 14 Wochen erfolgte die histopathologische Befundung. Zudem wurden die BALF
analysiert und die Lungengewebe immunhistologisch untersucht. Histopathologisch wurden transiente, aber schwere
Entztindungen mit Infiltraten von neutrophilen Granulozyten und, im weiteren Verlauf, die Bildung von Granulomen
festgestellt. Die mRNA- und Proteinkonzentrationen zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren wie IL-1f, IL-6,
IL-8, TNF-a,, MCP-1 und MIP-2 waren im Lungengewebe erhoht. Nach einer (TNF-a) bzw. nach vier (IL-1p, IL-6, IL-8,
MCP-1 und MIP-2) Wochen lagen die mRNA-Werte und Proteinkonzentrationen wieder auf Kontrollniveau (Cho et al.
2007). Eine genaue Beschreibung der verwendeten Kieselsdure fehlt in der Studie.

Feine und ultrafeine kolloidale amorphe Kieselsdure mit mittleren Durchmessern von 230 nm bzw. 14 nm wurde ein-
malig in einer Dosis von 3 mg pro Tier an weibliche ICR-Mause verabreicht. Die Maduse wurden 30 Minuten, zwei,
sechs, zwolf und 24 Stunden nach Exposition untersucht. Histopathologisch zeigten beide Behandlungsgruppen bron-
choalveoldre Degenerationen und Nekrosen sowie neutrophile Entziindungen in den Alveolen mit partikelbeladenen
Makrophagen. Die ultrafeinen Partikel erzeugten dariiber hinaus bereits nach 30 Minuten alveolare Hamorrhagien
sowie schwerere Nekrosen. Die Ergebnisse zeigen, dass die ultrafeinen Partikel im Vergleich zu den feinen Partikeln
schwerere Entziindungsreaktionen und Schaden im Lungengewebe hervorrufen (Kaewamatawong et al. 2005).

Die gleiche Autorengruppe verwendete die ultrafeinen Partikel nochmals in Dosen von 0; 0,3; 3; 10; 30 oder 100 pg pro
Tier bei mannlichen ICR-M&usen. Nach drei Tagen wurde die BALF untersucht, histologische Veranderungen erfasst
und das Korpergewicht ermittelt. In den beiden hochsten Dosisgruppen wurden méflige bis schwere Entziindungen
und Schéden im Lungengewebe nachgewiesen. Zur Ermittlung der Zeitabhangigkeit wurden Méause gegen 30 ug
exponiert und in einem Zeitraum von bis zu 30 Tagen untersucht. Es zeigte sich, dass samtliche Effekte reversibel
waren (Kaewamatawong et al. 2006).

Ultrafeine Partikel amorpher Kieselsdure mit einer Partikelgrofie von 14 nm wurden einmalig an jeweils funf
ménnliche A/K-Méuse in Dosen von 0, 2, 10 oder 50 mg/kg KG intratracheal verabreicht. Die Untersuchungen der
Tiere erfolgten einen Tag, eine, vier oder 14 Wochen nach der Exposition. Eine Woche nach der Exposition ergab
die Gomori-Trichrom-Farbung eine hochgradige Verdickung des Alveolarepithels und eine pulmonale Fibrose.
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Diese Befunde normalisierten sich jedoch grofitenteils nach vier Wochen wieder. Die mRNA- und Proteinspiegel
von Zytokinen IL-4, IL-10, IL-13, Interferon-y (IFN-y)) und Metalloproteinasen (MMP-2, MMP-9, MMP-20) sowie des
Metalloproteinaseninhibitors TIMP-1 waren einen Tag und eine Woche nach der Exposition statistisch signifikant
erhoht. Vier bzw. 14 Wochen nach der Exposition befanden sich die mRNA- und Proteinspiegel, mit Ausnahme der
von IFN-y und MMP-2, wieder auf Kontrollniveau. Eine genaue Spezifizierung der eingesetzten Kieselsdure wurde
nicht vorgenommen (Choi et al. 2008).

Nanopartikel pyrogener amorpher Kieselsiure (AEROSIL® 200) mit einem mittleren Durchmesser von 12 nm wurden
einmalig an ICR-M4use in einer Dosis von 1 mg/kg KG verabreicht. Ein, sieben, 14 und 28 Tage nach der Exposition
wurden die Tiere untersucht. Nach einem Tag und nach sieben Tagen wurde eine statistisch signifikant geringere
Korpergewichtszunahme verzeichnet. Proinflammatorische Zytokine, zytotoxische T-Zellen, NK-Zellen, NKT-Zellen
und das profibrotische Cytokin ,Transforming Growth Factor-f“ (TGF-f) waren erhoht. Sieben sowie 14 Tage nach der
Exposition wurden histopathologisch mikrogranulomatése Veranderungen nachgewiesen. (Park et al. 2011).

5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitat

5.2.1 Inhalative Aufnahme

In einer Kurzzeitstudie wurden 24 CD-Ratten sechs Stunden taglich tiber einen Zeitraum von drei Tagen gegen ein
Aerosol der amorphen Kieselsiure Zeofree 80 exponiert. Die Konzentrationen betrugen 0, 10 oder 100 mg/m?®. Es
zeigten sich bei den Tieren ab 10 mg/m?® voriibergehende pulmonale Entziindungsreaktionen, die bis einen Tag nach
Expositionsende fortbestanden, sich aber nach acht Tagen Beobachtungszeit zuriickgebildet hatten (Warheit et al.
1995).

Zur Untersuchung der Inhalationstoxizitat wurden drei verschiedene Formen synthetischer amorpher Kieselsduren
(SAS) fiinf Tage lang fiir sechs Stunden pro Tag in Konzentrationen von 0, 1, 5 oder 25 mg/m?® nur {iber die Nase an
mannliche und weibliche Wistar-Ratten inhalativ verabreicht. Eingesetzt wurden Agglomerate von prézipitierter
Kieselsdure (Zeosil 45), Kieselgel (Syloid) und pyrogener Kieselsaure (Cab-O-Sil M5). Als Positivkontrolle diente kris-
talline Kieselsiure (Quarzstaub) in einer Konzentration von 25 mg/m?®. Die Untersuchung erfolgte einen Tag sowie
ein und drei Monate nach Expositionsende. Unterschiede zwischen den SAS waren gemifl den Autoren marginal
und bezogen sich nur auf den ersten Tag nach Expositionsende. Bei 1 mg/m® waren keine behandlungsbedingten
Effekte zu beobachten, ab 5 mg/m® wurden leichte histopathologische Verinderungen an den Lungen beobachtet, wie
erhohtes Lungen- und tracheobronchiales Lymphknotengewicht, intraalveoldre Akkumulation von Makrophagen und
Granulozyten sowie eine bronchial/bronchioldre Hypertrophie. Auflerdem wurde eine Erhéhung der Zytotoxizitat
sowie der Biomarker alkalische Phosphatase (ALP), LDH, Superoxiddismutase und eine Zunahme an TNF-a in der
BALF beobachtet. Alle Effekte hatten sich nach einem bis drei Monaten Beobachtungsdauer wieder weitgehend nor-
malisiert (Arts et al. 2007).

In einer subakuten Inhalationsstudie wurden Ratten nur iiber die Nase gegen 0, 10, 50 oder 150 mg kolloidale
SAS (Ludox)/m® iiber einen Zeitraum von zwei oder vier Wochen exponiert. Nach vierwochiger Exposition wur-
den Lungenlasten von 489 pg/Lunge (10-mg/m3-Gruppe), 2418 pg/Lunge (50-mg/m3-Gruppe) sowie 7378 pg/Lunge
(150-mg/m3-Gruppe) gemessen. Die Exposition gegen 150 mg kolloidale SAS (Ludox)/m? resultierte in einer Entziindung
der Lunge zusammen mit erhchten Proteingehalten und erhéhten Aktivitaten von LDH und ALP in der BALF sowie
einer reduzierten Makrophagenphagozytose. Auch die Exposition gegen 50 mg/m?® resultierte in einer entziindlichen
Reaktion der Lunge in Form einer Erh6hung der Neutrophilenzahl. Eine erhohte Proliferation pulmonaler Epithelzellen
(Labeling-Index stieg nach zwei Wochen von 0,6 % in der Kontrollgruppe auf 1,8 % in der 150-mg/m3-Gruppe) konnte
fur die beiden hoheren Konzentrationen sowohl nach zwei- als auch nach vierwochiger Exposition nachgewiesen
werden. Im Anschluss an eine dreimonatige Erholungszeit fielen alle Parameter wieder auf das Kontrollniveau zuriick
(IARC 1997; Warheit et al. 1991).

In einer subakuten Inhalationsstudie wurden mannliche SD-Ratten vier Wochen lang fiir sechs Stunden pro Tag, an
funf Tagen pro Woche gegen nanoskalige synthetische amorphe Kieselsduren in den Konzentrationen 0; 0,407 +0,066;

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2023, Vol 8, No 3 6



[GMS] PUBLISSO® "

MAK-Begriindungen — Kieselsdure, synthetische amorphe

1,439+ 0,177 oder 5,386+ 0,729 mg/m? nur tiber die Nase exponiert. Die Kieselsdureaerosole wurden in einem
Nanopartikelgenerator aus Tetraethylorthosilicat eigens hergestellt. Die Charakterisierung der hergestellten Partikel
erfolgte mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und energiedispersiver Rontgenspektroskopie. Die
Partikelgrofie wurde fiir die niedrige Konzentrationsgruppe mit 53 +2,56 nm, fiir die mittlere Konzentrationsgruppe
mit 76 £1,53 nm und fir die hohe Konzentrationsgruppe mit 79 +1,52 nm angegeben. An die Exposition schlos-
sen sich Erholungsphasen von einem, sieben oder 28 Tagen an. In der hohen Konzentrationsgruppe wurde im
Vergleich zur Kontrollgruppe ein statistisch signifikant geringeres Koérpergewicht fiinf Wochen nach Beginn der
Exposition ermittelt. Weder in den anderen Gruppen noch zu einem anderen Zeitpunkt waren statistisch signifikante
Verdnderungen des Korpergewichtes zu beobachten. Am Tag nach Expositionsende waren die Erythrozytenzahlen
und die Himoglobinkonzentrationen in allen exponierten Gruppen statistisch signifikant erhéht. Histopathologisch
konnten zu keinem Zeitpunkt bedeutsame Anderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt werden. Auch die
Entziindungsparameter in der BALF waren nicht erhoht (Shin et al. 2017).

In einer Studie wurden mannliche F344-Ratten sechs Stunden téglich, fiinf Tage in der Woche, 13 Wochen inhalativ
gegen pyrogene Kieselsiure des Typs NM-203 in Konzentrationen von 0 oder 50,4 +19,0 mg/m?* Ganzkérper-exponiert.
Die mittlere Lungenbelastung betrug am Ende der 13-wdchigen Exposition 882,7+83,1 ug. In der BALF stiegen die
Gesamtzahl der Zellen, der Proteingehalt, die LDH- und die Glucuronidase-Aktivitaten statistisch signifikant im
Vergleich zu den Kontrollen an. Der Anteil der neutrophilen Leukozyten an den Gesamtzellen erhéhte sich von 0,26 %
(Kontrollen) auf 55 % (NM-203), wahrend der Anteil der Alveolarmakrophagen von 98 % (Kontrollen) auf 43 % (NM-203)
abnahm. Innerhalb von drei Monaten kehrten diese Werte wieder zum Kontrollniveau zurick (Johnston et al. 2000).

In einer 90-Tage-Inhalationsstudie, gemaf3 der OECD-Priifrichtlinie 413, wurden jeweils zehn mannliche und zehn
weibliche Wistar-Ratten (Albino) in jeder Konzentrationsgruppe an fiinf Tagen pro Woche, sechs Stunden pro Tag
gegen die synthetische amorphe Kieselsiure HDK® SKS 300 {iber die Nase exponiert. Die Zielkonzentrationen von
0; 0,5; 2,0 und 10 mg/m® wurden im Mittel mit 0; 0,51+ 0,06; 2,05+ 0,015 bzw. 10,01+ 0,47 mg/m* nachweislich erreicht.
Die MMAD der Testsubstanz wurden mit 2,80+ 0,33 pm, 6,62+ 0,28 um und 4,47+ 0,41 pm fir die niedrige, mittlere
bzw. hohe Konzentrationsgruppe angegeben. An die Exposition schloss sich eine 13-wochige Erholungszeit an. Am
Tag nach Expositionsende war bei mannlichen Tieren in der mittleren Konzentrationsgruppe die ALP, in der mitt-
leren und hohen Konzentrationsgruppe die Aspartataminotransferase und in der hohen Konzentrationsgruppe
die Alaninaminotransferase (ALT) statistisch signifikant erhoht. Ein statistisch signifikanter, jedoch reversibler
erniedrigter Natriumgehalt betraf méannliche Tiere der niedrigen und hohen Konzentrationsgruppe. Ein statis-
tisch signifikanter Anstieg der absoluten und relativen Lungen- sowie tracheobronchialen Lymphknotengewichte
konnte in den mittleren und hohen Konzentrationsgruppen festgestellt werden. Diese Befunde waren am Ende der
Erholungsperiode bei weiblichen Tieren noch zu beobachten. Bei der makroskopischen Untersuchung zeigten sich
rétlich verfarbte Lungen mit weiflen Stellen bei zwei weiblichen Tieren der hohen Konzentrationsgruppe am Ende
der Exposition. Die Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung sind in Tabelle 1 dargestellt. Bei allen Tieren
der mittleren und hohen Konzentrationsgruppe wurde histologisch nach der Exposition eine Akkumulation von
Alveolarmakrophagen und eine interstitielle Entziindung mit Zellinfiltraten befundet. Bei zehn von zehn mannlichen
und neun von zehn weiblichen Tieren der hohen Konzentrationsgruppe sowie bei fiinf von zehn ménnlichen bzw. weib-
lichen Tieren der mittleren Konzentrationsgruppe lag zusatzlich noch eine bronchoalveolare Epithelzellhyperplasie
vor.

Die beobachteten Verinderungen in der niedrigsten Konzentrationsgruppe von 0,5 mg/m?® sind nicht genau ange-
geben. Sie entsprachen in Inzidenz sowie Auspragung den in den Kontrollgruppen. Daher wurden diese als nicht
expositionsbedingt bewertet. Die nach der 13-wochigen Erholungszeit beobachteten Effekte waren in ihrer Inzidenz
und Ausprigung insgesamt geringer, jedoch nicht vollstindig reversibel (k.w.A.; ECHA 2021). Die Originalstudie
liegt nicht vor.
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Tab.1 Histopathologische Befunde bei mannlichen und weiblichen Ratten in der 90-Tage-Inhalationsstudie mit HDK® SKS 300 ohne
die Befunde bei 0,5 mg/m3 (ECHA 2021)

Konzentration (mg/m3)

Expositionsende Erholungszeit
é Q é Q
0 2 10 0 2 10 0 2 10 0 2 10
Lunge
Anzahl Tiere 10 10 10 10 10 10 10 5 10 10 5 10
Bronchoalveolire sehr gering 1 5 0 1 5 7 0 1 3 0 0 0
Hyperplasie leicht 0 0 10 0 0 2 0 0 2 0 0 1
Akkumulation alveolarer sehr gering 0 10 0 0 10 2 0 0 0 0 0 4
Makrophagen leicht 0 0 10 0 0 6 0 0 0 0 0 0
mafBig 0 0 0 0 1] 0 0 0 0 0 0 0
Interstitielle Makrophagen sehr gering 0 8 0 0 2 2 0 1 7 0 2 6
und leicht 0 2 9 0 8 8 0 0 3 0 0 0
Lymphozyten-Infiltration mafBig 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mediastinale Lymphknoten
Anzahl Tiere 10 10 10 10 10 10 10 4 10 10 5 10
Erhéhte Sinushistiocytose sehr gering 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1
leicht 0 0 4 0 0 5 0 0 0 0 0 2
mafig 0 0 3 0 0 2 0 0 3 0 0 3
Makrophagen-Aggregation  sehr gering 0 6 1 0 6 0 0 3 1 0 3 1
leicht 0 2 3 0 0 3 0 0 4 0 0 4
mafBig 0 0 5 0 1] 6 0 0 4 0 0 1

Eine weitere 90-Tage-Inhalationsstudie wurde geméfl der OECD-Priifrichtlinie 413 durchgefiihrt. Jeweils 55 mannliche
Wistar-Ratten (WU) wurden an fiinf Tagen pro Woche fiir sechs Stunden pro Tag gegen die synthetische amorphe
Kieselsiure NM-200 iiber die Nase exponiert. Die Zielkonzentrationen von 0; 1; 2,5 oder 5 mg/m® wurden im Mittel
annidhernd (100-104 %) erreicht. Bei der Testsubstanz NM-200 handelte es sich um eine Fallungskieselsdure mit der
CAS-Nr. 112926-00-8 und einer spezifischen Oberfliche (BET) von 160 m?/g. Die MMAD wurden mit 2,16 + 0,09 pm,
2,94+0,20 pm und 3,12+ 0,06 pm fiir die niedrige, mittlere bzw. hohe Konzentrationsgruppe angegeben. An die
Exposition schloss sich eine 13-w6chige Erholungszeit an. Expositionsbedingte klinisch-biochemische Befunde waren
eine statistisch signifikant vermehrte Anzahl an polymorphkernigen Neutrophilen in allen Konzentrationsgruppen.
Die Lymphozyten sowie die Aktivititen von LDH und B-Glucuronidase und der Gesamtproteinspiegel waren in
der mittleren und hohen Konzentrationsgruppe statistisch signifikant erh6ht und die Makrophagen erniedrigt.
Eine statistisch signifikant erhéhte Anzahl von polymorphkernigen Neutrophilen wurde zusitzlich in der nied-
rigen Konzentrationsgruppe beobachtet. Alle Befunde zeigten sich reversibel und erreichten drei Monate nach
Expositionsende wieder das Kontrollniveau. Am 14. Tag, nicht jedoch am ersten Tag nach Expositionsende, wurde ein
statistisch signifikanter Anstieg der Konzentration des Zytokins CINC-1 beobachtet, wihrend TNF-o und Interleukin-6
keinen Veridnderungen unterlagen. Es konnte ein statistisch signifikanter Anstieg der absoluten (5-mg/m3-Gruppe)
und relativen (2,5- und 5-mg/m3-Gruppe) Lungengewichte festgestellt werden. Am Ende der Erholungszeit waren
die absoluten Lungengewichte in der 2,5- und 5-mg/m3-Gruppe noch statistisch signifikant erhéht. Die histopatho-
logische Untersuchung ergab bereits ab der niedrigsten Konzentration (1 mg/m?) eine statistisch signifikante multi-
fokale mukoése Becherzellhyperplasie und epitheliale hyaline Tropfchen zusammen mit einer multifokalen Infiltration
von Entziindungszellen in den Nasenhohlen. Ein statistisch signifikanter Anstieg der alveoldren Infiltration mit
Granulozyten in der Lunge wurde in der mittleren und hohen Konzentrationsgruppe beobachtet. Eine statistisch
signifikante interstitielle Makrophagen-Infiltration und Granulozyten-Infiltration in der Lunge trat in der hohen
Konzentrationsgruppe auf. Im Gegensatz zu den Befunden in der Lunge persistierten die Befunde der Nasenhdhle,
wenn auch in geringerer Auspragung, noch am Ende der Erholungszeit. Die REACH-Registranten schlieffen aus diesen
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Daten auf eine LOAEC von 1 mg/m? aufgrund der Effekte in der Nasenhéhle (k. w. A.; ECHA 2021). Die Originalstudie
liegt nicht vor.

In einer 90-Tage-Inhalationsstudie wurden jeweils 70 mannliche und weibliche Wistar-Ratten fiinf Tage in der Woche
fur sechs Stunden pro Tag gegen verschiedene synthetische amorphe Kieselsduren exponiert und bis zu einem Jahr
lang nachbeobachtet. Verwendet wurden Aerosole von Aerosil® 200 mit Zielkonzentrationen von 0, 1, 6 und 30 mg/m?
(erreichte Konzentration 0; 1,3+0,1; 5,9 £0,2 und 31+0,9 mg/m3) sowie Aerosil® R 974 und Sipernat® 22 S in einer
Konzentration von je 30 mg/m? (erreichte Konzentration 34,7 + 0,7 bzw. 34,9 + 0,5 mg/m?). Zum Vergleich wurde zusitzlich
Quarzstaub in einer Konzentration von 60 mg/m? (erreichte Konzentration 58,5 + 0,7 mg/m?) eingesetzt. Ein MMAD der
verwendeten Partikel wurde nicht angegeben. Die Untersuchungen erfolgten im Anschluss an die Expositionsperiode
sowie im Anschluss an eine 13-, 26-, 39- und 52-wdchige Erholungszeit. Direkt nach Expositionsende zeigten alle
Gruppen eine erhohte Anzahl neutrophiler Granulozyten im Vergleich zu den Kontrollen. Statistisch signifikant
erhdhte Werte wurden jedoch nur in der 30-mg/m3-Aerosil® 200- und der Quarzstaub-Gruppe erreicht. Im Gegensatz
zur Quarz-Gruppe war dieser Anstieg bei der Aerosil® 200-Gruppe 13 Wochen nach Expositionsende nicht mehr zu
verzeichnen. Der Anstieg der neutrophilen Granulozyten verlief parallel zum Auftreten von Verianderungen in der
Lunge. Die durch die synthetischen amorphen Kieselsduren induzierten Verdnderungen zeigten sich am Ende der
Expositionsperiode am ausgepragtesten und bildeten sich nach Beendigung der Exposition unterschiedlich schnell
innerhalb eines Jahres zuriick. Die deutlichsten Effekte wurden von Aerosil® 200 und die leichtesten von Sipernat® 22 S
hervorgerufen. Alle Testsubstanzen fithrten zu einer Akkumulation von Alveolarmakrophagen, polymorphkernigen
Leukozyten, Zelltriimmern und intraalveolarem granuldrem Material sowie zu einer alveoldren Bronchiolisation.
Die Akkumulation von Alveolarmakrophagen blieb in allen exponierten Gruppen und bei allen Konzentrationen am
Ende der Expositionsperiode statistisch signifikant erhéht. Im Laufe der Nachbeobachtungsperiode bildete sich diese
zuriick, wobei sie bei Exposition gegen Aerosil® R 974 bis zur 39. Woche und bei Exposition gegen 30 mg Aerosil® 200/m3
noch in der 52. Woche statistisch signifikant erhoht war. Vor allem bei mannlichen Ratten mit einer Exposition gegen
30 mg Aerosil® 200/m? zeigte sich bis zur 26. Woche der Nachbeobachtung eine statistisch signifikant ausgeprigte
alveolire Bronchiolisation. Bei den zwei héher exponierten Aerosil® 200-Gruppen (5,9 +0,2 und 31+ 0,9 mg/m?) hatte
die Ansammlung von Zelltriimmern und bei allen Aerosil® 200-Gruppen die Zahl der intraalveoliren polymorph-
kernigen Leukozyten am Ende der Expositionsperiode statistisch signifikant zugenommen, beide Effekte waren jedoch
am Ende der 52-wochigen Nachbeobachtungsperiode auf das Ausgangsniveau zuriickgekehrt. Eine statistisch signi-
fikante Erhéhung der Septumzelldichte wurde bei allen gegen Aerosil® 200 exponierten Tieren und bei den gegen
Aerosil® R 974 exponierten weiblichen Tieren am Ende der Exposition beobachtet. Ihre Normalisierung verlief lang-
sam und war konzentrationsabhingig. Bei den gegen 30 mg Aerosil® 200/m? exponierten weiblichen und miannlichen
Tieren war die Septumzelldichte auch 52 Wochen nach der Exposition noch signifikant erhéht. Eine fokale interstitielle
Fibrose in Form einer amorphen, kollagenhaltigen Verdickung der Septen wurde erstmalig 13 Wochen nach der
Exposition in nahezu allen Gruppen beobachtet, mit Ausnahme der gegen 1 mg Aerosil® 200/m> exponierten ménn-
lichen Tiere und der gegen Aerosil® R 974, Sipernat® 22 S und Quarzstaub exponierten weiblichen Tiere. Im weiteren
Verlauf der Nachbeobachtungsphase waren diese Verdnderungen in den Aerosil® R 974- und Sipernat® 22 S-Gruppen
vollstandig riickldufig, in der 30-mg/m3-Aerosil® 200- und der Quarzstaub-Gruppe nahmen sie jedoch deutlich zu
(Reuzel et al. 1991).

Das zur Verfiigung stehende Material (ménnliche Tiere; max. zehn Tiere pro Gruppe) der Studie von Reuzel et al. (1991)
wurde knapp 30 Jahre spéter erneut angefarbt, untersucht und neu bewertet. Die Neubewertung der Ergebnisse erfolg-
te durch eine Pathology Working Group (PWG) (Hardisty 2016). Bei der Wiederholungsuntersuchung wurde eine Reihe
degenerativer und entziindlicher Verdnderungen in den Proben aller Testgruppen und den Kontrollen gefunden. Eine
Zusammenfassung der wichtigsten Verdnderungen und deren Ausmaf; sowie Angaben zur Signifikanz sind in Tabelle
2 und Tabelle 3 zusammengestellt. Danach verursachte die tdgliche inhalative Exposition gegen Aerosil® 200 (1,3-
31 mg/m3), Aerosil® R 974 (34,7 mg/m®) und Sipernat® 22 S (34,9 mg/m? wihrend des Beobachtungszeitraumes keine
irreversiblen Schidden an der Lunge. Eine Fibrose wurde weder am Ende der Exposition noch nach einer 13-wochigen
Erholungsperiode beobachtet. Bei den spiteren Untersuchungszeitpunkten wiesen zwei Tiere der am hochsten
exponierten Aerosil® 200-Gruppe eine minimale Fibrose (nicht statistisch signifikant) auf. Nach einer Erholungszeit
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von 52 Wochen zeigten ein Tier der Kontrollgruppe sowie je ein Tier der gegen die niedrige und mittlere Konzentration
Aerosil® 200 und drei Tiere der gegen die hochste Konzentration Aerosil® 200 exponierten Tiere eine minimale

fokale Fibrose. In den Aerosil® R 974- und Sipernat® 22 S-Gruppen lag keine Fibrose vor. Aufler einigen reaktiven

Verdnderungen in Form einer Prasenz und Ansammlung von Alveolarmakrophagen bei der héchsten Konzentration

von Aerosil® 200 lagen keine statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den Kontrolltieren vor (Hardisty

2016; Weber et al. 2018).

Tab. 2
nach Weber et al. (2018)

Inzidenzen und Schweregrade (in Klammern) der wichtigsten Veranderungen in der Lunge von ménnlichen Ratten, modifiziert

Konzentration (mg/m?)

UZP 0 1,3 5,9 31
Pneumozyten Typ II alveoldre Hyperplasie 0 0/9 6/10% (1,5)¥ 9/10* (2,0) 8/9% (2,8)
(=normale Architektur, jedoch sind die Alveolen 13 0/5 0/5 3/5 (1,3) 4/5% (4,2)
vorwiegend von Typ II-Zellen ausgekleidet) 52 1/10 (1,0) 0/10 0/10 4/10 (1,0)
Hyperplasie des alveoldren und bronchioldren Epithels 0 0/9 5/10" (1,2) 5/10* (1,4) 3/9 (2,0)
(=fokale oder multifokale Bereiche mit erhohter 13 0/5 1/5 (1,0) 4/5* (1,0) 3/5 (1,7)
Zellularitit) 52 1/10 (3,0) 3/10 (1,3) 0/10 3/10 (1,0)
Granulomatdse Entziindung 0 0/9 5/10* (2,2) 7/10* (2,0) 6/9* (1,7)
13 0/5 0/5 1/5 (1,0) 5/5* (1,8)
52 0/10 0/10 0/10 2/10 (1,0)
Granulome, alveoldr/bronchioldre Aufzweigungen 0 0/9 3/10 (2,3) 6/10* (1,7) 7/9* (1,3)
(=fokale Akkumulation von Histiozyten/Makrophagen an 13 0/5 0/5 1/5 (1,0) 4/5% (1,0)
den alveolédr/bronchioldren Aufzweigungen) 52 0/10 0/10 0/10 0/10
Interstitielle Entziindung 0 3/9 (1,3) 6/10 (1,0) 5/10 (1,4) 8/9* (1,1)
13 1/5 (1,0) 0/5 2/5 (1,0) 3/5(1,3)
52 2/10 (1,0) 2/10 (1,0) 2/10 (1,0) 4/10 (1,0)
Granulome mit Cholesterinspalten (= fokale Bildung von 0 0/9 0/10 0/10 2/9 (2,0)
Granulomen mit Spalten) 13 0/5 0/5 2/5 (1,0) 5/5% (1,6)
52 0/10 0/10 1/10 (1,0) 3/10 (1,0)
Fremdmaterial in den Alveolen 0 0/9 1/10 (1,0) 10/10* (2,0) 9/9* (2,4)
13 0/5 0/5 0/5 1/5 (1,0)
52 0/10 0/10 0/10 0/10
Alveolarmakrophagen 0 2/9 (1,0) 8/10* (2,8) 10/10* (3,5) 9/9* (4,3)
13 1/5 (1,0) 4/5 (1,0) 5/5* (1,8) 5/5* (2,0)
52 4/10 (1,0) 5/10 (1,2) 5/10 (1,0) 5/10 (1,0)
Fibrogenese 0 0/9 0/10 0/10 0/9
13 0/5 0/5 0/5 2/5 (1,0)
52 0/10 0/10 0/10 2/10 (2,0)
UZP: Untersuchungszeitpunkt; UZP 0: nach 13 Wochen Exposition, UZP 13: nach 13-wéchiger Erholungszeit, UZP 52: nach 52-wéchiger
Erholungszeit
*p<0,05

4 Angabe fiir das Ausmaf der Verinderung siche Tabelle 3

Tab.3 Kriterien fir Diagnose und Grad der Veranderungen, modifiziert nach Weber et al. (2018)
Veranderung Beschreibung Ausmaf}
alveoldre Normale Architektur, jedoch sind die Alveolen 1 <3%der alveolar / bronchiolaren Aufzweigungen betroffen
Pneumozyten vorwiegend von Typ-II-Zellen ausgekleidet 2 <6%der alveoldr / bronchioldren Aufzweigungen betroffen
Typ II-Hyperplasie 3 <15%der alveolér / bronchioldren Aufzweigungen betroffen
4 <30% der alveolar / bronchiolaren Aufzweigungen betroffen
5  >30% der alveolir / bronchioldren Aufzweigungen betroffen
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Tab.3 (Fortsetzung)

Verinderung Beschreibung Ausmaf}
Alveolir/bronchioldre Fokale oder multifokale Bereiche mit erhéhter 1  ein Bereich (Fokus) minimal betroffen
Hyperplasie des Zellularitat, wobei die bronchiolare-alveolire 2 einige Bereiche (Fokus) minimal betroffen
Epithels Architektur nachweisbar ist. Die Epithelzellen 3 alle Bereiche (Fokus) minimal betroffen
sind dominant und meist einschichtig. 4  einige Bereiche (Fokus) mafiig betroffen
5  einige Bereiche (Fokus) massiv vergrofert
Granulome, alveoldr/  Fokale Akkumulation von Histiozyten/ 1 <5 Alveolen betroffen
bronchiolare Makrophagen an den alveolar/bronchioldren 2 <10 Alveolen betroffen
Aufzweigungen 3 <20 Alveolen betroffen
4 <30 Alveolen betroffen
5  >30 Alveolen betroffen
Granulome mit Fokale Bildung von Granulomen mit Spalten 1 <5 Alveolen betroffen
Cholesterinspalten 2 <10 Alveolen betroffen
3 <20 Alveolen betroffen
4 <50 Alveolen betroffen
5  >50 Alveolen betroffen
Fremdmaterial in den  Riickstinde der inhalierten Testsubstanz, welche 1  minimal, in ein oder zwei Alveolen
Alveolen im Alveolarlumen abgelagert wurde. Das 2 bis zu 40% der Alveolen betroffen
Material zeigte sich in Form von kleinen 3 anndhernd 40-60 % der Alveolen betroffen
feinkornigen Partikeln, oft zusammen mit 4 annédhernd 80-90% der Alveolen betroffen
zelluldren Resten von Makrophagen. 5 alle Alveolen betroffen
Alveolarmakrophagen Isolierte reaktive Makrophagen innerhalb der 1 <10% der Alveolen betroffen
Alveolarlumina, die inhaliertes Material im 2 <25%Alveolen betroffen
Zytoplasma enthalten (alveolare Histiozytose) 3 <50% Alveolen betroffen
4  <75% Alveolen betroffen
5  >75% Alveolen betroffen
Fibrogenese Zunahme der Septum- oder interstitiellen Dicke 1  ein Bereich (Fokus) minimal betroffen
aufgrund von Odemen oder Entziindungen ohne 2  einige Bereiche (Fokus) minimal betroffen
wesentliche faserférmige Vernetzung. In der 3 alle Bereiche (Fokus) minimal betroffen
Studie ist dies assoziiert mit einer minimalen 4  einige Bereiche (Fokus) miBig betroffen
entziindlichen Infiltration, die als VOllStél’ldig 5 einige Bereiche (Fokus) massiv Vergr('jﬁert

reversibel angesehen wird.

In einer von Fraunhofer ITEM (2020) durchgefiithrten 90-Tage-Inhalationsstudie, geméafl der OECD-Priifrichtlinie 413,
wurden je 225 médnnliche und weibliche Wistar-Ratten [Crl:WI (Han)], an finf Tagen pro Woche fiir sechs Stunden
pro Tag, gegen zwei unterschiedliche synthetische amorphe Kieselsduren iiber die Nase exponiert. Verwendet wur-
den Aerosole von SAS1-High BET (SAS1) und SAS2-Low BET (SAS2) mit Zielkonzentrationen von 0; 0,5; 1; 2,5 oder
5 mg/m°, welche innerhalb einer Spanne von 97-110 % nachweislich erreicht wurden. Bei der Testsubstanz SAS1 handelt
es sich um eine synthetische amorphe Kieselsdure mit einer spezifischen Oberfliche von 400 m?/g, einer Primér-
partikelgrole von 5-10 nm sowie einem MMAD von 2,08-3,04 um. SAS2 ist eine synthetische amorphe Kieselsaure
mit einer spezifischen Oberfliche von 40-50 m?/g, einer Priméarpartikelgréfie von 30-40 nm sowie einem MMAD von
1,30-2,20 um. Die Loslichkeit der Testsubstanzen wurde mit zwei unterschiedliche Methoden (ICP-OES und photo-
metrisch) bei 20 °C ermittelt. Die Loslichkeiten von SAS1 und SAS2 lagen bei 232,6 + 6.8 mg/l (photometrisch) und
226,5+10,5 mg/1 (ICP-OES) bzw. bei 127,7+7,3 mg/1 (photometrisch) und 122,6 11,7 mg/1 (ICP-OES). Die hohere Los-
lichkeit von SAS1 wird durch einen héheren Anteil von OH-Gruppen, insbesondere von endstéindigen OH-Gruppen,
an der Oberflache bedingt. Die unterschiedlichen Anteile der OH-Gruppen an der Oberfldche wurden thermogravi-
metrisch nachgewiesen. Die Untersuchungen der Tiere erfolgten einen Tag (+1), 90 Tage (13 Wochen), 180 Tage (25
Wochen) oder 360 Tage (52 Wochen) nach Expositionsende mit Gruppenstéirken von jeweils zehn ménnlichen und
weiblichen Tieren zum Untersuchungszeitpunkt +1 und von jeweils fiinf ménnlichen und weiblichen Tieren zu allen
anderen Untersuchungszeitpunkten. Wihrend des Untersuchungszeitraumes starben fiinf Tiere ohne ursichlichen
Zusammenhang mit der durchgefithrten Exposition. Anzeichen fiir eine systemische Toxizitat oder geschlechtsspezi-
fische Unterschiede konnten nicht beobachtet werden. Die Entwicklungen des Kérpergewichtes sowie des Futter- und
Wasserkonsums der Versuchstiere unterlagen keinen statistisch signifikanten Abweichungen im Vergleich zu den
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Kontrolltieren. Fiir SAS1 konnte ein statistisch signifikanter Anstieg des absoluten und relativen Lungengewichtes bei
weiblichen Tieren der héchsten Konzentrationsgruppe (5 mg/m?) festgestellt werden, jedoch nicht mehr 13 Wochen
nach der Exposition. Die Analyse der BALF ergab, unabhingig vom Geschlecht der Tiere, fiir SAS1 einen statistisch
signifikanten Anstieg der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) und eine statistisch signifikante
Erniedrigung der Makrophagen in der mittleren (2,5 mg/m?) und hohen (5 mg/m®) Konzentrationsgruppe (Tabelle 4
und 5). In beiden Konzentrationsgruppen zeigte sich eine Erholung innerhalb von 13 Wochen. Fiir SAS2 konnte ein
statistisch signifikanter Anstieg des absoluten und relativen Lungengewichtes fiir beide Geschlechter ab einer Kon-
zentration von 1 mg/m? festgestellt werden. Dieser Effekt war in der hohen Konzentrationsgruppe 13 Wochen nach
Expositionsende noch nachweisbar. Bei den mit SAS2 exponierten Tieren kam es zu einem statistisch signifikanten
Anstieg der PMN in der BALF und zu einer statistisch signifikanten Erniedrigung der Makrophagen in allen Kon-
zentrationsgruppen beider Geschlechter. Eine vollstindige Erholung erfolgte bei 0,5 mg/m? innerhalb von 13 Wochen,
bei 1 mg/m? innerhalb von 25 Wochen und ab 2,5 mg/m? innerhalb von 52 Wochen nach Expositionsende. IL-8 war in
allen Konzentrationsgruppen beider Geschlechter, sowohl bei SAS1 als auch bei SAS2, statistisch signifikant erhoht.

Tab.4 Zytologische Parameter (Mittelwerte + SD; n=10) in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit nach 90-tagiger inhalativer
Exposition von mannlichen Wistar-Ratten gegen SAS1 und SAS2 (Fraunhofer ITEM 2020)

Leukozytenkonzentration (Zellen/ml) Makrophagen (%) PMN (%) Lymphozyten (%)

Kontrolle 115813 +38494 98,6+1,0 1,1£0,9 0,3+0,4
SAS1

0,5 mg/m? 83813+22021 94,1+8,8 5,6+8,8 0,3£0,3
1 mg/m? 107438 +33005 89,4+ 6,7 9,7+5,8 1,0£1,6
2,5 mg/m? 194813 +£79578 77,8 +10,6*** 21,5+10,5"** 0,7+0,7
5 mg/m? 315250+ 233570 51,0 £11,3*** 48,3+ 11,6 0,7+0,6
SAS2

0,5 mg/m3 309813+193092 73,2+12,9*** 25,9+13,0*** 0,9+0,9
1 mg/m? 830625+ 398 652 58,0+9,6™* 41,6 £9,8%* 0,5£0,5
2,5 mg/m? 1482000+949026 51,7 £7,5*** 48,2 £7,6"** 0,2£0,3
5 mg/m? 1458000+590279 46,4 £5,5"** 52,9+5,6"** 0,7+0,8

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Dunnett-Test (siche Text)

Tab.5 Zytologische Parameter (Mittelwerte + SD; n=10) in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit nach 90-tagiger inhalativer
Exposition von weiblichen Wistar-Ratten gegen SAS1 und SAS2 (Fraunhofer ITEM 2020)

Leukozytenkonzentration (Zellen/ml) Makrophagen (%) PMN (%) Lymphozyten (%)

Kontrolle 100125+36 235 99,1+£1,0 0,5+1,0 0,4+0,4
SAS1

0,5 mg/m3 101875+26321 99,5+0,4 0,3+£0,2 0,2+0,2
1 mg/m3 90250+20188 96,5+3,0 3,2£3,0 0,3+£0,2
2,5 mg/m> 163 625+73594 70,0 8,5 29,0+8,9"* 1,0£0,8
5 mg/m? 198650+ 87015 60,8 £10,0°** 38,4+10,1** 0,8+£0,4
SAS2

0,5 mg/m?® 18031371973 77,7 +10,5*** 21,3+10,8*** 1,0£0,5
1 mg/m? 373750+109795 59,2+6,7*** 40,4+7,0"** 0,5£0,5
2,5 mg/m? 759500+ 484018 53,9+ 74" 454 +7,3"* 0,7+0,6
5 mg/m3 1322000+558774 49,5+10,6** 49,5+10,1°* 1,0£0,7

*p<0,05 **p<0,01; ***p < 0,001; Dunnett-Test (siche Text)
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Die histologische Untersuchung der Nasenhohle ergab eine Becherzellproliferation in der Schnittebene 1 konzentrations-
unabhéngig bei allen Expositionskonzentrationen fiir SAS1 (5, 6, 1, 3 Tiere in den 4 SASI-Gruppen; Kontrolle: 0).
Der Schweregrad nahm bis 2,5 mg/m? nicht zu. In der Schnittebene 2 und im Nasen-Rachen-Gang (Ductus naso-
pharyngeus) traten Becherzellproliferationen nur bei der héchsten Expositionskonzentration auf. Im Studienverlauf
zeigte sich eine erhohte Inzidenz und starkere Auspriagung von hyalinen Einschliissen in der Riechschleimhaut bei
exponierten Tieren. Zusétzlich wurden Chitinase-positive Kristalle in der Riechschleimhaut (Ebene 2-4) bis zur 26.
Woche nach Expositionsende, insbesondere bei SAS1-exponierten Tieren, beobachtet.

Die makroskopische Untersuchung zeigte Verfirbungen in der Lunge von exponierten Tieren ab 1 mg SAS2/m3. Die
assoziierten entziindlichen Verdnderungen nahmen an Inzidenz und/oder Schweregrad konzentrationsabhéngig zu.
Detaillierte Angaben zu den histopathologischen Befunden der Lunge sind in der Tabelle 6 fiir SAS1 und der Tabelle 7
fiir SAS2 aufgefiihrt. Eine Zunahme perivaskuldrer Infiltrationen wurde fiir SAS1-Expositionen ab 1 mg/m? und fir
SAS2-Expositionen bei allen Konzentrationen beobachtet. Alveolarmakrophagen und Makrophagen-Agglomeration
nahmen bei beiden Testsubstanzen konzentrationsabhingig zu, wobei die SAS2-Gruppen stérker betroffen waren. Zu
bemerken ist jedoch, dass die weiblichen Tiere der Kontrollgruppe, im Gegensatz zu den ménnlichen Tieren, eine hohe
Inzidenz (8/10) fiir erhéhte Alveolarmakrophagenzahlen aufweisen. Diese Effekte sind nach Ansicht der Kommission
jedoch nicht als advers anzusehen. Eine Makrophagen-Typ II-Hyperplasie trat bei SAS1-exponierten Tieren ab 1 mg/m3
(nur ein Tier betroffen) und vermehrt ab 2,5 mg/m® auf. SAS2-exponierte Tiere waren auch hier insgesamt stirker
und bereits ab 0,5 mg/m? betroffen. Eine geringgradige interstitielle Entziindung wurde ab 0,5 mg/m® beobachtet,
allerdings zeigte sich keine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Eine geringgradige interstitielle Entztindung lief3
sich bei allen Konzentrationsgruppen fiir SAS2 beobachten, wobei die SAS2-Gruppen hohere Inzidenzen im Vergleich
zu den SASI-Gruppen zeigten. Granulome an den bronchoalveoldren Aufzweigungen wurden bei den ménnlichen
Tieren der SASI-Expositionsgruppen ab 1 mg/m?® und bei den weiblichen Tieren der hichsten Konzentrationsgruppe
beobachtet. Mannliche und weibliche Tiere der SAS2-Expositionsgruppen waren bei allen getesteten Konzentrationen
betroffen. Diese Veranderungen waren bei Einzeltieren der SAS1-Gruppen mit einer geringgradigen bronchoalveolaren
Hyperplasie vergesellschaftet, wahrend die Inzidenz in den SAS2-Gruppen deutlich héher lag. Zwei méannliche Tiere
und ein weibliches Tier der Kontrollgruppen waren von einer Fibrogenese betroffen. Bei den Tieren der SAS1-Gruppen
wurde dieser Befund mit héherer Inzidenz als bei den Kontrolltieren ab 1 mg/m?® beobachtet. Bei den Tieren der SAS2-
Gruppen lag die Inzidenz einer Fibrogenese bereits ab 0,5 mg/m?® deutlich hoher. Eine Makrophagen-Agglomeration
im Bronchus assoziierten lymphatischen Gewebe (BALT) konnte bei einem mannlichen Tier der gegen 1 mg SAS1/m?
exponierten Gruppe diagnostiziert werden. Ab 2,5 mg SAS1/m® nahm die Anzahl der betroffenen Tiere leicht zu.
Bei den Tieren der SAS1-Gruppen wurde weder eine Hyperplasie noch eine granulomatése Entziindung des BALT
beobachtet. Im Vergleich traten bei den gegen SAS2 exponierten Tieren im BALT sowohl Hyperplasien als auch gra-
nulomatése Entziindungen und Makrophagen-Agglomeration bereits ab 0,5 mg/m?® auf (Tabelle 8 und 9).

Histopathologische Befunde in den Lungen von SASl-exponierten Tieren waren nach 13-wochiger Erholungszeit, mit
Ausnahme einer geringfiigigen Alveolarmakrophagen-Agglomeration in den 2,5- und 5-mg/m*-Konzentrationsgrup-
pen, vollstandig reversibel. Im Gegensatz hierzu lag die Erholungszeit bei SAS2-exponierten Tieren ab einer Expositions-
konzentration von 1 mg/m? bei iiber 52 Wochen. Eine interstitielle, nicht reversible Fibrose der Lunge oder ein Anstieg
des Kollagengehaltes wurde weder durch SAS1 noch durch SAS2 verursacht. Die qualitativen Merkmale der Patho-
genese und der pathologischen Befunde unterschieden sich zwischen den beiden SAS-Typen nicht (Fraunhofer ITEM
2020).
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Tab.6 Durch SAS1 induzierte histologische Befunde in der Lunge nach 90-tagiger inhalativer Exposition von Wistar-Ratten

(Fraunhofer ITEM 2020)

Konzentration SAS1

0 mg/m3 0,5 mg/m? 1,0 mg/m3 2,5 mg/m3 5,0 mg/m3

3 Q d Q 3 Q 3 Q é Q
Anzahl Tiere 9 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Perivaskulire Infiltrationen 1/1,09 1/1,0 1/1,0 0 4/1,3 3/1,0 4/1,0 2/1,0 1/1,0 2/1,0
Alveolarmakrophagen 1/1,0 8/1,0 8/1,0 7/1,0 10/1,3 10/1,0 10/1,7 10/1,7 10/1,6 10/1,5
Makrophagenagglomeration 0 0 2/1,0 4/1,0 6/1,0 6/1,0 8/1,1 9/1,1 9/1,0 6/1,0
Makrophagen II-Hyperplasie 0 0 0 0 1/1,0 0 6/1,0 3/1,0 6/1,2 2/1,0
Entziindung, interstitielle 0 0 0 1/1,0 2/1,0 0 5/1,0 2/1,0 1/1,0 1/1,0
Granulome mit Cholesterin-Spalten 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Granulome (Verzweigung) 0 0 0 0 2/1,0 0 4/1,0 0 9/1,0 9/1,0
Alveolar/bronchioldre Hyperplasie 0 0 0 0 1/1,0 0 4/1,0 0 1/1,0 0
BALT Hyperplasie 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BALT Makrophagenagglomeration 0 0 0 0 1/1,0 0 2/1,0 1/1,0 5/1,2 1/1,0
BALT granulomatdse Entziindung 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MT: Fibrogenese 2/1,0 1/1,0 0 1/1,0 3/1,0 1/1,0 6/1,0 5/1,0 8/1,0 7/1,0

¥ Inzidenz/Schweregrad; Signifikanzen wurden nicht angegeben
BALT: Bronchus-assoziiertes lymphatisches Gewebe; MT: Masson-Trichrom-Farbung

Tab.7 Durch SAS2 induzierte histologische Befunde in der Lunge nach 90-tagiger inhalativer Exposition von Wistar-Ratten

(Fraunhofer ITEM 2020)

Konzentration SAS2

0 mg/m3 0,5 mg/m? 1,0 mg/m3 2,5 mg/m3 5,0 mg/m3

3 Q <) Q 3 Q 3 Q 3 Q
Anzahl Tiere 9 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Perivaskulire Infiltrationen 1/1,09 1/1,0 6/1,2 1/1,0 6/1,7 4/1,0 4/1,0 6/1,0 6/1,3 7/1,1
Alveolarmakrophagen 1/1,0 8/1,0 10/1,8 10/1,9 10/2,4 10/2,3 10/2,8 10/2,9 10/2,9 10/3,0
Makrophagenagglomeration 0 0 10/1,5 10/1,3 8/1,3 9/1,3 9/1,4 8/1,4 9/1,6 10/1,8
Makrophagen II-Hyperplasie 0 0 7/1,0 7/1,1 8/1,5 9/1,6 10/1,6 10/1,1 10/1,8 9/1,4
Entziindung, interstitielle 0 0 10/1,4 10/1,1 10/1,8 7/1,6 7/1,0 9/1,7 10/1,4 10/1,7
Granulome mit Cholesterin-Spalten 0 0 0 0 0 0 1/1,0 0 0 0
Granulome (Verzweigung) 0 0 9/1,2 5/1,6 6/1,7 6/1,5 9/1,2 6/1,5 9/1,2 5/1,2
Alveolar/bronchioldre Hyperplasie 0 0 7/1,1 1/1,0 3/1,0 1/1,0 0 1/1,0 1/1,0 1/1,0
BALT Hyperplasie 0 0 1/1,0 0 0 0 0 1/2,0 0 0
BALT Makrophagenagglomeration 0 0 4/1,0 4/1,0 6/1,5 1/1,0 2/1,5 4/1,8 6/1,8 6/1,7
BALT granulomatdse Entziindung 0 0 0 1/2,0 0 0 0 5/1,8 1/1,0 2/1,5
MT: Fibrogenese 2/1,0 1/1,0 7/1,0 9/1,0 6/1,0 7/1,0 7/1,0 9/1,0 10/1,0 7/1,0

% Inzidenz/Schweregrad; Signifikanzen wurden nicht angegeben
BALT: Bronchus-assoziiertes lymphatisches Gewebe; MT: Masson-Trichrom-Farbung

Nach Beendigung der Exposition zeigten sich in der makroskopischen Untersuchung vergréfierte Lymphknoten bei

SASl-exponierten Tieren ab 1 mg/m? und bei SAS2-exponierten Tieren in allen Konzentrationsgruppen. In den media-

stinalen und tracheobronchialen Lymphknoten wurden Granulome bei den gegen SAS1 exponierten Tieren ab 1 mg/m3
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beobachtet. Eine granulomatése Entziindung betraf ausschlielich méannliche Tiere der SAS1-Gruppen ab 2,5 mg/m3.
Eine lymphoide Hyperplasie konnte in allen Konzentrationsgruppen sowohl mit SASlals auch SAS2 beobachtet wer-
den. Der Effekt zeigte sich jedoch nicht konzentrationsabhéngig. Granulome und granulomatdse Entziindungen traten
bei den gegen SAS2 exponierten Tieren bereits ab der geringsten Konzentration auf. Zudem wurde eine Fibrogenese
oder Fibrose bei Tieren der gegen SAS2 exponierten Gruppen diagnostiziert. Insgesamt zeigten sich im Vergleich
zu den SAS1-Gruppen die Effekte in den SAS2-Gruppen deutlicher und mit einer héheren Inzidenz (Tabelle 8 und 9)
(Fraunhofer ITEM 2020).

Tab.8 Durch SASL1 induzierte histologische Befunde in den mediastinalen und tracheobronchialen Lymphknoten am Tag nach
Expositionsende (+1) (Fraunhofer ITEM 2020)

Konzentration SAS1

0 mg/m3 0,5 mg/m? 1,0 mg/m3 2,5 mg/m? 5,0 mg/m3
Mediastinale Lymphknoten
Geschlecht 3 Q <) Q 3 Q <) Q 3 Q
Anzahl Tiere 7 2 6 7 [3 4 6 8 10 8
Granulome 0 0 0 0 2/2,09) 2/1,0 5/2,0 6/1,3 0 4/2,3
Granulomat6se Entziindung 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lymphoide Hyperplasie 0 0 0 0 2/2,0 1/2,0 4/2,0 3/2,0 0 0
MT: Fibrogenese 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MT: Fibrose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tracheobronchiale Lymphknoten
Geschlecht 3 Q <) Q 3 Q <) Q 3 Q
Anzahl Tiere 10 9 10 6 8 8 7 8 10 9
Granulome 0 0 0 0 2/1,5 3/1,7 4/2,0 6/1,8 10/2,5 9/2,7
Granulomat6se Entziindung 0 0 0 0 0 0 4/2,0 0 1/1,0 0
Lymphoide Hyperplasie 0 0 1/2,0 1/1,0 0 1/2,0 2/1,5 2/1,5 1/2,0 3/1,0
MT: Fibrogenese 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MT: Fibrose 0 1] 0 0 0 0 0 0 0 0

% Inzidenz/Schweregrad; Signifikanzen wurden nicht angegeben
MT: Masson-Trichrom-Farbung

Tab.9 Durch SAS2 induzierte histologische Befunde in den mediastinalen und tracheobronchialen Lymphknoten am Tag nach
Expositionsende (+1) (Fraunhofer ITEM 2020)

Konzentration SAS2

0 mg/m3 0,5 mg/m? 1,0 mg/m3 2,5 mg/m?3 5,0 mg/m3
Mediastinale Lymphknoten
Geschlecht 3 Q 3 Q 3 Q 3 Q 3 Q
Anzahl Tiere 7 2 9 9 10 10 10 10 9 8
Granulomat6se Entziindung 0 0 2/1,5% 4/2,5 8/1,1 9/2,2 9/1,9 10/2,0 1/2,0 5/2,0
Lymphoide Hyperplasie 0 0 8/1,8 6/1,5 10/2,0 9/2,2 10/2,2 10/2,2 0 4/2,0
MT: Fibrogenese 0 0 0 2/1,0 9/1,0 5/1,0 8/1,0 6/1,0 0 3/1,0
MT: Fibrose 0 0 0 1/1,0 0 1/1,0 3/1,3 6/1,2 0 2/1,0
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Tab.9 (Fortsetzung)

Konzentration SAS2

0 mg/m? 0,5 mg/m? 1,0 mg/m? 2,5 mg/m? 5,0 mg/m3
Tracheobronchiale Lymphknoten
Geschlecht 3 Q <) Q 3 Q <) Q 3 Q
Anzahl Tiere 10 9 10 9 9 7 10 6 10 9
Granulome 0 0 4/3,0 6/2,5 2/2,0 5/2,2 3/3,0 4/2,8 10/3,8 9/3,6
Granulomat6se Entziindung 0 0 6/1.8 2/2,0 4/2,3 2/2,5 6/3,0 3/2,0 7/1,9 8/2,0
Lymphoide Hyperplasie 0 0 5/2,0 0 2/2,0 1/1,0 5/2,0 0 10/1,8 6/2,2
MT: Fibrogenese 0 0 1/1,0 2/1,0 0 3/1,0 2/1,0 2/1,0 2/1,0 1/1,0
MT: Fibrose 0 0 0 0 2/1,0 1/2,0 6/1,0 0 9/1,3 8/1,3

% Inzidenz/Schweregrad; Signifikanzen wurden nicht angegeben
MT: Masson-Trichrom-Farbung

Fazit: Der prozentuale Anteil an PMN und die Makrophagenzahl in der BALF war bei SAS1 ab 2,5 mg/m?® und bei SAS2
ab 0,5 mg/m?® statistisch signifikant erhéht. Der Dunnett-Test weist zwar fiir 1 mg/m?® keine statistische Signifikanz
bei den PMN aus, ist aber nicht fiir die Auswertung von varianzinhomogenen Daten, wie hier, geeignet. Bei nachtrég-
licher Auswertung mit dem Games-Howell-Test ist auch bei 1 mg SAS1/m® der prozentuale Anteil an PMN statistisch
signifikant (p <0,05) erhdht. Histologisch wurden bei SAS1 erste konzentrationsabhingige Effekte bei 1 mg/m?®, die
jedoch noch nicht statistisch signifikant waren, und bei SAS2 deutlich stirkere Effekte bei 0,5 mg/m? ermittelt. Dies
betraf interstitielle Entziindung, Zunahme an Granulomen, alveoldr/bronchioldre Hyperplasie und das Auftreten
einer Fibrogenese. Auch die in den Lymphknoten aufgetretenen Entziindungen waren bei SAS2 stirker ausgepragt
als bei SAS1 und begannen bereits ab der niedrigsten Konzentration von 0,5 mg/m?>. In dieser Studie wurde von den
Autoren fiir den Tag nach Expositionsende (+1) eine NOAEC fiir histopathologische Befunde von 1 mg/m?® fiir SAS1-
High BET und eine LOAEC von 0,5 mg/m? fiir SAS2-Low BET ermittelt. Aufgrund der interstitiellen Entziindung und
der Granulome bei je zwei von zehn mannlichen Tieren und des bei den mannlichen Tieren auf das 10-Fache erhéhten
Anteils an PMN bei 1 mg SAS1/m® wird diese Konzentration von der Kommission als LOAEC angesehen. Die NOAEC
betriagt 0,5 mg SAS1/m>.

In einer Inhalationsstudie wurden die Auswirkungen von drei verschiedenen Typen synthetischer amorpher Kiesel-
saure (Gelkieselsaure (silica G), Fallungskieselsaure (silica P) und pyrogene Kieselsaure (silica F)) in einer Konzentration
von je 15 mg/m? an je zehn ménnlichen Cynomolgus-Affen, 80 ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten und 20 miannlichen
Hartley-Meerschweinchen untersucht. Die Tiere wurden 5,5-6 Stunden pro Tag an fiinf Tagen pro Woche iiber einen
Zeitraum von bis zu 18 Monaten exponiert. Eine histopathologische Untersuchung erfolgte bei den Ratten nach 3, 6 und
12 Monaten, bei den Meerschweinchen nach 12 Monaten und bei den Affen nach 13 Monaten (Gelkieselsidure und pyro-
gene Kieselsaure) und 18 Monaten (Fiallungskieselsaure). Die Rattenlungen enthielten nur ca. 10 % der Menge an amor-
phen Kieselsduren, die in den Affenlungen nachgewiesen wurde. Bei den Affen konnten in der Lunge partikelbeladene
Makrophagen sowie Zellinfiltrate festgestellt werden, wahrend diese Effekte bei den Ratten und Meerschweinchen
deutlich geringer ausgepréigt waren. Bei sechs von neun der gegen pyrogene Kieselsdure exponierten Affen wurden
Granulome in den Alveolen diagnostiziert, die in 5 bis 50 % der Fille kollagenhaltig waren. Bei drei Affen konnte in
den Granulomen sowie im Lungeninterstitium aller Affenproben kein oder kaum Kollagen nachgewiesen werden. Bei
einigen der untersuchten Ratten zeigte sich eine interstitielle Fibrose, die allerdings auch bei einigen Kontrolltieren
befundet wurde. Im Gegensatz zu den Affen wurden die Lungenschnitte der Ratten nicht mit Spezialfadrbungen auf
Reticulin/Kollagen untersucht. Bei einigen Affen aus jeder Gruppe (inkl. Kontrolle) wurden unterschiedliche Mengen
von Mica (,KAISiO;*) und Kaolin (,AlSiO;“) festgestellt. Dieses Ergebnis hatte aber, laut Autoren, keinen Einfluss auf
die festgestellten Effekte. Zum einen, weil Lungen mit diesem Befund nicht vermehrt Reticulin/Kollagen enthielten,
und zum anderen, weil in der kollagenreichsten Gruppe (pyrogene Kieselsiure) kein Mica oder Kaolin nachgewiesen
werden konnte. Zusétzlich lag auch in den Mica-haltigen Lungen der Kontrolltiere kein Kollagen vor. Wie es zu der
Mica- bzw. Kaolinexposition kam, ist unbekannt (Groth et al. 1981). Aus der angegeben Gréfenverteilung der Partikel
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lasst sich berechnen, dass maximal 42 % der Partikelmasse von 15 mg/m? unter einem aerodynamischen Durchmesser
von 3,3 pum lag. Laut der OECD-Priifrichtlinie 412 fiir Ratten-Inhalationsstudien soll der MMAD nicht tiber 3 pm liegen.
Die alveolengingige Partikelmasse fiir die Ratte lage damit in dieser Studie bei maximal 6,3 mg/m3. Im Gegensatz
hierzu wiirden ca. 80 % (12 mg/m?) in die Lungenalveolen der Affen gelangen.

5.2.2 Orale Aufnahme

Vier verschiedene, teilweise oberflachenbehandelte Formen von amorpher Kieselsdure wurden in einer 28-Tage-Studie
an ménnlichen und weiblichen Wistar-Ratten (Crl:WI(Han)) mittels Schlundsonde als Limit-Test mit einer Dosis von
0 oder 1000 mg/kg KG und Tag verabreicht. Alle vier Formen wiesen eine mittlere Partikelgréfle von 15 nm auf. Die
Studie wurde gemifl der OECD-Priifrichtlinie 407 durchgefithrt. Keiner der verwendeten Kieselsaure-Typen fithrte
zu adversen substanzbedingten Effekten (Buesen et al. 2014).

Die vier Wochen andauernde, tdgliche Gabe mittels Schlundsonde von verschiedenen synthetischen amorphen
Kieselsduren (NM-200, UB19157, Aerosil R 504) in Dosen von bis zu 1000 mg/kg KG und Tag fiihrte bei Ratten zu keinen
substanzbedingten Symptomen. Auch eine Fiitterungsstudie mit pyrogener Kieselsdure (8157-7) in Konzentrationen
von bis zu 2250 mg/kg Futter (entspricht 188 mg/kg KG), die unter gleichen Bedingungen wie oben beschrieben durch-
gefithrt wurde, ergab keine substanzbedingten Symptome (ECHA 2021).

Es sind weitere orale Studien im REACH-Registrierungsdossier beschrieben. In keiner dieser Studien konnten Hinweise
auf eine substanzspezifische Toxizitét festgestellt werden (ECHA 2021).

In einer Studie wurde pyrogene synthetische amorphe Kieselsdure (SAS) in Dosen von 0, 100, 1000 oder 2500 mg/kg KG
und Tag sowie eine weitere Form (NM-202) in Dosen von 0, 100, 500 oder 1000 mg/kg KG und Tag mit dem Futter an
je funf ménnliche SD-Ratten 28 Tage lang verabreicht. Die jeweils hochste Dosis wurde 84 Tage lang verabreicht. Die
Partikelgréfien der verwendeten SAS lagen zwischen 10 und 25 nm, die spezifische Oberfliche lag bei 200 m?/g und die
Reinheit der Substanz lag bei 99,9 %. Die NM-202-Partikel wiesen eine mittlere Gréf3e von 7 nm und eine spezifische
Oberfliche von 380 m?/g bei einem Reinheitsgrad von =99,8% auf. Nach 84-tigiger Exposition zeigten sich nur mit
SAS Ablagerungen in der Milz. Die hochste Dosis beider Substanzen fiithrte zu erhéhten Inzidenzen von Leberfibrose,
welche nur bei NM-202-exponierten Tieren statistisch signifikant war. Dieser Effekt ging mit mafligen, aber statistisch
signifikant erhohten Expressionen von Fibrose-bezogenen Genen in der Leber einher (van der Zande et al. 2014).

In einer Kommentierung der Studie von van der Zande et al. (2014) werden deren Ergebnisse in Frage gestellt. In
einer ausfithrlichen Begriindung werden die Schwéchen der Studie in Bezug auf die verwendeten Methoden zur
Charakterisierung des Materials, das Studiendesign, die Definitionen und die Ermittlung der Endpunkte sowie der
durchgefithrten statistischen Auswertung dargestellt (Morfeld et al. 2017).

5.2.3 Dermale Aufnahme

In einer Studie aus dem Jahr 1958 wurde zwei mannlichen und zwei weiblichen Kaninchen pro Gruppe 5000 oder
10 000 mg Cab-O-Sil/kg KG und Tag an 18 Stunden pro Tag und an fiinf Tagen pro Woche fiir drei Wochen in 0,5%
Methylcellulose auf die intakte oder abgeschabte Haut aufgetragen. Das Korpergewicht war unverandert. Laut
Angaben in der Zusammenfassung gab es, aufier einer Irritation an der Applikationsstelle, keine histopathologischen
adversen substanzbedingten Befunde (ECHA 2021).

In einer Studie mit subchronischer Behandlungsdauer an zehn ménnlichen und zehn weiblichen Sprague-Dawley-
Ratten pro Gruppe wurde die Toxizitat kolloidaler Kieselsdure-Partikel mit 20 nm Durchmesser durch dermale
Exposition nach OECD-Priifrichtlinie 411 untersucht. Den Tieren wurden Dosen von 0, 500, 1000 oder 2000 mg/kg KG
und Tag 90 Tage lang auf die Haut aufgetragen. Hierfiir wurde eine mit SiO,-Nanopartikel-Losung getrinkte Gaze
auf eine haarfreie Stelle am Riicken der Tiere fiir sechs Stunden téglich befestigt. Im Verlauf der Studie und wah-
rend der Nachbeobachtung an je fiinf ménnlichen und fiinf weiblichen zusatzlichen Tieren der Dosisgruppen 0 und
2000 mg/kg KG traten Effekte wie verringerte Wasseraufnahme oder eine reversible Alopezie bei einem weiblichen
Tier (46.-49. Tag) der 500-mg/kg-Gruppe auf. Es zeigten sich keine Reizwirkungen oder histologischen Veranderungen
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durch SiO, an der Haut. Einige unbedeutende pathologische Veranderungen konnten in den Organen beobachtet
werden. Die beschriebenen Effekte waren jedoch nicht dosisabhéngig und wurden daher als zuféllig bewertet. Einige
hamatologische (Lymphozyten erhcht, Neutrophile verringert) und klinische Parameter (Kreatininkinase verringert,
ALT erhoht) zeigten Veriinderungen, die ebenfalls als zufillig bewertet wurden, da keine entsprechenden Anderungen
des klinischen Erscheinungsbildes oder bei der histopathologischen Untersuchung auftraten (Ryu et al. 2014).

5.2.4 Intraperitoneale Aufnahme

Die Studien sind im Abschnitt 5.7 zusammengefasst.

5.2.5 Intratracheale Aufnahme

Die Studien sind im Abschnitt 5.7 zusammengefasst.

5.2.6 Intravendse Aufnahme

Mannliche und weibliche Balb/c-Méause und weibliche C57BL/6-Mause wurden gegen feine Kieselsaurepartikel mit
einer Gréfle von 70 nm in Dosen von 0, 30 oder 40 mg/kg KG und Tag exponiert. Die Partikel wurden iiber einen
Zeitraum von vier Wochen zweimal wochentlich intravends injiziert. Die genaue Art der verwendeten Kieselsduren
wurde nicht beschrieben. Die verwendeten Materialien wurden lediglich als SP70, SP70-N und SP70-C bezeichnet, was
Kieselsaurepartikeln mit einem Durchmesser von 70 nm entspricht, deren Oberfliche nicht oder mit einer Amino-
bzw. Carboxylgruppe modifiziert wurde. Bei den exponierten Tieren zeigten sich Leberschaden in Form von Fibrosen,
allerdings bei den Oberflichen-modifizierten Materialien in geringerem Umfang als beim unbehandelten SP70. Bei
SP70-N und SP70-C wurde aulerdem ein signifikanter dosisabhéngiger Anstieg der ALT verzeichnet (Fruijtier-Polloth
2012; Isoda et al. 2011).

5.3 Wirkung auf Haut und Schleimhaute

5.3.1 Haut

Insgesamt wurden zur Untersuchung der Hautirritation 19 Studien mit verschiedenen amorphen Kieselsduren (BET
45-700 m?/g) an Kaninchen durchgefiihrt. Die Testsubstanzen wurden sowohl auf intakter Haut als auch auf abra-
dierter Haut bis zu 24 Stunden lang aufgetragen. Die Ergebnisse der Studien zeigten keine bis hochstens minimale
irritative Wirkungen auf die Haut, was auf die hygroskopische Eigenschaft des Materials und seine mechanische
Wirkung zuriickzufiithren ist (ECHA 2021).

5.3.2 Auge

Insgesamt wurden zur Untersuchung der Augenirritation 24 Studien mit verschiedenen amorphen Kieselsduren (BET
45-700 m?/g) an Kaninchen durchgefithrt. Die Wirkung der amorphen Kieselsiduren am Auge variierte zwischen
keinen irritativen Reaktionen und Konjunktivitis mit vollstindiger Genesung innerhalb von 48 Stunden. Es traten
keine statistisch signifikanten Schéden oder irreversible Irritationen an den Augen auf. Die geringe irritative Wirkung
am Auge wurde auf die hygroskopische Eigenschaft des Materials und seine Fremdkorperwirkung (mechanische
Wirkung) zuriickgefithrt (ECHA 2021).

5.4 Allergene Wirkung

In einem modifizierten, nicht nach OECD-Priifrichtlinien durchgefithrten Local Lymph Node Assay (LLNA) wurde
jeweils fiinf weiblichen BALB/c-Mé&usen vom ersten bis zum dritten Tag eine Zubereitung von 1 mg nanopartikuldrer
kolloidaler oder mesopordser Kieselsaure in Ethanol auf beide Ohren appliziert. Kontrolltiere erhielten ein Gemisch
aus Aceton und Olivendl (4:1). An diesen Tagen sowie am vierten und sechsten Tag erfolgte aulerdem eine Messung
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der Ohrdicke, und am sechsten Tag wurde den Tieren schlieBlich *H-Thymidin injiziert. Fiinf Stunden spiter erfolgte
die Exzision der aurikularen Lymphknoten. Die Autoren diskutieren aufgrund der vom zweiten bis zum sechsten Tag
ermittelten (sehr) geringen Zunahme der Ohrdicke ein positives Ergebnis fiir kolloidale Kieselsdure (Lee et al. 2011).
Aufgrund der fehlenden Zunahme der Lymphozytenproliferation am sechsten Tag ist das Ergebnis als negativ zu
werten. Im Registrierungsdossier zur synthetischen amorphen Kieselsdure sind weitere Studien zur sensibilisierenden
Wirkung mit dhnlichen Substanzen aufgefiihrt, beispielsweise zu den CAS-Nummern 126877-03-0, 67762-90-7 und
68909-20-6 (ECHA 2021). Diese lieferten ebenfalls negative Testergebnisse, werden jedoch aufgrund der chemischen
Modifikationen nicht zur Bewertung herangezogen.

5.5 Reproduktionstoxizitat

5.5.1 Fertilitat

In einer Zwei-Generationen-Studie nach der OECD-Priifrichtlinie 416 wurden 0, 100, 300 oder 1000 mg syntheti-
sche amorphe Kieselsdure (NM-200, prazipitiert)/’kg KG und Tag per Schlundsonde an jeweils 28 ménnliche und
weibliche Wistar-Ratten pro Dosisgruppe verabreicht. Der mittlere hydrodynamische Durchmesser der amorphen
Kieselsdurepartikel (Dispersion in 0,5% wassriger Methylhydroxypropylcellulose) variierte in der 10-g/l-Probe zwi-
schen 1076 und 1664 nm und in der 30-g/l-Probe zwischen 876 und 1216 nm. Der Durchmesser in der 100-g/I-Probe
schien mit 409-703 nm der kleinste zu sein, aber aufgrund der hohen Konzentration der Partikel in der Probe sedimen-
tierten und agglomerierten die Partikel. Bis zur hochsten Dosis wurden keine adversen Effekte bei den Elterntieren
beziiglich Toxizitat und Fertilitat festgestellt. Als NOAEL wurden 1000 mg/kg KG und Tag fir die Toxizitat bzw. fir
die Fertilitat der Elterntiere festgelegt (Wolterbeek et al. 2015).

In einer nicht nach OECD-Priifrichtlinie durchgefithrten und zum Teil limitierten Generationenstudie konnten bei
der Verabreichung von 500 mg synthetischer amorpher Kieselsdure (pyrogen)/kg KG und Tag tiber das Futter bei
Wistar-Ratten keine adversen Effekte in Bezug auf die Fertilitit oder die perinatale Toxizitét festgestellt werden. Die
Studie umfasst nur eine Dosierung und die Zahl der Tiere war gering (ECETOC 2006; EFSA Panel on Food Additives
and Nutrient Sources added to Food (ANS) et al. 2018; Fruijtier-Pélloth 2016; Lewinson et al. 1994).

5.5.2 Entwicklungstoxizitat

In einer pranatalen Entwicklungstoxizititsstudie nach der OECD-Priifrichtlinie 414 wurde synthetische amorphe
Kieselsédure in Form von Nanopartikeln in Dosierungen von 0, 100, 300 oder 1000 mg/kg KG und Tag an Wistar-Ratten
per Schlundsonde vom sechsten bis zum 19. Trachtigkeitstag verabreicht. Die priméren Partikel (NM-200) bestanden
aus prézipitierter amorpher Kieselsdure mit einem SiO,-Anteil von 96,5% und wiesen eine Grofie von 10-25 nm auf.
Bis zur hochsten Dosis wurde keine maternale Toxizitat beobachtet. Fetengewicht und Anzahl der Feten zeigten
keine Abweichungen zur Kontrollgruppe. Ebenso wenig wurde bei den Feten ein substanzbezogener Anstieg der
Fehlbildungs- und Variationsrate festgestellt. Der NOAEL fiir Entwicklungstoxizitat und fiir Maternaltoxizitat betragt
1000 mg/kg KG und Tag, die hochste getestete Dosis (Hofmann et al. 2015).

In der im Abschnitt 5.5.1 beschriebenen Zwei-Generationen-Studie an Wistar-Ratten wurden bis zur hochsten getes-
teten Dosis von 1000 mg/kg KG und Tag keine adversen Effekte bei den Nachkommen beziiglich der Wurfparameter
der F1- und F2-Generation, der sexuellen Reifung und des Ostruszyklus der F1-Generation festgestellt. Der NOAEL
fir Maternaltoxizitit betragt 1000 mg/kg KG und Tag (Wolterbeek et al. 2015). Es l4sst sich ein NOAEL fiir perinatale
Toxizitat von 1000 mg/kg KG und Tag ableiten.

Eine zum Teil limitierte, orale Studie mit synthetischen amorphen Kieselsduren (Gel) zeigte bei Wistar-Ratten,
CD-1-Méusen, Dutch-Belted-Kaninchen und Hamstern keine adversen Effekte auf die Fertilitat und keine préanatale
Entwicklungstoxizitat bis zu den hochsten getesteten Dosierungen von 1350 mg/kg KG und Tag (Ratte, Maus) bzw.
1600 mg/kg KG und Tag (Kaninchen, Hamster) (ECETOC 2006; EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources
added to Food (ANS) et al. 2018; Fruijtier-Polloth 2016). Die Dokumentation sowie die statistische Analyse sind weder
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ausreichend noch sind die Studien nach heute giiltigen OECD-Priifrichtlinien durchgefithrt worden. Daher konnen
die Studien nicht zur Bewertung herangezogen werden.

5.6 Genotoxizitat

5.6.1 Invitro

In diversen bakteriellen Mutagenitatstests mit den Salmonella-typhimurium-Staimmen TA98, TA100, TA1535, TA1537,
TA1538 und E. coli trat mit und ohne Zugabe eines metabolischen Aktivierungssystems keine durch Kieselséure ver-
ursachte Mutagenitat auf. Ebenso konnten in verschiedenen Saugetierzelllinien durch amorphe Kieselsaure keine
Chromosomenaberrationen induziert werden. Sowohl im TK*~-Mutationstest mit L5178Y-Mauslymphomzellen als
auch im HPRT-Genmutationstest mit CHO-Zellen wurden keine durch Kieselsdure hervorgerufenen Mutationen beo-
bachtet (ECHA 2021).

Nanopartikel von zwei pyrogenen, einem prazipitierten und zwei kolloidalen Typen amorpher Kieselsduren wurden
in einem Comet-Assay hinsichtlich der Verursachung von DNA-Strangbriichen untersucht. Hierzu wurden 3T3-L1-
Fibroblasten drei, sechs und 24 Stunden mit 0, 4 oder 40 pg/ml des Stoffes inkubiert. Bei beiden Konzentrationen wurde
keine statistisch signifikant erhéhte Haufigkeit von DNA-Strangbriichen beobachtet (Barnes et al. 2008).

Im Comet-Assay zeigten amorphe Kieselsduren mit mittleren Partikelgréflen von 15 oder 55 nm ab 100 pg/ml bzw. ab
300 pg/ml relevante DNA-Schadigungen in V79-Zellen bei nicht zytotoxischen Konzentrationen. Der Test auf Induktion
von DNA-Strangbriichen mittels der Technik der alkalischen Entwindung ergab nur bei den 15 nm grofien Partikeln
bei 100 pg/ml eine statistisch signifikant erhohte Inzidenz an DNA-Strangbriichen. Oxidative Basenverdnderungen,
die durch Messung Fpg-sensitiver Stellen bestimmt wurden, traten nicht auf (Maser et al. 2015).

Die nanoskaligen amorphen Kieselsduren SiNP12 (12 nm), SiNP5-15 (5-15 nm) und SiNP10-20 (10-20 nm) sowie SiP2
(2 pm) wurden in Lungenepithelzellen (FE1) von Muta™-Miusen auf ihre Zytotoxizitit und Genotoxizitit unter-
sucht. Der hydrodynamische Durchmesser im Medium wurde mittels DLS (,dynamic light scattering”) und die pri-
maére Partikelgrofie mittels TEM gemessen. Die priméaren Partikelgrofien entsprachen den Herstellerangaben. Die
amorphe Kieselsdure SiP2 wies im TEM auch Partikel in der Gréfle von 1 pm auf. Eine Untersuchung auf chemische
Verunreinigungen erfolgte mittels ICP-MS (,inductively coupled plasma mass spectrometry®). Es konnten Spuren
von Natrium, Aluminium, Calcium, Titan, Eisen und Zirkonium nachgewiesen werden. Die Zytotoxizitat wurde 24
Stunden nach Exposition gegen 0; 12,5; 25 oder 50 pg/ml mittels Trypan-Blau-Farbung gemessen. In einer Vorstudie
fihrten 100 pg/ml und Konzentrationen dariiber zu einem vollstdndigen Zelltod. Die Zellviabilitat verringerte sich
mit steigender Konzentration und lag fiir die geringste Konzentration zwischen 53 % und 95 %. Die kleineren Partikel
zeigten eine starkere zytotoxische Wirkung. Sieben Tage nach 24-stiindiger Behandlung der Zellen mit 12,5 pg/ml der
Partikel war die Anzahl der gebildeten Kolonien (Maf fiir die Proliferationsfahigkeit der Zellen) nur mit SiNP12 sta-
tistisch signifikant reduziert. Es kam zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mit der starksten Induktion durch
SiP2 (SiP2 > SiNP12 > SiNP10-20 > SiNP5-15) und es zeigte sich ein biphasischer Verlauf. Die gleichzeitig bestimmten
Glutathion-Spiegel zeigten entgegengesetzte Verlaufe zum Anstieg oder Abfall der ROS. Fiir den Mikronukleus-Test
und den lacZ-Mutationstest wurde lediglich die Konzentration 12,5 pg/ml ausgewertet, da hohere Konzentrationen
zur Induktion von Zelltod fiithrten. Eine statistisch signifikant erhthte Mikronukleusbildung wurde bei Exposition
der Zellen gegen die Partikel SiNP12 (1,62-fach), SINP5-15 (1,74-fach) und SiNP10-20 (1,5-fach) beobachtet. SiP2 fiithrte
nicht zur Induktion von Mikronuklei. Den Autoren zufolge korrelierte der Anstieg an Mikronuklei mit zunehmender
Oberflache der SiNP-Spezies. Durch die verschiedenen SiNP-Spezies wurden keine Mutationen im lacZ-Gen induziert
(Decan et al. 2016). Allerdings wurden fiir den Mikronukleustest nur 1000 Zellen pro Experiment statt der in der
Priifrichtlinie geforderten 2000 Zellen ausgewertet und zudem nur eine Konzentration verwendet.

Humane periphere Lymphozyten zeigten keine erhohte Haufigkeit an Mikronuklei nach 24-stiindiger Inkubation mit
amorphen Kieselsduren mit einer mittleren Partikelgréfie von 15 nm (Levasil® 200/40) und 55 nm (Levasil® 50/50) in
Konzentrationen von 31,6-1000 pg/ml. Die hochste getestete Konzentration von 1000 pg/ml fithrte bei den 15 nm grofien
Partikeln zu Prazipitaten (Downs et al. 2012).
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Amorphe Kieselsduren mit einer mittleren Partikelgréfie von 15 nm (Levasil® 200/40) und 55 nm (Levasil® 50/50)
wurden in Caco-2-Zellen auf ihre genotoxische Wirkung untersucht. Im ,cytokinesis-block micronucleus assay®, ge-
mafl der OECD-Priifrichtlinie 487, erhohte sich die Anzahl der Mikronuklei in zweikernigen Zellen konzentrations-
abhangig nur bei den 15 nm grofien Partikeln, hier bereits ab 16 pg/ml, einer noch nicht zytotoxischen Konzentration.
Vermehrte H2AX-Phosphorylierung trat nur bei den 15 nm grofien Partikeln auf. Da parallel Apoptose beobachtet
wurde, handelt es sich bei den DNA-Schiden, vermutlich Doppelstrangbriiche, um einen indirekten Effekt. Statistisch
signifikante Zytotoxizitdt der 15 nm groflen Partikel trat bei 32 pg/ml auf. Fiir die 55 nm grof3en Partikel wurden bis
zu einer Konzentration von 120 pg/ml keine zytotoxischen Effekte festgestellt (Tarantini et al. 2015 b).

5.6.2 Invivo

Nach einmaliger intratrachealer Instillation von 360 pg amorphe Kieselsdure-Partikel/Tier an je fiunf mannliche
Wistar-Ratten fithrten in den nachfolgenden 72 Stunden weder die 15 nm noch die 55 nm grofien Partikel zu genoto-
xischen Effekten in der Rattenlunge oder dem Knochenmark. Es wurden der Comet-Assay und der Mikronukleustest
durchgefithrt. Das Verhaltnis der polychromatischen zu normochromatischen Erythrozyten (PCE/NCE) war unver-
andert. Die Autoren diskutieren, dass der negative Mikronukleustest auf eine geringe systemische Verfiigbarkeit und
damit auf das fragliche Erreichen des Knochenmarks hinweist (Maser et al. 2015).

Zwei prazipitierte amorphe Kieselsduren (NM-200 und NM-201) sowie zwei pyrogene amorphe Kieselsduren (NM-
202 und NM-203) wurden auf ihre genotoxische Wirkung untersucht. Die gut charakterisierten Materialien stamm-
ten vom ,EU Joint Research Centre Nanomaterials Repository®. Je fiinf ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten wurde
dreimal intratracheal 0, 3, 6 oder 12 mg/kg KG instilliert (kumulative Dosis 0, 9, 18 oder 36 mg/kg KG), 48, 24 und
drei Stunden vor der Gewebsentnahme. Der Partikeltyp NM-203 wurde zuséatzlich je sechs ménnlichen Sprague-
Dawley-Ratten in Dosierungen von 0, 5, 10 oder 20 mg/kg KG dreimal intravenos appliziert (kumulative Dosis 0, 15,
30 oder 60 mg/kg KG). Die Genotoxizitit wurde mittels Mikronukleustest, gemafy der OECD-Prufrichtlinie 474, in
Erythrozyten ermittelt. Aulerdem wurde ein modifizierter Comet-Assay an BAL-, Lungen-, Blut-, Milz-, Nieren-,
Leber- und Knochenmarkszellen angewendet. Nur nach intravendser Gabe von NM-203 kam es bei der hochsten Dosis
zu einem statistisch signifikanten Anstieg an Mikronuklei im Knochenmark. Das PCE/NCE-Verhaltnis war zwar im
Vergleich zur Kontrolle unveréndert, jedoch war die Mortalitat mit drei von sechs Tieren in dieser Dosisgruppe sehr
hoch. Die Daten nach intravenoser Gabe werden aus den bei der Studie von Downs et al. (2012) diskutierten Griinden
(s-u.) nicht zur Bewertung herangezogen. Im Vergleich zu Positivkontrollen (Methylmethansulfonat und N-Ethyl-N-
nitrosoharnstoff) ergaben die untersuchten Kieselsdure-Nanopartikel nach intratrachealer Gabe keine genotoxischen
Effekte. Allerdings ist die Erreichbarkeit des Knochenmarks, aufgrund der geringen systemischen Verfiigbarkeit, hier
fraglich (Guichard et al. 2015).

Bei den in einer weiteren Studie eingesetzten amorphen Kieselsduren mit einer mittleren Partikelgréfle von 15 nm
(Levasil® 200/40) und 55 nm (Levasil® 50/50), handelt es sich um wissrige alkalische (pH ~10) kolloidale Dispersionen.
Vor der intravendsen Injektion wurden sie in Phosphatpuffer verdiinnt und ein pH-Wert von 7,5 eingestellt. Mannlichen
Wistar-Ratten (n=6-8, 15-nm-Partikel 50 mg/kg KG n =4, Positivkontrolle und Kontrollgruppe im 2. Experiment n=3)
wurden die amorphen Kieselsdauren in Dosen von 0, 25 oder 50 mg/kg KG (15-nm-Partikel) oder 0, 25, 50 oder 125 mg/kg
KG (55-nm-Partikel) durch drei aufeinanderfolgende intravendse Injektionen in die Schwanzvene 48, 24 und vier
Stunden vor der Tétung verabreicht. Die hochste verwendete Dosierung orientierte sich in dieser Studie an der
maximal tolerierten Dosis (MTD), die in einer zuvor durchgefithrten Dosisfindungsstudie (n=2, bis 100 mg/kg KG
fiir 15 nm grofle Partikel und 200 mg/kg KG fiir 55 nm grofle Partikel) ermittelt wurde. Das genotoxische Potential
wurde mit Hilfe des Comet-Assays in Blut, Leber- und Lungengewebe untersucht und ein Mikronukleustest an zir-
kulierenden Retikulozyten durchgefiihrt. Fiir 15 nm grof3e Partikel zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg
(Dunnett’s Multiple Comparison Test) der DNA-Schéden im Lebergewebe nur bei der hohen Dosis, jedoch nicht bei
der Wiederholung des Versuches. Im Lungengewebe und in den weiflen Blutzellen konnten keine signifikant erhéhten
DNA-Schiden nachgewiesen werden. Ausschliellich im Bereich der MTD konnte ein Anstieg (1,5- bis 2,1-fach) des pro-
zentualen Anteils der mikronukleushaltigen Retikulozyten bei den 15 nm und den 55 nm grofien Partikeln beobachtet
werden (Downs et al. 2012). Intravendse Injektionen stellen ein Worst-Case-Szenario dar. Die nach intravendser
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Applikation erhobenen Befunde wurden nach intratrachealer Exposition von Maser et al. (2015) und Guichard et al.
(2015) sowie nach inhalativer Exposition von Tarantini et al. (2015 a) nicht bestétigt. Die beobachteten Effekte nach
intravendser Gabe traten nur im Bereich der MTD auf und konnten in einem zweiten Experiment nicht verifiziert
werden. Vermutlich sind die Standardabweichungen aufgrund der geringen Tierzahlen sehr grof3, was die angegebene
statistische Signifikanz fragwiirdig erscheinen lasst. Die Studie wird daher nicht zur Bewertung herangezogen.

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten erhielten per Schlundsonde zwei prazipitierte amorphe Kieselsduren (NM-200 und
NM-201) sowie zwei pyrogene amorphe Kieselsduren (NM-202 und NM-203) in Dosen von 0, 5, 10 oder 20 mg/kg KG
an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Im Comet-Assay (pH 8,0) und im Fpg-modifizierten Comet-Assay zeigten sich
keine DNA-Schéden in Blut, Knochenmark, Leber, Milz, Niere, Zwoélffingerdarm und Dickdarm. Weiterhin trat keine
erhohte Anzahl an Mikronuklei im Knochenmark auf, wobei unklar ist, ob das Knochenmark erreicht wurde, da das
Verhiltnis von PCE zu NCE im Vergleich zur Kontrolle unveréandert war. Im Dickdarm fiihrte jeweils die niedrigste
Dosis von NM-202 bzw. NM-203 (5 mg/kg KG) zu einem statistisch signifikanten Anstieg an Mikronuklei. Eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung wurde nicht beobachtet. Die Autoren halten eine verstirkte Aufnahme, aufgrund geringerer
Agglomeration bei der niedrigen Dosis, jedoch fiir moglich. Im Plasma wurden mit dem Lipidperoxidations-Marker
Malondialdehyd keine Effekte beobachtet (Johnston et al. 2000).

Mainnliche F344-Ratten wurden sechs Stunden téglich, fiinfmal pro Woche fiir 13 Wochen inhalativ gegen pyrogene
Kieselsdure des Typs NM-203 in Konzentrationen von 0 oder 50,4 +19,0 mg/m? exponiert. Die Lungenbelastung betrug
882 pg pro Lunge. Im HPRT-Test fanden sich keine erhohten Mutationshaufigkeiten in den alveoldren Epithelzellen
der Lunge (Ex-vivo-Untersuchung) (Johnston et al. 2000).

5.6.3 Fazit

In den bakteriellen Genotoxizitdtstests wurden keine Mutationen beobachtet. In Sdugetierzellen konnten durch
amorphe Kieselsdure keine Chromosomenaberrationen induziert werden. Im TK*~-Mutationstest und lacZ-Muta-
tionstest sowie im HPRT-Genmutationstest traten keine Mutationen auf. Nanoskalige amorphe Kieselsaure-Partikel
verursachten in vitro Mikronuklei sowie DNA-Strangbriiche im Comet-Assay und bei der Methode der alkalischen
Entwindung. Dies wurde bei grofieren Partikeln nicht beobachtet. Dispergierbarkeit und Agglomeration der Partikel
sind abhéngig vom verwendeten Kulturmedium sowie von der Oberflichenreaktivitit. Die in vitro beobachteten
starkeren Effekte der kleineren Partikel konnen darauf zuriickgefithrt werden. Es liegen keine Daten vor, die auf die
Induktion von Mutationen bzw. klastogenen oder aneugenen Effekte durch amorphe Kieselsdure in vivo bei arbeits-
platzrelevanten Expositionspfaden hinweisen.

5.7 Kanzerogenitat

In einer Studie wurde mit Dimethyldichlorsilan hydrophobierte pyrogene Kieselsdure 24 Monate lang in einer
Konzentration von 100 mg/kg an ménnliche und weibliche Sprague-Dawley-Ratten verfiittert. Es zeigten sich sehr
vereinzelt Effekte, darunter ein gutartiger Mammatumor bei einer mannlichen Ratte. Da die Inzidenz innerhalb der
historischen Kontrolle des Rattenstamms lag, wurde der Tumor als zufallig betrachtet (Lewinson et al. 1994).

Vier Gruppen von 40 ménnlichen und 40 weiblichen B6C3F1-Mausen bzw. Fischer-Ratten erhielten lebenslang Futter
mit 0; 1,25; 2,5 oder 5% mikronisierter Kieselsdure (Syloid 244; SiO, x nH,0). Die tdgliche Aufnahme von Kieselsdure
betrug in den Dosisgruppen bei den mannlichen Mausen 1,2-1,88; 2,52-6,61 bzw. 5,27-7,49 g/kg KG und fiir weibliche
Mause 1,02-2,57; 1,82-4,9 bzw. 3,95-13,31 g/kg KG. Fir minnliche Ratten waren die Dosen 0,4-0,71; 0,83-1,46 bzw.
1,76-3,0 g/kg KG und fiir weibliche Ratten 0,4-0,75; 0,83-1,45 bzw. 1,78-3,21 g/kg KG. Die mittlere Gesamtaufnahme
lag bei 38,45; 79,78 und 160,23 g/mannlicher Maus, bei 37,02; 72,46 und 157,59 g/weiblicher Maus, bei 143,46; 179,55 und
581,18 g/ménnlicher Ratte sowie bei 107,25; 205,02 und 435,33 g/weiblicher Ratte am Ende der 93. bzw. 103. Woche. Bei
den Méausen wurden, insbesondere in der mittleren Dosisgruppe, maligne Lymphome an den blutbildenden Organen
entdeckt, die aufgrund fehlender Dosisabhiangigkeit allerdings als zufallig bewertet wurden. Es traten keine be-
handlungsbedingten Tumoren bei den Ratten auf (IARC 1997; Takizawa et al. 1988).
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In einer Studie an ménnlichen und weiblichen Syrischen Hamstern wurden wochentlich feine Partikel einer Mischung
von amorphen und kristallinen Kieselsdauren in einer Dosis von 3 mg/Tier liber einen Zeitraum von 20 Wochen intra-
tracheal verabreicht und die Tiere lebenslang nachbeobachtet. Die genaue Partikelgréfie wurde nicht genannt, ebenso
fehlt eine genaue Charakterisierung der Kieselsaure. Es traten keine behandlungsbedingten Tumoren auf (IARC 1997).

Nach zehnwochiger intratrachealer Gabe von 3 mg synthetischer amorpher Kieselsaure/Tier (Gesamtdosis 30 mg) und
zweijdhriger Nachbeobachtung traten bei weiblichen Wistar-Ratten keine statistisch signifikant erhohten Inzidenzen
an Lungentumoren auf (Pott und Roller 2005; Roller 2008).

Bei weiblichen Wistar-Ratten wurde, iiber einen Zeitraum von zwei Jahren, wiederholt eine intratracheale Instillation
von amorpher Kieselsdure als Partikelsuspension durchgefithrt. Ziel war es, eine chronische pulmonale Entziindung,
ahnlich wie durch alveolengingige granulire biobestandige Stiube (GBS) ohne bekannte spezifische Kanzerogenitat,
zu erzeugen und aufrechtzuerhalten; die Entziindung sollte aber nicht wesentlich mit der Anwesenheit eines GBS in
der Lunge assoziiert sein. Die seit langem bekannte hohe akute Toxizitat von hochdispersiver amorpher Kieselsdure
einerseits, und die Riickbildung von erzeugten Entziindungsreaktionen und Granulomen nach dem Absetzen der
Exposition andererseits, wurde auf die — im Verhaltnis zum Quarz — rasche Elimination durch Auflésung zuriick-
gefiihrt. In Vorversuchen wurde die Elimination des amorphen SiO, aus der Lunge von Ratten ermittelt (Ernst et al.
2002, 2005). Zwei Tage nach der Instillation von 2 mg amorpher Kieselsdure wurden noch 18 % in der Lunge nach-
gewiesen; die sich daran anschlieBende Halbwertszeit betrug elf Tage. Im Hauptversuch wurden 30 Instillationen von
je 0,5 mg pyrogener amorpher Kieselsdure in zweiw6chigem Abstand verabreicht, um zu priifen, ob die damit tiber
einen Zeitraum von etwa fiinfzehn Monaten aufrechterhaltene starke Zytotoxizitat mit entsprechender Entziindung
ausreicht, um eine Tumorentstehung zu induzieren, falls ein solcher Wirkungsmechanismus den entscheidenden
Verursacher darstellt. Die Partikel wiesen einen mittleren Durchmesser von 14 nm und eine Reinheit von 99,8 % auf.
Wihrend der Versuche zeigten die Tiere keine Beeintrachtigungen. Kurz nach Applikation traten voriibergehende
Atembeschwerden auf. Nach neun Monaten wurde eine statistisch signifikant reduzierte Kérpergewichtszunahme
festgestellt. Histopathologisch ergaben sich multifokale dosisabhidngige mittel- bis schwerwiegende alveoldre und
interstitielle Ansammlungen partikelbeladener Makrophagen in der Lunge. In den Lymphknoten der Lunge wurden
mafige bis schwere chronisch granulomatose Entziindungen festgestellt. Bei fiinf von 53 Ratten, die mindestens ein
Jahr tiberlebt hatten, wurde mit der Routinehistologie (sechs Schnitte/Lunge) ein Lungentumor gefunden (9,4 %). Bei 31
Ratten, die mindestens zwei Jahre iiberlebt hatten, wurde zusétzlich eine aufwéandige histologische Untersuchung der
Lunge mit 60 Schnitten/Lunge durchgefithrt. Dadurch wurden funf zusatzliche Tiere mit Lungentumoren gefunden.
Damit erhohte sich die Anzahl der Tiere mit Lungentumoren von fiinf (Routinehistologie; ein Tier mit Lungentumor
war nach 98 Wochen gestorben und ist deshalb nicht einer zuséatzlichen Histologie von 60 Schnitten/Lunge unter-
zogen worden) auf insgesamt 10/53 (18,9 %). In den Lungen der 55 Ratten umfassenden Kontrollgruppe wurden keine
Tumore gefunden, weder bei der Routinehistologie noch bei der aufwéndigen Histologie mit 60 Schnitten/Lunge,
die bei 30 Tieren (Uberlebenszeit mindestens zwei Jahre) vorgenommen worden ist. In einer Positiv-Kontrollgruppe,
die mit einer intratrachealen Instillation von 3 mg DQ 12 Quarz behandelt wurde, wurden von 53 Tieren nur sieben
Tiere, die mindestens zwei Jahre tiberlebt hatten, histopathologisch untersucht. Bei sechs dieser sieben Tiere wurden
Lungentumore dokumentiert, allerdings fithrte die Erhohung der Schnittanzahl zur Entdeckung von 44 Tumoren
(zuvor 17). Die histopathologische Befundung ergab bei allen Tieren verschiedene Tumortypen: bronchioalveolare
Karzinome, bronchioalveolare Adenome, Plattenepithelkarzinome und zystisch-keratinisierende Epitheliome. Die
Zuordnung der Tumortypen zu den mit verschiedenen Partikeln behandelten Gruppen ist nicht angegeben (Kolling et
al. 2008). Die Resultate fiir amorphe Kieselsdure sind, in Anbetracht der 30 intratrachealen Applikationen im Abstand
von jeweils zwei Wochen und der dadurch bedingten starken permanenten akuten Zytotoxizitdt und Entziindung,
nur von eingeschrankter Relevanz. Zudem wurden in der Studie keine unterschiedlichen Dosierungen verwendet.
Mit dieser Applikationsmethode wurde einerseits, trotz der Loslichkeit des amorphen SiO,, eine langer anhaltende
Beladung der Lungen mit l6slichen Partikeln erreicht, und andererseits aber auch eine hohe zytotoxische Belastung
der Lungen durch das geldste SiO,. Zusammenfassend sind diese Versuchsergebnisse daher nicht geeignet, um auf
eine kanzerogene Wirkung beim Menschen zu schlief3en.
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5.8 Sonstige Wirkungen

Die Allergie-begiinstigende Wirkung von kolloidaler amorpher Kieselsdure auf die Atemwege wurde mittels Glykol-
iiberzogener Nanopartikel untersucht. Die Autoren verwendeten weibliche BALB/c-Méuse und applizierten die
Kieselsdure (90 nm) zunéchst nasal in Dosen von 0, 10, 100 oder 400 pg/Tier in Verbindung mit Ovalbumin zur
Sensibilisierung. Die Tiere wurden 14 und 15 Tage nach Sensibilisierung erneut mit dem Allergen Ovalbumin behan-
delt. Einen Tag darauf wurden die Tiere getdtet und untersucht. Die Ko-Exposition mit Kieselsaure wéhrend der
Sensibilisierung wirkte als Adjuvans und verstdrkte dosisabhidngig die durch Ovalbumin verursachte allergische
Reaktion der Atemwege. Mause, die ko-exponiert waren, wiesen erhohte Ovalbumin-spezifische IgE-Antikorper
im Serum, eine verstirkte Infiltration eosinophiler Granulozyten sowie eine erh6hte mukose Zellmetaplasie auf.
Auflerdem wurde eine erhohte Gen- und Proteinexpression von Th2- und Th17-Zytokinen ermittelt (Brandenberger
et al. 2013).

Um die entziindungsférdernden Mechanismen von Nanopartikeln amorpher Kieselsdure zu untersuchen, wurden
Zellen des Typs RAW 264.7, einer Zelllinie aus peritonealen Makrophagen der Maus, mit Partikeln mit einem mitt-
leren Durchmesser von 12 nm, behandelt. Es wurde ein Anstieg von ROS mit einer einhergehenden Abnahme an
intrazelluldrem Glutathion festgestellt. Auflerdem wurde spektrophotometrisch eine erhéhte Stickoxidkonzentration
gemessen. Die Autoren vermuten, dass die ROS entziindungsférdernde Reaktionen in den Zellen ausldsen. Eine genaue
Charakterisierung der Kieselsdure erfolgte nicht (Park und Park 2009).

Aggregate verschiedener Grofie aus Nanopartikeln prazipitierter amorpher Kieselsdure mit einer primaren Partikelgrof3e
von 14-23 nm wurden verwendet, um an humanen Bronchialepithelzellen (HBE), Kolonepithelzellen (Caco-2) und
monozytischen Zellen (THP-1) die Effekte auf zelluldre metabolische Aktivitat, Zellvitalitat, Glutathiongehalt sowie
die IL8- und IL6-Sekretion nach 24 Stunden Exposition zu untersuchen. Die Aggregate wiesen durchschnittliche
flaichengleiche Kreisdurchmesser von 100 bis 2000 nm und mittlere hydrodynamische Durchmesser von 264 nm bis
12,5 um auf. Mittels dynamischer Lichtstreuung zeigten die Autoren, dass die aggregierte Kieselsaure im allgemeinen
geringere Effekte ausloste als nichtaggregierte Nanopartikel (Murugadoss et al. 2020).

In einer weiteren Studie mit synthetischen amorphen Kieselsduren (entsprechen den Typen in Barnes et al. 2008) in
Konzentrationen von 0; 12,5; 25; 50 oder 100 pg/ml fanden sich ab 25 pg/ml statistisch signifikante Reduzierungen der
Zellvitalitat bei Exposition von V79-Zellen gegen pyrogene und bereits ab 12,5 pg/ml gegen préazipitierte SAS. Diese
Effekte traten allerdings nur bei Nanopartikeln von etwa 20 nm auf. Pyrogene und kolloidale Partikel dieser Grofie
induzierten dariiber hinaus DNA-Schadigungen und Apoptose, allerdings ohne intrazellulare Bildung von ROS. Bei
grofleren Partikeln (50 nm) wurden solche Effekte nicht beobachtet. Die Autoren schlussfolgerten, dass die Toxizitét
eher von der Partikelgrofie als vom Typ der synthetischen amorphen Kieselsdure (pyrogen oder prizipitiert) abhidngt
(Guichard et al. 2015).

6 Bewertung

Der kritische Effekt ist das Auftreten von entziindlichen Reaktionen in der Lunge nach inhalativer Exposition gegen
synthetische amorphe Kieselsdure. Die Herstellungsverfahren fiir die verschiedenen synthetischen amorphen
Kieselsauren, Fallungskieselsauren oder pyrogene Kieselsduren lassen eine generelle Unterscheidung beziiglich der
Partikelgrofie oder Oberflaichenbeschaffenheit nicht zu.

MAK-Wert. Eine Querschnittsstudie von Taeger et al. (2016 b) kann aufgrund methodischer Einschrankungen
nicht fiir die Ableitung eines MAK-Wertes herangezogen werden. Fibrosen wurden zu keiner Zeit beobachtet. Die
Studie verdeutlicht, dass sich die amorphe Kieselséure von der kristallinen Form (Quarz) qualitativ in ihrer Wirkung
unterscheidet.

In der tierexperimentellen Studie von Reuzel et al. (1991) werden in der niedrigsten Konzentrationsgruppe (1,3 mg/m?®)
bei mannlichen und weiblichen Ratten gleichermaflen statistisch signifikant erhohte intraalveolére Infiltrationen von
PMN sowie eine statistisch signifikant erhohte Septumzelldichte diagnostiziert. Bei der nachst hoheren Konzentration
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(5,9 mg/m®) wird ausschlieBlich bei ménnlichen Ratten als zusétzlicher Befund eine statistisch nicht signifikante
Erhohung der alveolaren Bronchiolisation beschrieben.

In der Inhalationsstudie von Groth et al. (1981) mit drei amorphen Kieselsduren an Affen, Ratten und Meerschweinchen
ergibt sich ein deutlicher Unterschied in der alveolengidngigen Partikelkonzentration zwischen den Spezies. Aus der
angegebenen Groflenverteilung der Partikel geht hervor, dass maximal 42 % der Partikelmasse bei der Konzentration
von 15 mg/m® unter einem aerodynamischen Durchmesser von weniger als 3,3 um fallen; laut der OECD-Priifrichtlinien
fur Ratten-Inhalationsstudien soll der MMAD nicht iiber 3 pm liegen. Die alveolengingige Partikelkonzentration fiir
die Ratte ldge daher bei maximal 6,3 mg/m>. Im Gegensatz hierzu wiirden auch Agglomerate mit gréfieren aero-
dynamischen Durchmesser (ca. 80 %) in die Lunge der Affen gelangen. Die alveolengingige Partikelkonzentration
fir die Affen lige damit bei maximal 12 mg/m?®. Die alveolengingige Partikelkonzentration fiir die Ratte bei Groth et
al. (1981) entspricht damit der mittleren Konzentration bei Reuzel et al. (1991). Dass die Rattenlungen nur ca. 10 % der
Masse an amorpher Kieselsdure, die in Affenlungen nachgewiesen wurde, enthielten, konnte auf die unterschied-
liche alveolengédngige Partikelkonzentration zuriickzufiithren sein. Bei sechs von neun Affen wurden Granulome in
den Alveolen diagnostiziert, die in 5 bis 50 % der Fille kollagenhaltig waren. Bei drei der neun Affen konnte in den
Granulomen kein Kollagen und im Lungeninterstitium konnte bei keinem der Tiere ein erhohter Gehalt an Kollagen
nachgewiesen werden. Hinweise auf fibrotische Prozesse in den Lungen der Affen lagen nicht vor. Die interstitielle
Fibrose bei Ratten, die eine deutlich geringere Exposition gegen alveolengingige Kieselsdure hatten als die Affen,
konnte auch an einigen Kontrolltieren nachgewiesen werden. Auf Basis der vorliegenden Daten kann nicht gefolgert
werden, dass Ratten weniger empfindlich sind als Affen.

Die histopathologischen Befunde in der Studie von Reuzel et al. (1991) wurden von Weber et al. (2018) einem Review
unterzogen und durch ein Expertengremium (,Pathology Working Group‘, PWG) neu bewertet. Alle Befunde und
die Graduierungen sind bei Weber et al. (2018) sehr ausfiihrlich aufgefiihrt. Es standen nur die Schnitte der mann-
lichen Ratten fiir eine neue Befundung zur Verfiigung. Nach einer 13-wochigen inhalativen Exposition wurden bei
Ratten ab der niedrigsten Konzentration (1,3 mg/m?®) statistisch signifikant erhéhte Pneumozyten-II-Hyperplasien,
alveoldr-bronchioldre Hyperplasien sowie granulomatdse Entziindungen diagnostiziert. Die Auspragung dieser gra-
nulomatésen Entziindung nimmt nicht mit zunehmender Expositionskonzentration zu. Neben den auch schon bei der
niedrigsten Konzentration befundeten Verinderungen werden bei der mittleren Konzentration (5,9 mg/m?) zusitzlich
alveoldr-bronchioldre Granulome als statistisch signifikanter Befund beschrieben. Dieser Befund (Akkumulation von
Histiozyten/Makrophagen) wird bereits in der niedrigsten Konzentrationsgruppe beobachtet, jedoch ist die Inzidenz
hier nicht statistisch signifikant. Eine Konzentrationsabhéingigkeit der Inzidenz und des Schweregrads fiir alveoldre
Hyperplasie ist nicht zu erkennen. Eine interstitielle Entziindung mit geringer Auspriagung ist nur bei der hochs-
ten Konzentration (31 mg/m3) statistisch signifikant. Dieser Befund wird auch bei den niedrigeren Konzentrationen
sowie bei den Kontrolltieren (3/9) beobachtet, ist hier aber nicht signifikant und die Auspragung nimmt mit der
Konzentration nicht zu. Der Befund ,interstitielle Entziindung® ist in dieser Studie aufgrund des Auftretens in den
Kontrollen und der fehlenden Konzentrationsabhangigkeit nicht als adverser Effekt einzustufen. Die von Weber et al.
(2018) bei der unteren und mittleren Konzentration beschriebenen Veranderungen sind nicht als eindeutig advers zu
betrachten, insbesondere aufgrund ihrer Art (regenerativ), ihrer geringen Auspragung und der fehlenden und/oder
geringfugigen Steigerung des Schweregrades. Die vorliegenden Daten sind nicht dazu geeignet, Aussagen tiber mog-
liche Auswirkungen bei einer chronischen Exposition zu machen.

Mit dem Report 02G18002 liegt eine gut dokumentierte, lege artis durchgefiihrte Studie gemafl der OECD-Priifrichtlinie
413 vor (Fraunhofer ITEM 2020). Ein Anstieg des absoluten und relativen Lungengewichtes kann als Erreichen der
maximal tolerierten Dosis gewertet werden. Diese liegt fiir SAS1 (BET 400 m?/g) bei 5 mg/m® und fiir SAS2 (BET
40-50 m?/g) bei 1 mg/m>. Ein statistisch signifikanter Anstieg der PMN in der BALF wird bereits ab 0,5 mg/m? SAS2
fir beide Geschlechter am Tag nach Expositionsende (+1) befundet. Erhohte IL-8 Werte korrespondieren mit den
erhohten PMN und unterstreichen die behandlungsbedingte entziindliche Reaktion der Lunge, die auch histologisch
nachgewiesen wurde. Die histopathologischen Befunde in der Lunge von Tieren, die gegen mittlere (1 mg/m?) und
hohe (5 mg/m? Konzentrationen SAS2 exponiert wurden, zeigten ungewdhnlich lange Erholungszeiten von {iber 52
Wochen. Nur in der niedrigsten Konzentrationsgruppe (0,5 mg/m®) konnte nach einer 12-monatigen Erholungszeit
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keine interstitielle Entziindung mehr nachgewiesen werden. Fiir SAS1 war bei 1 mg/m?® der Anteil der PMN zwar nicht
statistisch signifikant erhoht, aber bei den méannlichen Tieren fast 10-fach so hoch wie bei Kontrolltieren (Tabelle
4), was von der Kommission als advers bewertet wird. In dieser Studie wird fiir den Tag nach Expositionsende (+1)
eine NOAEC von 0,5 mg/m® fiir SAS1-High BET und eine LOAEC von 0,5 mg/m? fiir SAS2-Low BET abgeleitet. Zur
Abschétzung der NAEC fiir SAS2 werden die PMN-Daten von SASI herangezogen: Der Anteil an PMN bei 2,5 mg
SAS1/m? ist dhnlich hoch wie bei 0,5 mg SAS2/m®. Die entsprechende NOAEC betrigt 0,5 mg SAS1/m®. Dasselbe
Verhiltnis LOAEC/NOAEC (5:1) wird auch fiir SAS2 angenommen. Somit wird fiir SAS2 eine NAEC von 0,1 mg/m?
abgeleitet. Berechnungen mit dem MPPD-Modell 3.04 zeigen, dass bei Partikelgrofien ab 2 um MMAD (geometrische
Standardabweichung 2) ein Atemvolumen von ca. 20 1/min zu einer nur halb so hohen prozentualen Deposition im
Tracheobronchial- und Pulmonal-Bereich fithrt wie bei Ruheatmung mit 7,5 I/min. Das heifit, fiir relativ grof3e Partikel
in der A-Fraktion ist die deponierte Masse im unteren Atemtrakt bei Ruheatmung und erhéhter Atmung etwa gleich.
Da SAS am Arbeitsplatz einen sehr grolen MMAD aufweisen (Morfeld et al. 2014), ist davon auszugehen, dass die
A-Fraktion eher aus grofien Partikeln besteht. Das erhohte Atemvolumen des Menschen am Arbeitsplatz im Vergleich
zum Tierexperiment, bei dem die Tiere in Ruhe exponiert werden, muss daher hier nicht beriicksichtigt werden.

Die Konzentration von 0,5 mg/m?* wird als LOAEC fiir die synthetische amorphe Kieselsdure angesehen. Unter
Beriicksichtigung der Extrapolation von LOAEC auf NAEC (1:5, siehe oben), einer subchronischen auf eine chronische
Exposition (1:2) und der Ubertragung von tierexperimentellen Daten auf den Menschen (1:2) wird ein MAK-Wert von
0,02 mg/m?® fiir die alveolengiingige Fraktion abgeleitet.

Spitzenbegrenzung. Der kritische Effekt der synthetischen amorphen Kieselsduren ist die kumulative Wirkung auf
die Lunge. Die alveolengéngige Fraktion wird daher der Spitzenbegrenzungskategorie II zugeordnet. Die alveolare
Clearance verlauft bei den verschiedenen amorphen Kieselsduren unterschiedlich schnell, vor allem pyrogene
Kieselsdure wird schnell aus der Lunge eliminiert (Henschler 1989). Zur Ableitung der Eliminationshalbwertszeit aus
der Lunge liegen jedoch keine verwertbaren Daten vor. Da bei inhalativer Exposition keine akuten Reizwirkungen im
Atemtrakt berichtet wurden und es sich bei den histopathologischen Verdnderungen der Lunge um Langzeiteffekte
handelt, wird ein Uberschreitungsfaktor von 8 festgelegt.

Fruchtschidigende Wirkung. Synthetische amorphe Kieselsaure (NM-200, nano-prazipitiert) verursachte in einer
pranatalen Entwicklungstoxizitatsstudie (Hofmann et al. 2015) und einer Zwei-Generationen-Studie (Wolterbeek
et al. 2015) nach den OECD-Priifrichtlinien 414 bzw. 416 an Wistar-Ratten keine prinatale Entwicklungstoxizitat,
perinatale Toxizitat und Maternaltoxizitit sowie beeintrichtigte sexuelle Reifung nach Gabe per Schlundsonde bis
zur Limitdosis von 1000 mg/kg KG und Tag. Zur toxikokinetischen Ubertragung dieses NOAEL von 1000 mg/kg KG
und Tag in eine Konzentration in der Luft am Arbeitsplatz werden beriicksichtigt: die tagliche Exposition der Tiere im
Vergleich zur fiinftagigen Exposition pro Woche am Arbeitsplatz (7:5) nur bei der Zwei-Generationenstudie, der dem
toxikokinetischen Unterschied zwischen der Ratte und dem Menschen entsprechende speziesspezifische Korrekturwert
(1:4), die angenommene orale Resorption (100 %), das Kérpergewicht (70 kg) und das Atemvolumen (10 m3) des Menschen
sowie die angenommene 100%ige inhalative Resorption. Die in eine Luftkonzentration umgerechneten oralen NOAEL
fiir Entwicklungstoxizitat und perinatale Toxizitit liegen bei 1750 bzw. 2450 mg/m3. Die 87500- bzw. 122 500-fachen
Abstinde der berechneten Luftkonzentrationen zum MAK-Wert von 0,02 mg/m® A sind ausreichend grof. Selbst
wenn die orale Resorption beim Tier abgeschatzt nur 20 % (van der Zande et al. 2014) betragen wiirde, sind die 17 500-
bzw. 24 500-fachen Abstande ausreichend grof3, um Schwangerschaftsgruppe C beizubehalten. Deswegen bleiben die
synthetischen amorphen Kieselsduren weiterhin der Schwangerschaftsgruppe C zugeordnet.

Krebserzeugende Wirkung. Eine krebserzeugende Wirkung fiir den Menschen durch synthetische amorphe
Kieselsaure kann nicht abgeleitet werden. Die nachgewiesenen Tumoren in Rattenlungen einer Zwei-Jahre-Studie
(Ernst et al. 2005; Kolling et al. 2008) sind, in Anbetracht der Mehrfachapplikation sowie der hohen verwendeten
Dosis (30 intratracheale Instillationen von je 0,5 mg amorpher Kieselsdure in zweiwdchigem Abstand) und der
eingeschriankten Anzahl der histopathologischen Befundungen, fiir die Bewertung nur von eingeschrinkter Relevanz.
In dieser Studie wurde nur eine Dosierung verwendet. Der Losungsvorgang der Kieselsdure in der Lunge wurde
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durch die wiederholten Applikationen kompensiert und so eine ldnger anhaltende Beladung der Lungen mit Partikeln
erreicht. Zusétzlich entstand eine hohe Belastung der Lungen mit gelostem SiO,. Ursédchlich fiir die Entstehung der
Tumore ist daher vorrangig die massive Entziindung anzusehen und nicht die eingesetzte amorphe Kieselsdure.
Aus epidemiologischen Studien liegen in diesem Zusammenhang keine belastbaren Daten vor. Insgesamt sind die
vorliegenden Studien nicht geeignet, um eine krebserzeugende Wirkung fiir den Menschen abzuleiten.

Keimzellmutagene Wirkung. Synthetische amorphe Kieselsduren induzieren weder in vitro noch in vivo
Mutationen. In vitro beobachtete DNA-Strangbriiche und Mikronuklei wurden in In-vivo-Studien nicht bestatigt.
Studien an Keimzellen liegen nicht vor. Aus diesen Daten ergibt sich kein Verdacht und es erfolgt keine Einstufung
in eine der Kategorien fiir Keimzellmutagene.

Hautresorption. Esliegen keine validen Studien zur Aufnahme nach dermaler Exposition vor. Bei Applikation von
10 000 mg/kg KG und Tag wurde in alteren Studien keine systemische Aufnahme von Siliciumdioxid bei Kaninchen
nachgewiesen. Mit den Modellen ldsst sich eine maximale Aufnahme von 4 mg unter Standardbedingungen berechnen.
Da die systemische Toxizitat nicht im Vordergrund steht, werden synthetische amorphe Kieselsduren nicht mit ,H®
markiert.

Sensibilisierende Wirkung. Es liegen nach wie vor keine positiven klinischen Befunde oder experimentellen
Untersuchungen zur haut- oder atemwegssensibilisierenden Wirkung von Kieselsduren vor, sodass synthetische
amorphe Kieselsduren weiterhin weder mit ,Sh“ noch mit ,,Sa“ markiert werden.

Anmerkungen

Interessenkonflikte

Die in der Kommission etablierten Regelungen und Mafinahmen zur Vermeidung von Interessenkonflikten (www.dfg.
de/mak/interessenkonflikte) stellen sicher, dass die Inhalte und Schlussfolgerungen der Publikation ausschliefilich
wissenschaftliche Aspekte beriicksichtigen.
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