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Avret, der gik

Det er vist ikke for meget at sige, at aret 2020
har varet et meget anderledes ar. Hjemme-
arbejde, virtuelle mgder, hold afstand og sprit
hander og ikke noget med udenlandsture.

For bladets vedkommende har Corona ogsa
gjort sig geldende. | ar udkommer der to
numre og ikke tre som i de sidste 25 ar.
Arbejdet med Corona har krevet mange
ressourcer, ogsa blandt bidragyderne til det bla
blad.

Men nu er temanummeret om nanomaterialer
her. Et flot nummer, der viser hvor langt
nanoforskningen i Danmark er naet siden den
farste spaede start i begyndelsen af nullerne.
Og vi far historien med.

Ulla Voget, der var leder af Dansk Center for
Nanosikkerhed, giver os den historiske bag-
grund og et overblik over hvor vi star nu.

De gvrige artikler kommer godt rundt om
emnet med bidrag om hjerte-kar-sygdom, kraeft
og reproduktion. En forngjelse at lese.

Nu narmer juleferien sig, og sa bliver der tid
til at leese om nanomaterialer.

Rigtig god jul til forfatterne og til alle jer
leesere.

Hilde Balling
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Nanosikkerhed i Danmark - en historie om rettidig omhu?

Af Ulla Vogel, Det Nationale Forskingscenter for Arbejdsmiljg

Nanoteknologi blev lanceret i starten af
00’erne og var arsag til bekymring over
mulige helbredseffekter. 20 ar senere er vi
blevet meget klogere takket vaeret en mal-
rettet indsats fra forskere, myndigheder og
ikke mindst arbejdsmarkedets parter. Laes
her hvordan.

Nanoteknologi er lidt forsimplet al teknologi,
som er afhaengigt af, at man nu kan se og
manipulere i nano skala malestok, dvs ned til
1/10 000 000 meter.

Nanoteknologi blev i 00’erne lanceret som det
nye vakst- og innovationspotentiale, og bade
DTU, KU og AU satsede pa forskning i nano-
teknologi pa institutterne DTU Nanotech,
Nanoscience og iNANO. Ogsa pa EU niveau
blev der igangsat store innovationsprojekter
som fx Graphene Flagship, som flere danske
universiteter ogsa deltager i. Nanoteknologien
forudsas saledes at kunne skabe grundlag for
ny teknologi og nye produkter, der pa
afgerende vis vil pavirke samfundet inden for
naesten alle omréder: Kommunikation, frem-
stillingsprocesser, nye egenskaber af for-
brugerprodukter (f.eks. nye overfladeegen-
skaber, nye tekstiler mv.), nye muligheder
inden for sundhed (nye typer medicin, nye
behandlingsmuligheder)*. Nanomaterialer ind-
gar nu i mange forskellige typer produkter og
anvendelser.

EU definerer et nanomateriale som fglger: "Et
nanomateriale er et naturligt, tilfeeldigt opstaet
eller fremstillet materiale, der bestar af partik-
ler i ubundet tilstand eller som et aggregat eller
et agglomerat, og hvor mindst 50 % af partik-
lerne i den antalsmassige starrelsesfordeling i
en eller flere eksterne dimensioner ligger i

storrelsesintervallet 1-100 nm’. Ordet ’nano-
materiale’ er dermed en samlebetegnelse for
partikler, fibre, flager mv, hvor mindst en af
dimensionerne er i 1-100 nm.

De nye nanomaterialer, herunder kulstof-
baserede fibre i nanostgrrelse, var dog ogsa
arsag til bekymring over potentielle helbreds-
effekter iser i forbindelse med erhvervsmaessig
udseettelse for nanopartikler og nanomaterialer
(1). Denne bekymring var iser forarsaget af
miljg- og arbejdsmiljgforskning, der viste, at
indanding af partikler fra luftforurening forar-
sager sygelighed og dedelighed (2,3), og ind-
anding af asbest forarsager iser lungekraft og
lungehindekreeft op til 40 ar efter ekspone-
ringen**. Bekymringen var, at nanopartikler i
endnu hgjere grad ville deponeres ned i lungen
ved indanding og have endnu starre effekt per
masse-enhed, fordi de har en stor overflade i
forhold til masse (4).

For at kunne vurdere om udsattelse for nano-
materialer udger et potentielt helbredsproblem
i det ydre miljg og i arbejdsmiljeet har man
brug for viden om hvor farlige nanomaterialer
er, og om man er udsat for dem. | starten vidste
vi meget lidt om farlighed og udbredelse, men
er heldigvis siden blevet klogere.

Indenrigs- og Sundhedsministeriets Miljo-
medicinske Forskningscenter holdt sit farste
temamede om ’Nanotechnology and Health’ i
oktober 2005, hvor professor Hakan Wallin fra
Arbejdsmiljginstituttet  fortalte om dansk
forskning indenfor nanotoksikologi. Siden da
har Miljg og Sundhed jevnligt bragt artikler
om forskellige aspekter af nanosikkerhed (5-
17).

* https://sum.dk/~/media/Filer%20-%20Publikationer i pdf/2007/Nanoteknolog_Sundhed.pdf

**https://www.cancer.dk/hjaelp-viden/fakta-om-kraeft/aarsager-til-kraeft/asbest/
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Er danskerne udsat for nanomaterialer ?

Det har vist sig at veere sveert at afdaekke
danskernes eventuelle udsattelse for nano-
materialer, fordi man i begyndelsen ikke
skelnede mellem om stoffer var pa nanoform
eller som stgrre partikler i diverse registre.
Derudover har der ikke veeret foretaget mange
malinger af kemisk eksponering i arbejds-
miljget i de seneste artier.

Miljgstyrelsen  gennemfgrte i 2012-2015
projektet "Bedre styr pa Nano’* og konklude-
rede, at forbrugernes mulige udsettelse for
tekniske nanomaterialer er begranset, og at
udsattelse for nanomaterialer primart sker i
arbejdsmiljget. Det Nationale Forskingscenter
for Arbejdsmiljg (NFA) har gennem arbejds-
pladsmalinger dokumenteret, at der er ekspo-
nering for nanomaterialer pa danske arbejds-
pladser (18-23). Et telesurvey udfert af
Teknologisk Institut i regi af Dansk Center for
Nanosikkerhed viste, at 20 % af de inter-
viewede virksomheder inden for 13 forskellige
industrielle brancher og forskning og udvikling
rapporterede udsettelse for tekniske og/eller
procesgenererede nanomaterialer**. Meget
tyder derfor pa, at der er udsettelse for bade
tekniske og procesgenererede nanomaterialer
pa danske arbejdspladser.

Er nanomaterialer farlige ?

Mange nanopartikler er farligere at indande
end stgrre partikler med samme kemiske
sammensatning. Det skyldes dels at de i hgjere
grad deponeres i den dybe ende af lungen, dels
at de har en stgrre overflade pr masseenhed og
derfor har en sterre overfladereaktivitet. For
eksempel forarsager indanding af titanium
dioxid nanopartikler lungekraft i rotter ved en
luftkoncentration pa 10 mg/m3, mens starre
titanium dioxid partikler farst forarsager kraeft
i rotter ved en 25 gange hgjere luftkoncentra-
tion (250 mg/m?®) (24-27). Vi ved nu, at ind-
anding af nanomaterialer kan gge risikoen for

bl.a. kreeft, hjerte-kar-sygdom og fibrose (28).
Dette geelder bade tekniske nanomaterialer
som fx kulstofnanorgr og sort og hvid pigment,
0g procesgenerede nanopartikler som f.eks.
dieseludstgdningspartikler og svejsergg. Lees
artiklerne i dette nummer af Miljg og Sundhed
om nanomaterialer og hjerte-kar-sygdom og
kreeft.

WHO’s kraftagentur, IARC, klassificerede
allerede i 2015 en specifik type kulstofnanorar
som  muligvis  kreftfremkaldende  for
mennesker (29). Det tog dermed 25 ar fra den
farste beskrivelse af kulstofnanorer til IARC’s
klassificering. 25 ar kan synes lang tid, men
det er utroligt hurtigt i forhold til klassificering
af andre stoffer som f.eks. dieseludstgdning,
som blev klassificeret som kreeftfremkaldende
af IARC i 2012 (30), mere end 100 ar efter at
dieselmotoren blev opfundet i 1897.

Dansk Center for Nanosikkerhed

Arbejdsmiljgforskningsfonden  bevilgede i
2012 forskningsprojektet Dansk Center for
Nanosikkerhed, som havde til formal at skabe,
indsamle og formidle detaljeret viden om,
hvordan arbejderes helbred pavirkes af ekspo-
neringer for teknisk fremstillede og proces-
genererede nanopartikler og nanomaterialer, og
hvordan helbredsricisi i praksis kan handteres.
Forskningen var fokuseret pa nanomaterialer,
som bliver brugt i meget store mengder i
Danmark, eller som er meget giftige, pa
alvorlige helbredseffekter som kreeft, hjerte-
kar-sygdom og effekter pa fertilitet og foster-
udvikling. Endvidere var fokus rettet mod at
klarleegge de biologiske mekanismer bag de
skadelige effekter og at finde sammenhange
mellem de fysisk-kemiske egenskaber og de
skadelige effekter. Denne viden ger det muligt
at overfare viden fra et nanomateriale til andre
materialer og kan ogsa bruges i innovation til
at designe nye materialer med feerre helbreds-
effekter (safe-by-design).

*https://www2.mst.dk/Udagiv/publikationer/2015/11/978-87-93352-88-9.pdf9)

**
file:///C:/Users/B014837/Downloads/Virksomheders%20udfordringer%2009%20informationsbehov%20i%20forbindelse%20med%20h%C3%A5ndtering%20af%20nanomaterialer%20(1).pdf)
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Figur 1. Videnskabelige aktiviteter og formidling af viden udfert i regi af Dansk Center for Nanosikkerhed.

Grafik: Trine Larsen, NFA.

Figur 1 viser en opgerelse af diverse aktiviteter
i regi af Dansk Center for Nanosikkerhed.

Fra forskning til arbejdsplads

Dansk Center for Nanosikkerhed har genereret
forskning, som er ndet helt ud pa arbejds-
pladserne, godt hjulpet af Den Nationale
Folgegruppe. Dansk Center for Nano-
sikkerheds Nationale Fglgegruppe omfattede
repreesentanter fra Arbejdstilsynet, Miljg-
styrelsen, arbejdsmarkedets parter (DA, DI, FH
og 3F) samt BAT Kartellet og CO Industri, og
de repraesenterede dermed de vigtigste
interessenter i forhold til arbejdsmiljget.

Medlemmerne af Den Nationale Fglgegruppe
medvirkede til, at viden fra Dansk Center for
Nanosikkerhed blev implementeret til gavn for
danske arbejdspladser. Viden genereret og
hjemtaget af Dansk Center for Nanosikkerhed

blev brugt i Arbejdstilsynets vejledning til
virksomheder, der arbejder med teknisk frem-
stillede nanomaterialer (At-vejledning 9.3.1).

Den Nationale Falgegruppe spillede en
afgerende rolle i at Arbejdsmiljgradet tog
’Nanomaterialer og Arbejdsmiljg’ op som et
indsatsomrade. Arbejdsmiljeradet udarbejdede
en reekke anbefalinger til sikker handtering af
nanomaterialer pa arbejdspladsen
(www.amr.dk/nano.aspx) som beskaftigelses-
ministeren tiltradte, og som efterfalgende blev
realiseret. En af anbefalingerne var, at
Produktregisteret blev @ndret (ved lov),
saledes at man nu skal registrere, om produkter
i Produktregisteret indeholder nanomaterialer.
En anden vigtig anbefaling var at lave graense-
veerdier i arbejdsmiljget for 3 specifikke nano-
materialer.
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En anden stor udfordring er at finde ud af, om
et materiale er et nanomateriale, fordi der
mangler internationalt anderkendte standardi-
serede metoder til at karakterisere nano-
materialer. Forskere fra Dansk Center for
Nanosikkerhed indgar i OECD og 1SO arbejde
med at udvikle og validere standardmetoder til
karakterisering af nanomaterialer til gavn for
industri og forbrugere.

Dansk Center for Nanosikkerhed har forsket i
kreftfremkaldende effekter af nanomaterialer,
som enten er meget giftige (kulstofnanorar),
bruges i meget store maengder (sort og hvid
pigment, carbon black og titanium dioxid) eller
forekommer som procesgenererede nano-
partikler (dieseludstedningspartikler og fly-
emissionspartikler) (31-41). Denne viden ind-
gar bl.a. i den dokumentation for helbreds-
baserede greenseverdier for 3 tekniske nano-
materialer (titaniumdioxid, carbon black nano-
partikler, og kulstofnanorgr) og dieseludstad-
ningspartikler, som NFA har udarbejdet efter
anmodning fra Arbejdstilsynet. Dokumenta-
tionen for de 4 helbredsbaserede granse-
veerdier ligger offentligt tilgengeligt pa
Folketingets hjemmeside*. De helbredsbase-
rede greenseverdier indgar sammen med socio-
gkonomiske hensyn i Arbejdsmiljgradets
Regeludvalgs forhandlinger om de nye graense-
veerdier. Nye graenseveerdier i arbejdsmiljoet
udstedes af beskeftigelsesministeren.

Forskere fra Dansk Center for Nanosikkerhed
lavede et biomoniteringsstudie af helbreds-
effekten af at kere med diseldrevne tog i for-
hold til at kegre med eldrevne tog, som
beskrevet tidligere i Miljg og Sundhed
(5,38,39). Efterfalgende besluttede DSB at
fremrykke udskiftning af ME-tog**.

Forskere fra Dansk Center for Nanosikkerhed
undersggte farligheden af lufthavnsemissioner
i dyremodeller (6,40) og viste, at lufthavnspar-
tikler har sammelignelige fysisk-kemiske egen-
skaber og helbredseffekter med dieseludsted-

ningspartikler. Efter offentliggarelse af studiet
har CPH Lufthavn iveerksat en rekke
initiativer  for  yderligere  reduktion  af
eksponering af lufthavnsansatte.

Fokus pa partikler og stgv

Dansk Center for Nanosikkerhed blev afsluttet
med udgangen af 2019. Vores vigtigste fund
var, at indanding af bade tekniske og proces-
genererede nanomaterialer udger en potentiel
helbredsrisiko i arbejdsmiljget, og at de poten-
tielle helbredsskadende effekter af indanding
af partikler ogsa geelder starre partikler. Toksi-
kologisk er der ingen forskel pa nanopartikler
og de partikler, der er lidt starre. Der er derfor
behov for at forebygge udsattelse for stgv og
partikler, bade i arbejdsmiljeet og i det ydre
miljg.

Yderligere oplysninger:
Ulla Vogel ubv@nfa.dk
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Nanopartikler i1 arbejdsmiljget - en risiko for
reproduktion og fosterudvikling?

Af Karin Sgrig Hougaard**?, Astrid Skovmand®?, Signe Schmidt Kjglner Hansen?, Poul Bo

Larsen®, Sandra Goericke-Pesch* og Ulla Vogel*®

Indanding af partikler i arbejdsmiljget gger
risikoen for en raekke kroniske sygdomme.
De seneste 10 ars forskning i dyremodeller
har vist os, at indanding af partikler kan
pavirke ogsa fertilitet og fosterudvikling.
Der er dog store huller i viden pa omradet,
iseer mangler der studier med inhalation og
af hunlig fertilitet. Det ger det vanskeligt at
vurdere om udsettelse for partikler i
arbejdsmiljget kan pavirke reproduktion.

Nanoteknologi er et felt i rivende udvikling, og
der udvikles nanomaterialer i tusindvis. Frie
partikler udger det stgrste problem, og de
findes hovedsagligt i forbindelse med produk-
tion af de produkter, som indeholder nano-
materialerne. Vi har ingen sikker viden om
udbredelse af nanomaterialer i dansk pro-
duktion. Fra arbejdspladsmalinger ved vi dog,
at der handteres nanomaterialer pa danske
arbejdspladser, og at danske arbejdstagere
eksponeres for nanomaterialer.

EUs Observatorium for Nanomaterialer
(EUON/ECHA) har for nylig udgivet rappor-
ten “A critical review of studies on the
reproductive and developmental toxicity of
nanomaterials” (1), hvor medarbejdere fra
DHI, Afdeling for Miljg og Toksikologi og Det
Nationale Forskningscenter for Arbejdsmiljg
(NFA) gennemgik den eksisterende viden fra

! Nationale Forskningscenter for Arbejdsmiljg.

2 Institut for Folkesundhed, Kgbenhavns
Universitet.

3 Afdeling for Miljg og Toksikologi, DHI.

4 Reproductive Unit of the Clinics, Clinic for Small
Animals, University of Veterinary Medicine,
Hannover.

5 DTU Nanotech, Danmarks Tekniske Universitet.

studier, der har testet tekniske nanomaterialer
for deres potentielt skadelige effekter pa fertili-
tet og fosterudvikling.

Rapporten udferte en omhyggelig litteratur-
sggning, men identificerede ikke studier i
mennesker. Der blev i alt identificeret 111
studier i mus og rotter og af 19 forskellige
nanomaterialer om sammenhangen mellem
udsettelse for nanopartikler og effekter pa
fertilitet og fosterudvikling. Langt de fleste
studier eksponerede dyrene for nanopartikler
via kosten. Halvdelen af studierne omhandlede
nanotitaniumdioxid og nanosglv, og ca. en
tredjedel undersggte nanozinkoxid, nano-
siliciumoxid og kulstofbaserede nanomate-
rialer. Kun fa studier eksponerede dyrene via
inhalation, som er den mest relevante ekspone-
ringsvej i arbejdsmiljget. Der var stort set
ingen studier af hunlig fertilitet.

Studierne benyttede en rakke forskellige for-
sggsdesign, eksponeringsmetoder, og effekt-
mal, og ofte var der kun fa studier af de enkelte
nanomaterialer. Kun sjeldent er de samme
effektparametre undersggt for den samme
partikel i flere uafhangige studier. Det gor det
vanskeligt at drage konklusioner.

Dansk Center for Nanosikkerhed pa NFA har
bidraget med en raekke af de studier, der indgik
i rapporten. | flere tilfeelde har vi haft mulighed
for at undersgge den samme partikel for dens
effekt i flere uafhaengige studier. Gennem disse
studier gar vi teettere pa nanopartikler, hvordan
de kan tenkes at pavirke graviditet, foster-
udvikling og fertilitet, og pa de mulige effek-
ter.
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Effekter af nanopartikler pa graviditet og
fosterudvikling

Der er endnu ikke udfert epidemiologiske
studier af pavirkning af graviditet efter
udsattelse for tekniske nanopartikler (1).
Noget viden findes dog fra epidemiologiske
studier, der har fokuseret pa utilsigtet ekspone-
ring for luftforurening genereret fra trafik og
industri, og som for en stor dels vedkom-
mende bestar af partikler.

Epidemiologiske studier

Der er bedst evidens for en sammenheang
mellem udseettelse for luftforurening og visse
negative graviditetsudfald, fx lav fadselsvagt,
nedsat vaekst af fosteret under graviditeten
samt svangerskabsforgiftning (preeeklampsi)
(2,3). Der genereres imidlertid nye data hele
tiden, og noget tyder pa, at luftforurening ogsa
er associeret til gget risiko for dedfgdsel (4) og
luftvejssygdomme (5) samt til nervesystemets
udvikling og funktion. | en raekke studier
udviste bgrn fgdt af medre, som igennem
graviditeten blev eksponeret for trafikrelateret
eller industriel luftforurening, saledes forringet
motorisk eller kognitiv funktion (6,7). For
nylig identificerede et epidemiologisk studie
kulpartikler i fostrets del af moderkagen hos
gravide kvinder. Jo hgjere kvinderne var
eksponeret for partikuleer luftforurening, desto
starre var koncentrationen af partikler i
moderkagen (8). Det er imidlertid vanskeligt
direkte at forbinde eksponering for luft-
forurening med negative reproduktionsudfald i
mennesker, idet mange andre faktorer ogsa
indvirker pa fostrets og barnets udvikling
(sociale forhold, ernering, rygning). Det er
ogsa vanskeligt at adskille effekter af pranatal
0g postnatal eksponering for luftforurening.
Sidst, men ikke mindst, sa bestar luftforurening
af mange forskellige komponenter (fx store og
sma partikler, nitrgse gasser, polyaromatiske
hydrokarboner (PAHer), metaller m.v.) og
forekommer ofte sammen med trafikstgj, og
det kan i den statistiske analyse veere sveert at
identificere hvilke(n) komponent(er), der for-
arsagede de observerede effekter.

Hvordan kan nanopartikler pavirke
graviditet og fosterudvikling?

Reproduktion er en kompliceret biologisk
proces. Fgrst dannes &g- og sadceller i hver
sin organisme og smelter sammen i zygoten,
som deler sig i milliarder af celler, der organi-
serer sig i en kompleks matrix af forskellige
celletyper i organer — i samspil med den
gravide kvindes fysiologi. Denne udviklings-
proces betyder, at eksponering for partikler kan
forstyrre reproduktion forskelligt, alt efter
hvornar den finder sted. Partikler kan teenkes at
pavirke fostrets udvikling pa to fundamentalt
forskellige mader, direkte eller indirekte (eller
som en kombination af de to).

Direkte pavirkning

Hvis partikler skal pavirke fostrets udvikling
direkte, forudseetter det, at nanopartikler passe-
rer fra moderens blod, over moderkagen, til
fostret, sa partiklerne kan interagere direkte
med fostrets veev. Nanopartikler har ofte en hgj
overfladeaktivitet. Heraf falger en tilbgjelighed
til at inducere inflammation og generere reak-
tive iltmolekyler (ROS), der kan skade celler-
nes molekyler og dermed funktion. Resultater
fra in vitro studier viser, at en raekke for-
skellige nanomaterialer kan pavirke fosterveev
direkte (9,10). En raekke forskellige nanopar-
tikler har vist sig i stand til at krydse
biologiske barrierer, fx fra lunge til blod, over
mave-tarmkanalens barriere samt over moder-
kagen. Partiklers passage af moderkagen
afhaenger bl.a. af 1) partikelstgrrelse, koncen-
tration og overflade; 2) moderens ekspone-
ringsvej og eksponeringens varighed; og 3)
tidspunktet i graviditeten (11). Passagen af
partikler er dog ofte relativt begreenset. Har
moderen indandet nanopartikler, sa skal partik-
lerne endda passere over to barrierer, fgr de nar
frem til fostret: farst lungens barriere og der-
efter moderkagens. Baseret pa den viden, vi
har i dag, er direkte pavirkning af fostrets veev
derfor absolut plausibel.
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Tabel 1. Oversigt over musestudier af eksponering i dreegtighedsperioden og effekter i afkommet udfert under
Dansk Center for Nanosikkerhed. Gra farve indikerer at der ikke var effekt og red farve, at der var effekt af
eksponeringen. (-) Ikke undersggt *Eksponering ved intratrakeal instillation.

Effekt pd organsystem i afkom

Geno- .
) Nerve- Hanlig Immun-
toksi- - . Refe-
. system fertilitet funktion
citet rencer

Eksponering
. Dage i 7“1::?":_&' Drzegtighed
Nano-. Niveau draegtig inflagm- eller
material hed . laktation
mation
Titanium- 8-18
3
dioxid Np | Y2 MMM g
Flerveeg- 1*67 ug 0*
gede
kulstof- 1%67 g 0*
nanorgr
Diesel- 7-19
3

partikler 18 mg/m (1 time)

42 mg/m3 18__18
Carbon (1 time)

7,10,

black NP 4%67 ug 15.18*
(Printex 90) | 5 mg/m? 4-18

34 mg/m3 (0,75 time)

Mangler

- - 28-29
publicering

Indirekte pavirkning

Ved indirekte pavirkning er konceptet, at nano-
partikler interfererer med fostrets udvikling
uden direkte kontakt med fostrets veev. Nar
partikler indandes, vil en vis andel deponeres
dybt i lungen. Her kan de fremkalde oksidativt
stress og inflammation med efterfglgende fri-
givelse af inflammatoriske signalstoffer til
blodet, fx cytokiner. Hvis signalstofferne nar
frem til moderkagen og/eller fostret, kan disse
meget bioaktive molekyler potentielt pavirke
funktion og udvikling. Det er i flere studier
observeret, at celler i moderkagen optager
nanopartikler fra blodet. I moderkagen kan
partiklerne inducere inflammation og generere
reaktive iltmolekyler (ROS), og derved kom-
promittere moderkagens funktion og dermed
fostrets udvikling (12). En reekke studier har
faktisk vist, at dannelsen af blodkar i moder-
kage kan blive pavirket af nanopartikler af
titaniumdioxid (1).

Sidst kan man forestille sig, at kemiske stoffer
kan dissociere fra selve partikelmaterialet (fx
sglv), eller fra overfladebehandling eller
forureninger af partiklerne, og kan pavirke
eller passere moderkagen og pa den made
indvirke pa fostrets udvikling (10).

Dyrestudier af effekter af nanopartikler pa
graviditet og afkommets udvikling

Rapporten A critical review of studies on the
reproductive and developmental toxicity of
nanomaterials” opsummerer en rekke studier
af nanopartiklers effekt pa draegtighed og
afkommets udvikling. Dansk Center for
Nanosikkerhed pa NFA har bidraget med en
reekke af studierne af afkommets sedkvalitet,
nervesystem og immunsystem. | flere tilfeelde
har vi haft mulighed for at gentage studier med
den samme partikel for det samme effektmal.
Studierne er opsummeret i tabel 1 med hensyn
til partikeltype, eksponeringsvej og -niveau,
samt de undersggte organsystemer.
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Vi har undersggt nanopartikler af titanium-
dioxid og kulstof, flerveeggede kulstofhanorer,
carbon black-partikler, der ofte bruges som
model for kulpartikler i forurenet luft, og par-
tikler fra dieseludstedning. Carbon black har
nemlig et minimalt indhold af andre kemiske
stoffer, mens partikler i forurenet luft inde-
holder vaesentligt flere stoffer, herunder poly-
aromatiske hydrocarboner (PAHer). Kulstof-
nanorgr blev i begge studier indgivet via instil-
lation én dag fer parring. Vi brugte primart
inhalation for titaniumdioxid, carbon black og
dieselpartiklerne. Musene blev eksponeret for
nanopartikler i en mangde, der nogenlunde
svarer til de danske graenseveardier for arbejds-
miljget. Vi undersggte stort set altid, om
eksponeringen inducerede lungeinflammation i
de dreegtige mus. Det gjorde den i langt de
fleste tilfelde, ligesom vi kunne se, at
partiklerne blev leenge i musenes lunger.

Dreegtighedsparametre og genekspression

Vi undersggte altid for pavirkning af dreegtig-
hed, men ingen af partiklerne pavirkede for-
lgbet af draegtigheds- og dieperioden, hun-
musens vegt, draegtighedsperiodens laengde,
kuldets starrelse eller ungernes fadselsveegt og
veekst i dieperioden — bortset fra dieselpar-
tikler. Her vejede ungerne en anelse mindre
ved fadslen (ikke-signifikant), men i lgbet af
laktationsperioden tog unger i dieselgruppen
mindre pa end i kontrolgruppen, sa de vejede
signifikant mindre ved fravaenning (ca. 10 %)
(22). Pavirkning af ungeveegt er ogsa set i
andre studier af dieselpartikler, men sjeldent i
inhalationsstudier af ikke-oplgselige nanopar-
tikler. Vi spekulerer derfor pa, om pavirkning
af afkommets vaekst skyldes associerede kemi-
kalier i dieselpartiklerne, fx PAHer (10,22).

Vi havde ogsa mulighed for at kortlegge gen-
ekspression i leverveev fra 2 dage gammelt
afkom efter eksponering for titaniumdioxid- og
carbon black partikler i draegtighedsperioden.
Afkommets genekspression var pavirket af
moderens lungeeksponering for nanopartikler.
Overordnet set var der stgrre effekt af
moderens eksponering for carbon black end for
titaniumdioxid. Dette kan dog ogsa skyldes

forskelle i eksponeringsvej (hhv. inhalation og
instillation). Genekspressionen var desuden
mere pavirket af moderens eksponering i det
hunlige end det hanlige afkom (15,27).

Effekter pa hanlig reproduktion i afkommet

Vi undersggte, om mors eksponering for alle
partikeltyper pavirkede produktionen af sed
hos afkommet ved bl.a. brug af metoden
”Daily sperm production” (14).

Studier af nogle af disse partikler fandt tegn
pa, at sedproduktionen var lavere hos kens-
modne hanner, hvis mgdrene var blevet
eksponeret for partikler. Det var fx tilfeeldet for
titaniumdioxid (p=0.057) og partikler fra
dieseludstgdning (22,30).

For kulpartiklen carbon black var sedproduk-
tionen ikke nedsat i afkommet fra de ekspone-
rede hunner. Det var den imidlertid i naste
generation, altsd “bernebernene” (F2-genera-
tionen). Ydermere var sedkvaliteten kun ned-
sat hos de bgrnebgrn, hvis F1-feedre var blevet
eksponeret, mens de 1a i livmoderen. Bgrne-
bgrn, hvis F1-mor var blevet eksponeret som
foster, viste ingen &ndring i forhold til kontrol-
bgrnebarn (14). | mennesker er der evidens for,
at mors rygning kan pavirke saedkvalitet hos
deres bgrn (31). Vi var derfor meget
interesserede i at folge disse resultater op i et
inhalationsforsgg, da det oprindelige forsag
havde benyttet instillation. | det nye studie
indandede hunmusene carbon black (Printex
90) i 45 minutter hver dag, fra fgr implantation
af det befrugtede &g til kort for fadsel. Kon-
centrationen af carbon black svarede til at
musene blev udsat for nanopartikler i hhv. 1
eller 8 timer ved den danske graenseveerdi for
arbejdsmiljget, der er 3,5 mg/mé For at
afdekke mulige effekter i fremtidige genera-
tioner blev de voksne hanner fra kuldet parret
med ueksponerede hunmus. Deres unger fik
lov at vokse op og blive kensmodne, og sa blev
proceduren gentaget til vi havde i alt fire
generationer. For det hunlige afkom blev der
kun fremavlet til F2-generationen (figur 1).
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Afkom fra dreegtige hunmus, der indéndede kulstofnanopartikler,

havde uforandret scedkvalitet 4 generationer frem.

—
—

2_generation
3. generation

—

4. generation

Musemor

1. generation - eksponeret i fosterstadiet

Figur 1. Design af studie, hvor dregtige mus indandede carbon black partikler, hvorefter hanlig reproduktion
blev undersggt i fire generationer af unger (11l: Trine Larsen, NFA).

Hos det hanlige afkom malte vi en rakke
parametre med betydning for reproduktion:
daglig seedproduktion, hvor hurtigt seedcellerne
bevaegede sig og om de sa normale ud, blodets
indhold af det mandlige kenshormon testoste-
ron, hvor lang tid der gik, far hanmusene
gjorde hunmusene draegtige, og hvor mange
unger de fik i hvert kuld. Da resultaterne blev
gjort op, var der ingen tegn pa, at madrenes
indanding havde pavirket reproduktive para-
metre hos sennerne” eller i de efterfolgende
generationer (28).

Flervaeeggede kulstofnanorgr blev undersggt i et
studie med et lidt anderledes design. Muse-
mgdrene blev nemlig instilleret med en enkelt
dosis af kulstofrarene, dagen F@R de blev sat
sammen med en kgnsmoden han. Hos parrets
hanlige afkom blev der ikke fundet effekt af
eksponeringen, selvom partiklerne ma have
induceret inflammation i hunnernes lunger
under dreegtighedsperioden (17).

Effekten af moderens udsattelse for nano-
partikler for afkommets sedkvalitet er under-
segt i fa andre studier fra andre forskergrupper.
Bade intratrakeal instillation af carbon black
0og subkutan injektion af titaniumdioxid af
dreegtige mus er vist at pavirke sedkvaliteten i
det hanlige F1-afkom. Nogle eksperimentelle
studier af dieseludstedning observerer ogsa
effekter pa afkommets saedproduktion, som
maske kan skyldes partikelfraktionen. 1 sidst-
nevnte studier er det imidlertid sveert at
adskille effekterne af luftens indhold af partik-
ler fra andre kemikalier og gasser (reviewet i
(10,32)).

Sammenholdes vores resultater med andre
forskeres er der noget, der tyder pa, at mors
udsettelse for partikler kan pavirke saedpro-
duktionen hos det hanlige afkom. Resultaterne
fra generationsstudiet af carbon black er imid-
lertid beroligende, fordi det ikke observerede
effekter pa afkommet ved den galdende
greenseveerdi for kulstofpartikler. Vi kunne
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ikke reproducere fundene fra instillations-
studiet, nar madrene inhalerede kulpartiklerne.
Studiet viser derfor, hvor vigtigt det er at
gentage studier, sa det kan undersgges, hvor
robuste resultaterne er.

Effekter pa afkommets hjerne

Resultater fra flere af studierne i tabel 1 indike-
rer, at musemgdres indanding af nanopartikler
i dreegtighedsperioden maske kan pavirke hjer-
nens udvikling. P& NFA har vi undersggt flere
typer af nanopartikler. Musemgdres indanding
af titaniumdioxid var associeret med andret
adfeerd i acoustic startle testen, hvor hunnerne
udviste hgjere preepulsinhibering (et mal for
hvordan man reagerer pa et uventet stimulus),
mens begge ken udviste en slags agorafobi
(angst for dbne rum) i open field testen (30).
Hunligt afkom, hvis moder indandede
dieselpartikler i draegtigheden, var bedre til at
finde platformen i adfeerdstesten Morris water
maze (i spatial reversal learning task) og
udviste tendens til gget aktivitet i Open field
testen (p<0,1) (22). Vi har desveerre kun udfert
ét studie med hver partikeltype. Nogle studier
fra andre forskergrupper har dog ogsa
observeret @ndret adferd i afkommet efter
preenatal eksponering for disse partikler (1,32).

Carbon black er den partikeltype, der er bedst
undersggt, og hvor en raekke studier genfinder
effekter pa samme effektmal. | vores studie af
carbon black, hvor musemegdre blev instilleret
med carbon black partikler fire gange i dreeg-
tighedsperioden, sa vi mindre @ndringer i
hunnernes adferd i open field testen (26). |
forbindelse med generationsstudiet (figur 1) fik
vi imidlertid mulighed for at se nermere pa
afkommets adfeerd og hjerne (29). Unger fra
dreegtige mus, der indandede carbon black
nanopartikler, udviste bl.a. tydelige omrader,
hvor niveauet af proteinet glial-fibrillary-
acidic-protein (GFAP) var forgget, iseer i astro-
cytter (reaktiv astrogliose). Unger fra carbon
black-mgdre havde desuden et lavere niveau af
proteinet parvalbumin i hjernens interneuroner,
og antallet af parvalbumin positive inter-
neuroner var reduceret. | open field testen
udviste det hunlige afkom gget aktivitet, og

iseer hannerne var mere aktive i den centrale
zone. Museunger, som var udsat for carbon
black i fosterlivet, viste altsa tegn pa langvarig
pavirkning af centralnervesystemet (29).

Japanske forskere har tidligere undersggt
effekten af carbon black pa hjernens udvikling
i en reekke studier, hvor de gentagne gange har
gjort de samme observationer som i studiet
ovenfor (1,29). | disse studier blev de draegtige
mus dog eksponeret via instillation. Resul-
taterne fra studiet ovenfor viser altsa, at ogsa
eksponering via inhalation, som minder mere
om forholdene i arbejdsmiljget, kan inducere
disse skader. Reaktiv astrogliose er blandt
andet kendt fra patienter med demens og
beskadiget hjernevaev, fx efter en blodprop —
og andre af resultaterne minder om det, man
ser i dyremodeller for visse udviklingssyg-
domme i hjernen, fx skizofreni. Resultaterne er
bekymrende, fordi de samme effekter er
observeret i en hel raekke studier og de kan
induceres ved eksponering ved inhalation ved
et niveau, der svarer til de danske greense-
veerdier.

Effekter pa afkommets immunsystem

Nanopartikler er gode til at aktivere immun-
systemet, saledes observerede vi signifikant
lungeinflammation i stort set alle studierne i
tabel 1. Man kunne umiddelbart tenke, at
immunaktivering hos den gravide organisme
kunne pavirke udviklingen af fostrets immun-
system. Denne potentielle sammenhang er
imidlertid kun undersggt ganske sporadisk.

Dansk Center for Nanosikkerhed havde mulig-
hed for at undersgge, om moderens udsettelse
for kulstofnanorgr dagen fgr hun blev sat
sammen med en kansmoden han kunne pavirke
afkommets immunsystem (19). Da ungerne
blev &ldre undersggte vi deres tolerance og
allergiske respons, ved at udsatte musene for
ovalbumin, der er et protein fra &g, som kan
give allergi. Resultaterne fra undersggelsen
viste, at produktionen af specifikke antistoffer
(1gG1) var undertrykt hos unger fra hunmus,
som havde veret udsat for kulstofnanorer,
mens de var dragtige.
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Studiet blev gentaget i to uafhaengige replika-
tioner og i afkom med forskellig aldre. Resul-
taterne virker derfor til at veere meget robuste.
Fostrets immunsystem kan altsa veere falsomt
for mors udseettelse for partikler under gravidi-
teten, men vidensgrundlaget er endnu meget
begranset pa dette omrade.

Opsummering og konklusion

Samlet set er der en raekke indikationer pa, at
prenatal udseettelse for forskellige typer uop-
lgselige nanopartikler kan pavirke afkommets
udvikling, herunder hjernen, immunsystemet
og hanlig reproduktion. De fleste studier af
nanopartikler og fosterudvikling benytter for-
skellige forsggsdesign. Kun sjeldent er de
samme effektparametre undersggt for den
samme partikel i flere uafhangige studier. Det
ger det vanskeligt at drage konklusioner.

| Dansk Center for Nanosikkerhed har vi haft
mulighed for at undersgge samme effektmal
for den samme partikel i flere uafhangige
studier. | nogle tilfelde har vi bekreftet tid-
ligere fund. Det geelder fx pranatal udseattelse
for flervaeggede kulstofnanorgr og pavirkning
af immunsystemets udvikling, og preenatal
udsettelse for carbon black og effekter pa
ungernes hjerne. | andre tilfaelde kunne vi ikke
genfinde de samme resultater, nar vi (naesten)
gentog studierne. Det var fx tilfeeldet for pree-
natal eksponering for carbon black og hanlig
seedproduktion, og faktisk ogsa for genotoksi-
citet i afkommet (som ikke er beskrevet
naermere i denne artikel) (24). For genotoksici-
tet har vi dog veev liggende, sa vi kan sgge at
afkreefte eller bekrefte vores tidligere fund,
men dette studie afventer publikation.

Effekter af nanopartikler pa reproduktion
hos voksne hanner

Der er endnu ikke udfgrt studier af tekniske
nanopartikler i arbejdsmiljget og pavirkning af
reproduktion hos arbejdstagere. Nogen viden
findes dog fra erhverv og eksponeringer, der er
karakteriseret ved hgj udsettelse for partikler i
nanostarrelse. Der er desuden udfert en reekke
eksperimentelle studier i dyremodeller.

Resultater fra epidemiologiske studier

| flere erhverv kan der veere hgj udsettelse for
stgv og partikler. 1 1988 viste et dansk studie,
at stalsvejsere havde nedsat sadkvalitet
(33,34). Senere studier viste, at ogsa svejsning
pa sort jern var relateret til nedsat seedkvalitet
(35), og at ufrivillig barnlgshed var hyppigere
blandt disse svejsere (36), som ogsa fik faerre
bgrn, alt andet lige (37). Lignende resultater er
fundet i et indisk studie (38). Ikke alle studier
af svejsere har dog kunnet bekrafte, at svejs-
ning kan pavirke mandlig fertilitet (33,39,40).
Rygning er en anden partikeltung eksponering,
der nedsatter saedkvaliteten hos mennesker
(41). 1 ét studie var mandlige svejsere lengere
tid om at opna graviditet, men kun nar de sam-
tidig var rygere (40). Her kunne den samlede
hgjere partikeludseettelse ved samtidig svejs-
ning og rygning tenkes at “drive” effekten.
Sidst men ikke mindst er der ogsa epidemio-
logiske studier, der tyder pa, at luftforurening
kan interferere med mandlig reproduktion (42).

Hvordan kan nanopartikler pavirke
sedkvalitet?

Det er ikke klart, hvordan partikler kan pavirke
sedkvalitet, men bade indirekte og direkte
mekanismer er blevet foresldet. Figur 2
opridser mulige mekanismer.

Viden fra eksperimentelle studier

En raekke tekniske nanomaterialer er blevet
undersggt for effekt pa hanlig reproduktion
efter eksponering via luftvejene. Det galder fx
nanopartikler af jern-, titanium-, silicium- og
grafenoxid samt kulpartiklen carbon black.
Eksponeringen foregik primert ved at partik-
lerne blev pustet direkte ned i musenes lunger
ved intratrakeal instillation (1,44). Eksponering
for siliciumoxid og carbon black er begge vist
at pavirke parametre med relevans for hanlig
reproduktion i dyremodeller.

Effekter af kulpartikler pa hanlig
reproduktion

Carbon black er undersggt i flere studier, der
dog far helt forskellige resultater. Et af stu-
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Figur 2. Mulige mekanismer for pavirkning af hanlig reproduktion.

Nanopartikler kan sandsynligvis pavirke seedkvalitet bade direkte og indirekte. Indirekte effekter: Nar partikler
indandes og deponeres i lungerne, begynder immunforsvaret at nedkeempe og fjerne partiklerne, og det udlgser
en reekke alarmsignaler. Alarmsystemet er dog et tveaegget sveerd, fordi signalmolekylerne — fx cytokiner — kan
hensztte kroppen i en tilstand af kronisk inflammation. Cytokiner er afgerende for normal testikelfunktion,
dannelse af saedceller og syntese af hormoner. Opregulering af cytokinniveauet i blod og testikler kan derfor
forstyrre testikelfunktionen og produktion af seedceller og keanshormoner (a). Inflammatoriske mediatorer kan
ogsa forstyrre reguleringen af den hypothalamisk-hypofyseale-gonadale akse (HPG-aksen) og det hormonelle
miljg og pa den made pavirke spermatogenesen (b). Barrieren mellem blod og testes reguleres ogsa af hormoner
og cytokiner, sa forstyrres ligevaegten, kan denne barriere svaekkes, sa nanopartikler lettere treenger ind i det
sedproducerende vav (c). Direkte effekter: Nanopartikler kan vandre fra lungerne over i blodbanen, hvorfra de
kan blive transporteret til og maske akkumulere i testiklerne. Det er i hvert tilfelde vist i mus, at inhalerede
nanopartikler kan finde wvej til testiklerne (43). Her kan de potentielt inducere inflammation, en
betzendelseslignende tilstand og generere reaktive oxygen species (d), og det er bade sadceller og de
sedproducerende veev sarbare for. Visse metal- og metaloxidpartikler er desuden delvist oplgselige og kan
maske @ge niveauet af metal i blod og reproduktionsorganer, og pa den méade pavirke hanlig reproduktion. (figur
og tekst er taget fra (44)).
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dierne blev udfaert i af forskere pa NFA under
Dansk Center for Nanosikkerhed. | forsgget
undersggte vi effekten af flere typer og sterrel-
ser af kulpartikler, hvor grupper af voksne af
hanmus blev eksponeret for hver sin type
nanopartikel:

o Grafenoxid - bruges fx i elektronik

e Flammruss 101 - et sort pigment (farvestof)
fx i tryksveerte og maling

e Printex 90 - et sort pigment fX i tryksveerte
og maling

e SRM1650b - en partikel fra diesel-
udstgdning opsamlet fra en lastvognsmotor

Musene blev eksponeret en gang om ugen i 7
uger via intratrakeal instillation, for 0,1
mg/mus (dog 0,02 mg for grafenoxid).
Perioden daekker en hel cyklus for dannelse af
seedceller i mus. Det svarer stort set til, at
musene tilbragte 8 timer om dagen, 5 dage om
ugen ved den danske graensevardi i arbejds-
miljget (3,5 mg/m®). Musene blev aflivet efter
8 uger og en rekke parametre, som forteller
noget om hanlig fertilitet, blev undersggt
(vaegte af testikler og bitestikler, antal seed-
celler, sedcellernes beveegelighed, om sed-
cellerne sa normale ud, samt blodets indhold af
det mandlige kegnshormon testosteron). Hos
mus tager produktionen af sadceller 6-7 uger,
sa eksponeringen dakkede altsa en hel cyklus
for dannelse af sedceller. Da resultaterne blev
gjort op, var der ingen forskelle i seedkvaliteten
hos mus, der havde faet nanopartikler ned i
lungerne, og mus, som blot havde faet en
smule vand i lungerne eller slet ikke var blevet
behandlet (45).

Et japansk studie fra 2009 viste noget helt
andet. Ogsa her blev partiklerne instilleret i
lungerne pa voksne hanmus, dog en gang
ugentligt i 10 uger, ogsa for 0,1 mg/mus.
Eksponeringen deaekkede altsa rigeligt en hel
cyklus for dannelse af sedceller. De ekspone-
rede hanner producerede veesentligt feerre
sedceller og havde skader i testikelveevet. Det
gjorde ingen forskel for seedproduktionen, om
partiklerne var 14 nm (Printex 90), 56 nm eller
96 nm (Flammruss 101) i diameter (46).

Hvordan kan vi forklare, at to nasten helt ens
studier viser sa forskellige resultater? Maske er
forklaringen, at studierne alligevel ikke er helt
ens, nar man gar dem grundigt igennem.
Studierne bruger fx forskellige musestammer
(NMRI vs. ICR), antal instillationer (Syv vs. ti
instillationer), tidspunkt for aflivning (6-8 dage
efter den sidste instillation vs. 24 time efter),
og som forberedelse til instillation blev partik-
lerne opslemmet i forskellig type veeske (nano-
pure vand vs. saltvand med 0.05 % Tween 80).
Iseer det sidste kan have haft betydning. Tween
indeholder molekyler, der er bade lipo- og
hydrofile, og er vist at gge permeabiliteten af
membraner, sa maske har Tween gget biotil-
gengeligheden af kulpartiklerne i testiklerne
(45,46).

Resultaterne fra NFA er i dog trdd med resul-
tater fra lignende studier. | NFAs studie svarer
den samlede dosis over hele forsgget til ca. 18
mg/kg legemsveegt. | et studie i rotter forar-
sagede luftvejseksponering for 18 mg/kg
legemsvaegt af opsamlede luftforurenings-
partikler (PMzs5) ingen andringer i antallet af
sa@dceller eller testiklernes mikroskopiske
struktur. Da eksponeringen blev gget (til 54 og
162 mg/kg legemsvaegt) faldt antallet af seed-
celler, og strukturen af testiklerne var
beskadiget. Det kunne tyde pa, at hanlig sad-
produktion er fglsom over for udsattelse for
partikler via luftvejene, men at eksponeringen
skal na over et vist niveau, far det sker.

Effekter af titaniumdioxid partikler pa
hanlig reproduktion

For nogle partikler er der observeret effekter,
nar partiklerne gives via andre eksponerings-
veje end luftvejene. Det geelder fx nano-
partikler af titaniumdioxid. P& NFA ekspone-
rede forskere under Dansk Center for Nano-
sikkerhed grupper af voksne hanmus for hver
sin type partikel:

¢ Nanotitaniumdioxid - bruges fx i maling og
kosmetik (ca. 100 nm i diameter)

e Mikro-kvarts — krystallinsk siliciumoxid,
findes fx i en lang reekke byggematerialer
fremstillet af fx sand (ca. 255 nm i
diameter)

18

miljg og sundhed 26. argang, nr. 2, december 2020



Musene blev eksponeret naesten som i studiet
af de fire kulpartikler beskrevet ovenfor, dvs.
en gang om ugen i 7 uger via intratrakeal
instillation. Den ugentlig dosis var 0,063
mg/mus og svarede stort set til, at musene
tiloragte 8 timer om dagen, 5 dage om ugen
ved den danske graenseveerdi for titanium (6
mg Ti/m®). Musene blev aflivet efter 8 uger,
testikler og bitestikler blev vejet og sed-
produktion og blodets indhold af testosteron
blev malt. Igen var der ikke forskelle i de
undersggte parametre hos mus, der havde faet
enten titaniumdioxid eller kvartspartikler ned i
luftvejene og musene i kontrolgruppen (47).

Til sammenligning fandt et studie, at 21 nm
titaniumdioxidpartikler nedsatte ssdproduk-
tionen, nar partiklerne blev givet til rotter ved
intravengs injektion, en gang ugentligt i fire
uger. Den samlede dosis var 200 mg/kg
legemsveegt (48). Til sammenligning var den
akkumulerede dosis 17 mg/kg legemsvegt i
studiet fra NFA, men den direkte eksponering
af testiklerne har veeret veesentlig mindre, for
kun en mindre fraktion af titaniumdioxid-
partiklerne (og en endnu mindre fraktion af de
starre kvartspartikler) ville forventes at passere
fra lungerne til blodet. Maske er sagen ogsa
her, at titaniumdioxid kan pavirke sedproduk-
tion, men kun ndr dosis nér over et vist niveau.

Effekter af siliciumoxid pa hanlig
reproduktion

Effekten af amorfe siliciumoxid nanopartikler
er undersggt i et enkelt studie. Koncentrationen
af sedceller og deres beveagelse var nedsat,
andelen af abnorme sedceller forgget, og det
sedproducerende vav var skadet hos voksne
hanmus efter instillation af 2 mg SiOx/kg (0,1
mg/mus/instillation), hver 3. dag i alt 15 gange.
Efter en maned kunne effekterne ikke lengere
ses (49). | NFAs studie af kvarts beskrevet
ovenfor blev der ikke observeret effekter af
kvartspartikler pa de undersggte parametre.
Kvartspartikler bestar ogsa af siliciumoxid, der
dog har en anden krystalstruktur end i de
amorfe partikler. Kvartspartiklerne var des-
uden relativt store (255 nm) sammenlignet med
nanopartikler af amorft siliciumoxid (58 nm),

hvorfor vi kun ville forvente meget begranset
translokation fra lunger til blod (47).

Effekter af svejserag pa hanlig
reproduktion

Det blev beskrevet ovenfor, at fund i epidemio-
logiske studier indikerer, at svejsning kan
pavirke reproduktion hos maend. Sammen-
hengen mellem svejsning og seedkvalitet
stgttes af dyrestudier. | et studie var antallet af
seedceller nedsat, nar svejsepartikler blev depo-
neret i lungerne pa voksne rotter (fra hhv. elek-
trode-, FCAW- (Flux Cored Arc Welding) og
MIG-svejsning i sort stal). Der var ogsa indika-
tioner pa histologiske andringer i testiklerne,
men der blev ikke udfgrt en egentlig analyse
heraf (50).

Under Dansk Center for Nanosikkerhed
udferte NFA et studie af svejsergg og sed-
kvalitet. Vi brugte vav fra et stort studie udfart
pa National Institute of Occupational Health i
USA (figur 3). Voksne hanrotter blev udsat for
svejsergg og usund kost, alene og i kombina-
tion. Rotterne indandede svejsergg 3 timer/dag,
4 dage/uge, i 5 uger (51,52). Svejserggen blev
genereret ved at en automatisk robotarm MIG-
svejsede i tre timer med en rustfri stalelektrode
pa sort jern. Svejsepartiklerne bestod af jern
(52.7 %), krom (16.7 %), mangan (24.3 %),
nikkel (5.8 %) og kobber (0.4 %) (12,53).
Baseret pa svejsepartiklernes sammensatning
og at eksponeringen varede 12 timer/uge,
svarer dette til en “graensevardi” pd 1 mg/m?
ved beregning af den procesbetingede
greenseveardi (54), altsa nogenlunde pa niveau
med de danske granseverdier for svejsergg
(55). Kontroldyr indandede ren luft. Fodring
med usund kost begyndte ved hjemkomst af
dyrene og fortsatte i hele studiet. Den usunde
kost var designet til at afspejle kostvaner i
vestlige lande med meget og mettet fedt og
hgjt indhold af sukker. Kontroldyr fik
standardfoder med kun 6 % fedt og hgijt
fiberindhold (12,53). Studiet blev udfert i bade
Brown Norway og Sprague-Dawley rotter.
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Mekanismer: Lungeinflammation, kenshormoner
(inkl. testosteron) i plasma

Figur 3. Design af studie af svejserag og sedkvalitet. Hanrotter indandede svejsepartikler i 5 uger. Eksponering
for usund kost deekkede hele forsggsperioden. Halvdelen af dyrene blev aflivet efter svejseeksponeringen, 12
uger inde i studiet, den anden halvdel efter 24 uger, for at se om pavirkede parametre var normaliseret. Vav og

organer blev indsamlet til analyse af hanlig reprodukt

Voksne Sprague-Dawley-rotter, der indandede
svejsergg, producerede feerre seadceller og
deres testikler vejede mindre. Efter 12 uger var
effekterne ikke lengere statistisk signifikante
(12). Brown Norway-rotterne var tilsyne-
ladende mindre sensitive — her var produk-
tionen af seedceller kun nedsat i den gruppe,
der ogsa spiste usund kost. Kun den usunde
kost pavirkede niveauet af testosteron i blod
(12). Tilsammen tyder resultaterne pa, at
svejsergg kan pavirke hanlig fertilitet, men det
kunne have veret gnskeligt, om studierne
havde udfart en grundig analyse af testiklerne
under mikroskop (51,52).

Effekter af nanopartikler pa reproduktion
hos voksne hunner

Der er kun udfert ganske fa studier af
nanopartiklers pavirkning af hunlig repro-
duktion (1), heraf to studier af flerveeggede
kulstofnanorgr pa NFA. | det farste studie blev

ion.

hunmus instilleret en gang med kulstofnanorar
dagen far de blev sat sammen med en kans-
moden han. Derefter fik parret lov til at ga
sammen, indtil vaeegten af hunnen indikerede, at
hun var draegtig. Da ungerne blev fadt, regi-
strerede vi fgdselsdagen. Resultatet viste, at de
eksponerede hunmus i gennemsnit fadte 5 dage
senere end kontrolmusene. Da dragtigheds-
leengden er relativt konstant hos mus, matte de
altsd have veret leengere om at blive draegtige
(17). Dette fund fik os til at overveje, om kul-
stofnanorgr pavirker aglgsningen hos hunmus.
Vi designede derfor et studie, der undersggte
leengden af den reproduktive cyklus hos mus
(svarer nogenlunde til menstruationscyklus hos
mennesker). Vi benyttede samme eksponering
som i det tidligere studie. | forsgget blev
musenes kagnscyklus forleenget i den periode,
hvor de fik deponeret kulstofnanorgr i
lungerne. Den efterfalgende kenscyklus blev
til gengeeld kortere end hos kontrolhunnerne.
Vi kunne ikke afdakke arsagen til, at kulstof-
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nanorgr pavirkede kenscyklus hos musene.
Kulstofnanorgrene inducerede kraftig inflam-
mation i musenes lunger, hvilket kan pavirke
styringen af kanshormoner og muligvis &glas-
ning, og her er den hunlige cyklus meget
fglsom. Hos andre dyrearter er inflammation
nemlig vist at forhindre &glgsning i den for-
leengede kenscyklus, s& maske far mus sveerere
ved at blive draegtige efter at de har veeret
udsat for nanorgrene. | samme studie blev hun-
mus ogsa instilleret en gang med kulstofnano-
rer og sat sammen med en kensmoden han
dagen efter. | dette studie fgdte kontrol og
eksponerede hunmus imidlertid nogenlunde
samtidigt, sa der var ikke tegn pa, at ekspone-
rede hunner var lengere om at blive dragtige
(18).

Opsummering og konklusion, reproduktion
hos voksne dyr

Samlet set er der indikationer pa, at partikler
kan pavirke sedproduktion, men der er ikke
konsensus mellem alle studier. Svejsepartikler
ser dog ud til at pavirke sedproduktion, og det
ved eksponeringer tet ved den danske
graenseverdi.

Resultater fra to studier af kulstofnanorgr indi-
kerer desuden, at partiklerne kan interferere
med hunlig reproduktion. Her er det samlede
vidensgrundlag imidlertid yderst begraenset (og
det pa verdensplan), og yderligere studier er
meget gnskede.

Samlet konklusion

Dansk Center for Nanosikkerhed har bidraget
betydeligt til den samlede viden om nano-
partiklers pavirkning af fosterudvikling og
fertilitet. Samlet set tyder resultaterne pa, at
udseettelse for forskellige typer af nano-
partikler kan pavirke fosterudvikling og
barnets udvikling, herunder iseer udvikling af
hjernen og immunsystemet. Endvidere tyder
forskningen pa, at iser svejserag kan pavirke
mands fertilitet. Der ser ogsa ud til at der for
nogle effekter er noget overlap mellem fund i
studier af partikeleksponering hos mennesker
og i dyremodellerne, men en afdekning heraf

kraever en mere detaljeret analyse, der reekker
ud over denne artikel. Helt Kklart er det dog, at
forskningen peger pa et behov for flere og
gentagne studier for at identificere robuste
effekter og for at kunne fastsla robuste
sammenhange mellem eksponering og dosis
og effekt af eksponering for nanopartikler.

Her kunne det vaere relevant at falge anbefa-
lingerne fra rapporten “A critical review of
studies on the reproductive and developmental
toxicity of nanomaterials”, udgivet af EUs
Observatorium for Nanomaterialer under
ECHA (1) (se ramme).

Anbefalinger til fremtidig testning af
nanopartikler for reproduktionstoksicitet (1)

- Anvend grundig og standardiseret karakterisering
af nanomaterialet og eksponeringen for at
afdaekke de vigtigste determinanter for toksicitet.

- Undersgg nanopartikler parallelt med stgrre par-
tikler for at fa viden om betydningen af partikel-
stgrrelse for forskelle i toksicitet (eller andre rele-
vante fysisk-kemiske parametre, sasom partikel-
form).

Forgg fokus pa eksponering via luftvejene

@g fokus pa kvindelig fertilitet og parametre med
betydning for reproduktion

Velg meningsfulde eksponeringsperioder og tag
herunder i betragtning, at passage over moder-
kagen sandsynligvis varierer betydeligt i lgbet af
graviditeten.

Falg op pa tidligere studier, hvis resultater giver
anledning til bekymring, for at afklare om
fundene er robuste.

Benyt sa vidt muligt accepterede guidelines for
undersggelse af reproduktionstoksicitet, fx fra
OECD, selv om det ikke er muligt at fglge guide-
linen til fulde. Er de ikke allerede er inkluderet, sa
medtag parametre hvor tidligere studier giver
anledning til bekymring.

Undersgg passage af partikler over "barrierer"
(blod-testikel-barrieren, placenta) med anvendelse
af meget falsomme metoder til undersggelse af
partikler i vaevet.

Identificer underliggende mekanismer for
toksicitet for at lette gruppering af nanomaterialer
i forhold til reproduktionstoksicitet. Opstar
effekterne via direkte eller indirekte mekanismer?
Koordiner testning mellem forskningsinstitutioner
(fx i starre testprogrammer) for at opna en mere
systematisk tilgang til testningen
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Denne artikels udarbejdelse er stgttet af NFAs
forskningsprogram FFIKA (Fornyet fokus pa
forskning i kemisk Arbejdsmiljg), og mange af
studierne fra NFA er udfgrt under Dansk
Center for Nanosikkerhed 1 og 2.

Yderligere oplysninger:
Karin Sgrig Hougaard ksh@nfa.dk
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Kardiovaskulare helbredseffekter af eksponering for
nanopartikler — evidens i mennesker og mekanismer

Af Peter Mgller!, Regitze Sglling Wils!, Claudia Andrea Torero Gutierrez!?, Maria Helena
Guerra Andersen?, Rebecca Harnung Scholten®, Martin Roursgaard!

Introduktion

Der er en veletableret sammenhang i epide-
miologiske studier mellem eksponering for
luftforureningspartikler og forgget risiko for at
do af iskemisk hjertesygdom, herunder blod-
prop i hjertet og hjernen (1,2). Det er ikke
alene mangearig eksponering for luftforure-
ning, der er forbundet med gget dgdelighed af
hjerte-kar-sygdomme, men epidemiologiske
studier har ogsa vist, at en pludselig forvarring
i luftforurening medfarer en akut stigning i den
kardiovaskulere mortalitet, seerligt hos aldre
og individer med eksisterende hjertesygdom
(3). Eksponering for nanopartikler kan pa
nogle omrader sammenlignes med eksponering
for ultrafine luftforureningspartikler. Nano-
partikler er mindre end 100 nm i diameter,
hvilket er det samme som ultrafine partikler.
Der er dog nogle helt afgerende forskelle
mellem nanopartikler og luftforurening, der
ger, at nanopartikler bar vurderes selvstendigt.
Nanopartikler defineres som et menneskeskabt
materiale med et teknisk formal, hvorimod
ultrafine partikler er en kompleks blanding af
kemiske stoffer, som dannes ved kondensation
af halvflygtige organiske forbindelser og bi-
produkter fra forbraending af breendstof.

| denne artikel beskriver vi mekanismerne for
udvikling af hjerte-kar-sygdom ved ekspone-
ring for nanopartikler. Relevante studier fra
luftforureningspartikler  eller  dieseludsted-
ningspartikler inddrages i tilfeelde, hvor littera-
turen pad nanopartikler er mangelfuld. Vi

! Institut for Folkesundhedsvidenskab, Afdeling for
Miljg og Sundhed, Kgbenhavns Universitet.
2 Nationale Forskningscenter for Arbejdsmiljg

fokuserer pa studier, der har undersggt rene
kulstofpartikler, men ogsa studier der omfatter
kulstofnanorgr og titaniumdioxid (TiO,). Det
er disse nanopartikler, som har veeret genstand
for de fleste undersggelser om risikoen for
hjerte-kar-sygdomme. Kulstofpartikler og TiO>
anvendes som farvestoffer og produceres bade
som nanopartikler, men ogsa som blandings-
produkter af partikler med forskellig starrelse
(betegnes typisk som bulk materiale). Vi har
kun inkluderet studier, der undersgger disse
materialer som nanopartikler. Kulstof nanorgr
er fibre, men defineres som nanomaterialer
fordi de pa den korte led er mindre end 100
nm. De er kendetegnet ved at vare lette
materialer med stor mekanisk styrke, samt
andre unikke egenskaber. De anvendes til for
eksempel byggematerialer, elektronik og over-
fladecoatings.

Der findes endnu ikke epidemiologiske studier
pa nanopartikel-eksponerede mennesker. Der
er dog flere studier pa arbejdere i industrier til
produktion af sort farvestof (carbon black) og
hvidt farvestof (TiO,). Tre epidemiologiske
studier pa carbon black-eksponerede arbejdere
har ikke indikeret gget risiko for hjerte-kar-
sygdom (4). Epidemiologiske studier af
arbejdere fra TiO.-producerende virksomheder
har heller ikke vist nogen sammenhang
mellem eksponering og @get risiko for hjerte-
kar-sygdom (5-7). Det skal dog bemarkes, at
disse studier omfatter arbejdere, som har varet
eksponeret for bulk materialet (dvs. materiale i
bade nanostarrelse og starre partikler), og den
personlige eksponering for nanopartikler af
carbon black og TiO: er utilstraekkeligt under-
sggt i studierne. P& nuveerende tidspunkt er
man derfor ngdt til at anvende andre under-
sggelsesmetoder end epidemiologiske studier,
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hvis man skal vurdere, om eksponering for
nanopartikler forarsager hjerte-kar-sygdomme
hos mennesker. Toksikologiske undersggelser
pa dyr er derfor i gjeblikket den vigtigste kilde
til at vurdere faren for hjerte-kar-sygdomme
hos mennesker ved eksponering for nano-
partikler. Forsggsdyrene bliver enten ekspo-
neret ved inhalation af en aerosol af nano-
partikler eller ved at nanopartiklerne sprgjtes
direkte ned i de nedre luftveje (i denne artikel
benavnt som instillation, om end der er
forskellige metoder til at applicere nano-
partikler direkte i de nedre luftveje). Det er
mere biologisk relevant at eksponere forsggs-
dyr ved inhalation end instillation i luftraret,
men inhalationsforsgg er teknisk set vanske-
ligere og omkostningstunge. Instillationsforsgg
har ogsa den fordel, at den deponerede dosis af
partiklerne er velkendt, og det er derfor nemt at
sammenligne det toksikologiske respons af
forskellige nanopartikler.

Typer af hjerte-kar-sygdom

Den overordnede definition pa hjerte-kar-
sygdom er ifglge Sundhedsstyrelsen lidelser i
hjerte og/eller kar, der ofte skyldes areforkalk-
ning, men som ogsa kan vere delvist arvelige
eller betinget af andre arsager ”.
(www.sst.dk/da/viden/hjertesygdom).

WHO’s seneste klassifikation af sygdomme
inkluderer flere diagnoser, som er relevante i
forhold til helbredsrisici ved eksponering for
nanopartikler: blodtryksforhgjelse, iskaemiske
hjertesygdomme (herunder angina pectoris),
akut myokardieinfarkt, komplikationer i efter-
forlgbet af akut myokardieinfarkt, andre
former for akut iskaemisk hjertesygdom,
kronisk iskemisk hjertesygdom, blodprop i
lunge, hjerneinfarkt, okklusioner og stenoser af
precerebrale arterier uden hjerneinfarkt,
okklusioner og stenoser af cerebrale arterier
uden hjerneinfarkt og areforkalkning.
(https://icd.who.int/browse10/2016/en).

Hjerte-kar-sygdomme er saledes en lang raekke
tilstande, der bade omfatter hjertesygdom, men
ogsa sygdomme knyttet til gvrige kar, herunder
blodpropper i kar, der forsyner andre organer.

Hjernens blodforsyning er speciel kritisk efter-
som neuronerne er meget sarbare overfor ned-
sat iltforsyning. Ved tilstande, hvor hjertets
pumpefunktion er kompromitteret, fx som
konsekvens af iskaeemisk hjertesygdom, kan der
ske sekundzr pavirkning af gvrige organer.

Mekanismer for udvikling af hjerte-kar-
sygdom

Ved hjerte-kar sygdom er kroppens evne til at
transportere den rette mangde blod nedsat.
Den nedsatte blodforsyning i forhold til et
vaevs behov kaldes iskemi og er kendetegnet
ved stofskifteforandringer pga den manglende
forsyning med ilt og naeringsstoffer. Langt de
fleste tilfeelde af iskeemi er forarsaget at blod-
propper. Figur 1 viser sammenhangen mellem
eksponering for nanopartikler og udvikling af
hjerteanfald. Der er i hgj grad tale om kom-
binerede effekter af flere forskellige mekanis-
mer, som i sidste ende ses som klinisk debut af
et hjerteanfald.

Iskeemiske sygdomme opstar pa baggrund af
areforkalkning, fordi fedtstoffer og andet mate-
riale ophobes i afgreensede omrader i arterierne
(kaldet ateromer). Dette forarsager en gradvis
forsnaevring af blodkarret. Figur 2 viser arefor-
kalkning med dertil hgrende indsnevring af
karrets lumen i mus, der er disponeret for
udvikling af ateromer (dyslipidemiske apolipo-
protein E knockout mus). Endotelceller udger
det inderste lag i blodkarrene og har vigtige
funktioner i forhold til regulering af blodgen-
nemstrgmningen. Derudover forhindrer endo-
telcellerne spontan dannelse af blodpropper
samt at medvirke til rekruttering af immun-
forsvarets celler til det underliggende vev i
forbindelse med infektioner eller veevsskader.
Det er i forbindelse med disse funktioner, at
monocytter, der er en del af immunsystemets
celler, fanges i blodkarvaeggen og udvikler sig
til fedtspisende skumceller (foam cells pa
engelsk). Disse skumceller vokser, og lumen i
blodkarret formindskes derved. | starten af
areforkalkningsprocessen dannes en binde-
veevskappe under endotelcellerne, som stabi-
liser ateromet, men senere i forlgbet bliver
kappen svagere. Til sidst kan den briste og den
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Nanopartikler (eller luftforureningspartikler)
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Figur 1. Sammenhzang mellem eksponering for nanopartikler og udvikling af hjerteanfald.

ApoE”-11-13 uger

ApoE7’- 48-49 uger

Figur 2. Eksempler pa areforkalkning i aorta (venstre) og den farste arterieforgrening af aorta (hgjre) i dyslipide-
miske apolipoprotein E knockout mus. Areforkalkning ses som hvide omréder i aorta eller forsnavringen af
lumen. Unge mus har kun fd& omrader med areforkalkning (everste panel, pilene viser sma omrader med
areforkalkning), mens der senere er udtalt areforkalkning i specielt aortaroden (venstre del af blodkarret) og den
farste forgrening af aorta (hgjre billeder, tveersnit af karret). Billederne er tidligere publiceret (8,9).

miljg og sundhed 26. argang, nr. 2, december 2020 27



efterfglgende koagulation af blodet lukker for
blodgennemstrgmningen. Alternativt kan dele
af en blodprop rives lgs (kaldet emboli) og
fares med blodstremmen til mindre kar, fx i
lungerne, hvor passagen bliver sa snaver, at
blodkarret lukkes.

Areforkalkning i partikeleksponerede
mennesker og forsggsdyr

Der findes ikke studier pa mennesker, der
direkte har vist en sammenhang mellem
eksponering for nanopartikler og areforkalk-
ning. Derimod er der flere epidemiologiske
studier, som har vist, at partikuleer luftforure-
ning forveerrer areforkalkningen (10-13). Dyre-
eksperimentelle modelsystemer har veeret
anvendt i toksikologiske studier til at under-
sege mekanismerne for udviklingen af arefor-
kalkning ved partikeleksponering og til at
vurdere, om partikler har forskellig potens.
Normale laboratoriedyr, som mus og rotter,
udvikler ikke areforkalkning. Man anvender
derfor neaesten altid knockout mus, der har
dyslipideemi (fx apolipoprotein E knockout
mus) eller specielt avlede kaniner, der udvikler
areforkalkning. Figur 3 viser udviklingen af
areforkalkning i dyslipidemiske apoliprotein E
knockout mus. Unge apoE mus har stort set
ikke areforkalkning, men udvikler dette spon-
tant p& normal kost med stigende alder. Are-
forkalkningen accelereres dog yderligere ved
indtagelse af fedtholdig kost.

Figur 4 viser resultaterne fra forskellige under-
segelser af partiklers effekt pa areforkalkning i
dyslipidemiske apolipoprotein E knockout mus
(9,14-18). Samme figur viser ogsa effekterne
af luftforureningspartikler, dieseludstgdnings-
partikler og nanopartikler (carbon black, TiO,
kulstof nanorer, Ceo fullerener, nikkelhydroxid,
ceriumdioxid, silicium-baserede nanopartikler
0og quantum dots), som er baseret pa et
litteraturstudium (19). Overordnet set viser
meta-analysen, at nanopartiklers evne til at
forarsage areforkalkning ligger mellem luft-
forureningspartikler (mest potente) og diesel-
udstadningspartikler (mindst potente). Det skal
dog naevnes, at dette er gennemsnitsforskelle,

og der er ikke standardiseret for forskelle i
eksponeringen mellem studierne. De reelle
forskelle kan sammenlignes med den alders-
betingede forskel i dyslipidemiske apoE
knockout mus (jf. figur 4). Eksponeringen for
luftforureningspartikler,  nanopartikler  og
dieseludstgdningspartikler har forarsaget en
stigning i areforkalkning svarende til den, man
ser i lgbet af henholdsvist 5, 2 og 1 uger hos
dyslipidemiske apoE knockout mus pa normal
kost.

Dysfunktion af endotelceller

Endotelet er det inderste lag af celler i blod-
arerne. Endotelcellerne er involveret i opret-
holdelsen af den vaskulere homeostase, som
omfatter kontrollen med tonus af blodkarrene,
blodets flydeevne (eller koagulation) og
inflammation (20). Lumen i blodkarrene regu-
leres ved friseetning af forskellige vasoaktive
stoffer, som enten kontraherer eller udvider
blodkarrene. Et fuldt funktionelt endotel er
kendetegnet ved at have en hemmende effekt
pa inflammation og celledeling i blodkar-
veggen samt at hindre uhensigtsmaessig
trombedannelse. Ved dysfunktion af endotel-
cellerne ses forandret vasomotorfunktion, gget
tendens til at danne blodpropper (eller nedsat
tendens til at oplese blodpropper), proinflam-
matorisk respons og stimulering af celledeling
i blodkarvaeggen (medvirkende arsag til re-
modellering af arterierne).

Vasomotor dysfunktion

Vasomotorfunktionen undersgges ved at stimu-
lere blodkarrene til at udvide (vasorelaksation)
eller treekke sig sammen (vasokontraktion)
som falge af eksponering for vasoaktive stoffer
eller fysisk pavirkning. Der findes ingen
humane studier af vasomotorfunktionen efter
eksponering for “’virkelige” nanopartikler, men
der findes en undersggelse af ultrafine kulstof-
partikler (21). Personerne inhalerede i to timer
ultrafine kulstofpartikler igennem en maske,
samtidig med at de havde fire perioder med
fysisk aktivitet pa en kondicykel i 15 min.
Resultaterne viste en forbigdende gget vaso-
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Figur 3. Areal af areforkalkning (plaks) i aorta i dyslipidemiske apolipoprotein E knockout mus pa normal eller
fedtholdig kost. Data stammer fra forskellige studier af partiklers effekt pa udvikling af areforkalkning (9,14-16).
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Figur 4. Sammenhang mellem lungemassig eksponering for partikler og areforkalkning. Resultaterne fra
forskellige studier er vist pa y-aksen. X-aksen viser den reelle forskel (dvs. procent af aorta med plaks) mellem
gruppen af partikeleksponerede dyr og kontrolgruppen. Resultaterne fra en meta-analyse (rede firkanter) er
omregnet fra en standardiseret gennemsnitsforskel til den reelle forskel (dvs. procent af aorta som har plaks)
mellem eksponerede og ikke-eksponerede dyr (19). Resultaterne pa flervaeggede kulstof nanorar (MWCNT) er
baseret pa to forskellige studier, hvoraf det ene undersagte effekten umiddelbart efter sidste eksponering og fire
uger efter (MWCNT /recovery). Resultaterne er publicerede i tidligere studier (9, 14-18).
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Figur 5. Lungemessig eksponering for partikler og vasomotor dysfunktion i forsggsdyr. Grafen viser antallet af
studier (i procent) der har vist nedsat vasorelaksation eller gget vasokontraktion. Der er i alt 55 og 41 studier,
som har undersggt henholdsvis vasorelaksation og vasokontraktion. Data er publiceret i en oversigtsartikel (22).

#P<0,01 (52 = 11,7), *P<0,05 (42 = 7,2).

motorfunktion 3,5 timer efter eksponering for
ultrafine kulstofpartikler, mens der var ufor-
andret vasomotorfunktion umiddelbart efter
eksponeringen og pa senere tidspunkter (21 og
45 timer efter eksponeringen). Effekten kan
muligvis bero pa, at partikeleksponeringen
hemmede en gget vasomotorfunktion efter den
fysiske aktivitet (21). Observationen er dog
forskellig fra andre kontrollerede ekspone-
ringsstudier pa mennesker, udsat for luftforure-
ningspartikler og dieseludstadningspartikler,
hvor det er vist, at arteriernes evne til at udvide
sig reduceres (19). Der findes til gengeld
talrige dyrestudier, hvor vasomotorfunktionen i
forbindelse med eksponering for luftforure-
ningspartikler, dieseludstgdningspartikler eller
nanopartikler er blevet undersggt. Derfor har
det veeret muligt at sammenligne i antallet af
studier med positive fund om end det ikke er
muligt at sammenligne starrelsesforskelle i
responset, fordi studierne har anvendt forskel-
lige metoder. Figur 5 viser en oversigt over
studier, som har undersggt vasomotor dysfunk-
tion i dyreeksperimentelle undersggelser (22).

Feerre studier har vist nedsat vasorelaksation
efter eksponering med nanopartikler i forhold
til luftforureningspartikler, mens nogenlunde
lige sa stor procentdel af studierne pa luft-
forureningspartikler og nanopartikler har vist
forgget vasokontraktion. Selv sma doser, som
ikke forarsager inflammation i lungerne,
forarsager en endring af vasomotor funk-
tionen. Resultaterne af dyrestudierne er ikke
entydige, men man kan konkludere, at ekspo-
nering for de tre navnte typer partikler
pavirker vasomotorfunktionen i retning af
nedsat vasorelaksation og @get vasokon-
traktion. Hos mennesker vil en sadan situation
med nedsat vasorelaksation og @get vasokon-
traktion kunne forege blodtrykket og hjertet
belastes, fordi det skal pumpe imod en stgrre
karmodstand.

Dannelse og oplgsning af tromber

En trombe er en fast masse bestdende af blod-
plader, fibrin og tilstadende rgde blodlegemer.
Tromber dannes som led i det normale blod-
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koagulationssystem ved beskadigelse af blod-
karrene for at undgad lekage af blod til det
omgivne vaev eller kroppens overflader.
Dannelsen af denne blodprop har til formal at
stoppe blgdningen, indtil skaden er repareret
og blodproppen kan oplgses (dvs. fibrinolyse).
Indenfor ganske kort tid efter en beskadigelse
af et blodkar binder aktiverede blodplader til
karveeggen og danner en overflade, hvorpa
koagulationsfaktorerne binder, og igennem en
kaskade af faktorer omdannes prothrombin til
thrombin, der resulterer i dannelsen af en blod-
koagel af fibrin. Efter sarheling nedbrydes
fibrin (fibrinolyse) ved, at plasminogenakti-
vator, som er frigjort fra endotelcellerne,
binder til fibrin og omdanner plasminogen til
plasmin, som nedbryder fibrinen (23).

Disposition til udvikling af tromber kan
skyldes flere faktorer, men blandt de vigtigste
er endothelcelle dysfunktion. Endothelcellerne
spiller en vigtig rolle i opretholdelsen af en
adaekvat balance mellem dannelse og oplas-
ning af blodpropper. Dysfunktion af endotel-
celler nedsztter evnen til at oplgse dannede
blodpropper (fibrinolyse). Sidelgbende er der
sterre tendens til at danne blodpropper pa
grund af aktivering af blodplader i blodet.
Nettoresultatet bliver, at balancen mellem
dannelse og oplgsning af blodpropper for-
rykkes mod en g@get tendens til blodprop-
dannelse (trombose), hvilket bliver specielt
problematisk, hvis der opstar brud pa blod-
karret. Blodpladerne aktiveres, fordi disse brud
blotlegger den underliggende bindevavs-
kappe. Dysfunktion af endotelcellerne kan
opsta i alle blodkar, men ses oftest ved forgre-
ninger eller bgjninger i det arterielle kredslab,
da det tryk, som blodet udgver pa endotel-
cellerne, er nedsat netop disse steder. Det er
ogsa de samme steder, hvor der opstar
areforkalkning.

Eksponering for luftforureningspartikler pavir-
ker flere af disse processer i retning af et pro-
trombotisk miljg i blodet pa mennesker (24).
Det er ogsa vist, at instillation af Iluft-
forureningspartikler direkte i lungerne pa mus
forkortede koagulationstiden for blod fra hale-

venen (25). Der er dog vesentligt starre
usikkerhed om effekten af nanopartikler.
Forsgg pa rotter har vist, at inhalation af
carbon black ikke havde nogen effekt pa
aktiviteten af blodplader (26). Et andet studie
pa rotter fandt heller ikke konsistente fund pa
forskellige biomarkgrer for en pro-trombotisk
tilstand efter inhalation af ultrafine kulstof
partikler (27). Derimod har instillation af kul-
stof nanorgr i lungerne veret forbundet med
aktivering af blodplader og et generelt pro-
trombotisk respons pa en induceret skade i en
halspulsare (28).

Hjertefunktion, blodtryk og renin-
angiotensin-aldosteron systemet

Et komplekst samspil af fysiologiske systemer
varetager regulation af blodtrykket, hvoraf
nogle systemer kan aktiveres gjeblikkeligt (fx
det sympatiske nervesystem), imens andre
systemer aktiveres langsommere (fx renin-
angiotensin-aldosteron-aksen og vasopressin
frigives fra hypofysebaglappen). Der er lige-
ledes forskelle i varigheden af et givent
respons. Man kan derfor forvente, at ekspone-
ringen for nanopartikler vil have bade en
kortvarig (akut) og langvarig (kronisk) effekt
pa blodtrykket. Der er relativt mange epide-
miologiske undersggelser, som har vist en
positiv sammenhang mellem koncentrationen
af luftforureningspartikler og  blodtryks-
niveauer. En meta-analyse af disse studier har
vist, at det systoliske og diastoliske blodtryk
stiger med henholdsvis 1,4 og 0,9 mmHg per
10 pg/md-stigning i koncentrationen af luft-
forureningspartikler, som er mindre end 2,5
um i aerodynamisk diameter (29). Et studie pa
rotter har vist at en kortvarig eksponering (5
timer) for kulstof nanorgr resulterede i en sig-
nifikant ggning af bade diastolisk og systolisk
blodtryk i selve eksponeringsperioden (30).
Blodtrykket vedblev at vaere svagt forhgjet 1
dagn efter eksponeringen (dog ikke statistisk
signifikant sammenlignet med kontrolgrup-
pen), mens det 7 dage efter eksponeringen var
normaliseret set i forhold til kontrolgruppen
(29). Samme undersggelse viste ogsa, at
hjertets pumpefunktion hos de eksponerede
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rotter var nedsat, nar de blev behandlet med
dobutamin, som gger hjertets kontraktilitet og
slagvolumen ved aktivering af beta-1-
adrenerge receptorer (30). Resultaterne tyder
pa, at eksponering for kulstofnanorar pavirker
hjertet, fordi det skal yde et starre arbejde pga.
det forggede blodtryk, samtidig med at den
maksimale kapacitet bliver nedsat.

Renin-angiotensin-aldosteron systemet er et
”langsomt” hormonsystem, der har til formal at
regulere blodtrykket. Hvis blodtrykket falder,
sa registreres en nedsat blodtilstremning af
specialiserede celler i nyrerne, hvorved der
sker en frigivelse af renin. Renin omdanner
angiotensinogen (dannes i leveren) til angio-
tensin 1, som omdannes til angiotensin Il af
angiotensin-converting enzyme (ACE) pa
endotelceller i specielt lungerne. Angiotensin
Il forarsager vasokontraktion og stimulerer
cellerne i binyrebarken til at frigive aldosteron,
der gger re-absorptionen af vand og natrium i
nyrerne. Herved gges mangden af blod, som
sammen med en gget vaskulaer modstand, gger
blodtrykket. Der er vist en positiv association
mellem koncentrationen af forureningspartikler
i luften og sterrelsen af blodtrykket samt
niveau af ACE i serum hos mennesker (31).
Dyreeksperimentelle studier har vist, at 8 ugers
eksponering for luftforureningspartikler resul-
terede i en ggning af blodtrykket samt en
ggning af angiotensin Il-receptorer og ACE i
lunger, hjerte og nyrer hos rotter (32,33). Et
andet studie har vist, at inhalation af ultrafine
kulstofpartikler ligeledes ggede bade blod-
trykket og aktiviteten af renin-angiotensin
systemet (34). Resultaterne pa nanopartikler er
stadigveek sparsomme, om end der er vist, at
instillation of kulstofnanorgr forggede koncen-
trationen af ACE i blodet hos rotter, som er
specielt avlet til spontant at udvikle hyper-
tension (35).

Forandret hjerterytme

Hjerterytmen eandrer sig hele tiden for at
opfylde organernes behov for ilt og narings-
stoffer. En nedsat hjerterytmevariation (heart
rate variability pa engelsk) indikerer, at hjertet
har nedsat evne til at finjustere blodfor-

syningen i forhold til kroppens behov. Hjerte-
rytmen undersgges ved at male de elektriske
impulser i et elektrokardiogram. Traditionelt
opdeles elektrokardiogrammet i data som
beskriver variationen i tidsperioden mellem
hjertets slag (tidsdomane) og frekvensen af
hjerteslag (frekvensdomene). Disser oplys-
ninger bruges til at undersgge den under-
liggende arsag til hjerterytmeforstyrrelsen.

Der er lavet et lille studie om hjerterytme
variation pa fire arbejdere, som handterede
partikulert TiO; i deres arbejdsprocesser (36).
Dette viste, at eksponering for partikulzert TiO>
medferte endring af en enkelt parameter af
betydning for hjerterytmevariationen, mens
flere andre betydende parametre var uendrede
(36). Der er derfor usikkerhed om observa-
tionen af forandret hjerterytmevariation, og det
skal bemarkes, at der ikke var en egentlig kon-
trolgruppe af ikke-eksponerede arbejdere, og
der heller ikke blev korrigeret for den fysiske
arbejdsintensitet. Kontrollerede undersggelser
pa mennesker har ikke indikeret, at inhalation
af ultrafine kulstofpartikler forarsagede konsi-
stente forandringer i hjerterytmevariationen
hos hverken raske mennesker eller patienter
med type 2 diabetes (37-39). Dyreeksperimen-
telle studier har vist nedsat hjerterytmevaria-
tion hos spontant hypertensive rotter efter
inhalation af ultrafine kulstofpartikler (34),
mens der ikke var nogen effekt i normale vild-
type rotter (40). Der var dog ikke entydig
nedsat hjerterytmevariation i spontant hyper-
tensive rotter ved instillation af ultrafine
carbon black partikler i lungerne (41). Forsgg
pa mus har vist nedsat hjerterytmevariation i to
forskellige stammer ved inhalation af carbon
black (42). Samme effekt blev fundet ved
instillation direkte i lungerne med carbon black
hos mus (43). Inhalation af TiO, forarsagede
en forkortet periode i hjertets diastole, som er
den fase hvor hjertet afslappes og fyldes med
blod (44). Derimod var der uforandret hjerte-
rytmevariation i spontant hypertensive rotter
efter gentagne instillationer med TiO, i
lungerne, en gang per uge i 7 uger, om end
eksponeringen forarsagede fibrotiske for-
andringer i hjertet (45). De dyreeksperimen-
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telle studier antyder, at hjerterytmevariationen
kan blive pavirket ved eksponering for nano-
partikler.

”Missing link” mellem lungemaessig
eksponering for partikler og
kardiovaskulaere effekter

En forudsetning for, at inhalation af partikler
farer til effekter i blodbanen, er, at partiklerne
nar kredslgbet, eller at der frigives aktive
stoffer fra lungerne, som kan forarsage
systemiske forandringer. Hvor stor en del af de
deponerede partikler i lungerne der translo-
keres til blodet afhanger af typen af partikler,
men det er sandsynligvis mellem 0,00001 og 1
% af den deponerede dosis (46). Det er vist, at
inhalation af meget sma nanopartikler (<5 nm)
genfindes i omrader af kredslgbet med inflam-
matoriske omrader som fx areforkalknings-
plaks (47). Det er dog stadigveek uklart, om
koncentrationen af nanopartikler er stor nok til
reelt at pavirke endotelcellerne eller arefor-
kalkningsprocessen. En anden hypotese til at
forklare mekanismen for partikelinduceret
hjerte-kar-sygdom er, at deponeringen i
lungerne forarsager oksidativt stress og inflam-
mation, hvorved aktive mediatorer overfares til
blodet. Hypotesen har sin oprindelse i en
artikel, som blev publiceret i 1995 og beskrev
mediatorerne som faktorer, der forarsager
“akut pavirkning af blodets koagulation og
andre mediatorer” (oversat fra engelsk) (48).
Mediatorene blev senere specificeret som
cytokiner, koagulationsfaktorer og oksideret
lav-densitet-lipoproteiner (49). Partikelindu-
ceret oksidativt stress og inflammation antages
at veere vigtige mekanismer for dysfunktionen
af endotelceller, areforkalkning og foraget
trombosetendens (50). Hypotesen betegnes
typisk som ”spill-over” effekten fra lungerne
til systemiske effekter og er generelt accepteret
som en vigtig mekanisme for partikel-indu-
ceret hjerte-kar-sygdom (51). Det er dog
bemaerkelsesvardigt, at en systematisk gen-
nemgang af studier om luftforurening har vist,
at plasmaniveauer af cytokiner og akutfase-
proteiner kun var forhgjet med 1,07-fold (95 %
konfidensinterval: 1,06 — 1,51) i mennesker og
1,28-fold (95 % konfidensinterval: 1,10 — 1,71)

i dyr (52). Til sammenligning defineres
kronisk  systemisk inflammation (engelsk
chronic low-grade inflammation”) som en 2-
fold stigning i plasmaniveauer af cytokiner
eller akutfase proteiner. En meta-analyse af
studier pa lungemaessig eksponering for luft-
forureningspartikler, dieseludstadningspartik-
ler og nanopartikler har ikke vist klar sammen-
heeng mellem positive testresultater i form af
vasomotordysfunktion og areforkalkning i
dyreforsgg og plasmaniveauer af inflamma-
tionsmarkerer i blodet (19).

Da det endnu ikke er lykkedes fuldsteendigt at
kortleegge mekanismerne bag de kardiovasku-
leere konsekvenser af partikeleksponering, er
en ny tilgang til emnet opstaet. Ved at isolere
serum/plasma fra eksponerede dyr og efter-
folgende undersgge, hvordan det pavirker
celler eller blodkar fra ikke-eksponerede dyr ex
vivo, kan man undersgge serum/plasma-bio-
aktiviteten som en helhed. | princippet kan
bioaktiviteten af serum/plasma opsta som falge
af kombinationseffekter (eller cocktaileffekter)
af forskellige farlige mediatorer i blodet pa
baggrund af additiv, synergetisk eller endog
antagonistisk interaktion mellem forskellige
mediatorer. Eksempler pa denne tilgang til at
undersgge sammenhangen mellem lunge-
meessig eksponering for dieseludstgdnings-
partikler og nanopartikler er publiceret inden
for de sidste par ar. Studierne underbygger
antagelsen om en samlet kombinationseffekt af
mediatorer og viser, at serum/plasma forar-
sager aktivering af endotelceller eller pavirker
vasomotor funktionen af arterier ex vivo
(18,53,54). Disse studier kan maske vare en
mere succesfuld tilgang til at finde de media-
torer som kobler lokale effekter i lungerne til
systemiske effekter i form af forandringer i
blodet (koagulation), vasomotordysfunktion,
areforkalkning og regulering af blodtrykket.

Afslutning

Mange studier har vist, at luftforurenings-
partikler, dieseludstgdningspartikler og nano-
partikler forarsager vasomotordysfunktion og
areforkalkning i dyr. Der er ogsa overens-
stemmelse mellem observationer pa vaso-
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motordysfunktion og progression af &refor-
kalkning i dyreeksperimentelle undersggelser
0g mennesker efter lungemaessig eksponering
for luftforureningspartikler og dieseludstgd-
ningspartikler. Det er derfor muligt at antage,
at observationerne pa vasomotordysfunktion
og progression af areforkalkning i forsegsdyr
kan generaliseres til mennesker. Nanopartikler
er dog ikke en homogen gruppe af materialer,
og studierne har i nogen grad fokuseret pa
bestemte typer af nanopartikler, som netop
kunne have effekt pa hjerte-kar-systemet.
Nanopartiklers pavirkning af koagulations-
processen, reguleringen af blodtrykket og
hjerterytmevariationen  er  utilstreekkeligt
undersggt, om end de tilgengelige data og
analogislutning til luftforureningspartikler og
dieseludstedningspartikler indikerer, at nano-
partikler ogsa kan pavirke disse vaskulare
funktioner i kroppen.

Det er relativt nemt at undersgge, om speci-
fikke typer of partikler forarsager vasomotor
dysfunktion, areforkalkning, hyperaktivitet af
koagulationssystemet eller forandret hjerte-
rytme, hvorimod det er en vasentlig sterre
arbejdsbyrde at undersgge de mekanismer, der
ligger til grund for partikelinduceret hjerte-kar-
sygdom. Der er behov for at udvide fokus-
omradet fra klassiske risikofaktorer som fx
inflammationsmarkgrer i blodet til andre
arsagsfaktorer, herunder mere komplekse
modeller som bioaktiviteten af multiple
mediatorer i blodet. Afdekning af virknings-
mekanismerne kan anvendes som lgftestang til
at udvikle screeningsmetoder til fareidentifika-
tion af partikler, som kan pavirker risikoen for
hjerte-kar-sygdom.
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Akutfaseresponsets rolle i nanomateriale-induceret

hjerte-kar-sygdom

Af Sarah Sgs Poulsen?, Niels Hadrup?, Anne Thoustrup Saber?, Nicklas Raun Jacobsen?, Ulla

Vogel'?

Indanding af partikler er associeret med
gget sygelighed og dgdelighed. Den stgrste
bidrager til dette er hjerte-kar-sygdomme.
Forskning i nanomaterialers toksicitet efter
indadnding har vist, at et lungemedieret
akutfaserespons kunne spille en afggrende
faktor i sygdomsmekanismerne bag partike-
induceret hjerte-kar-sygdomme. Vi vil i
denne artikel dykke ned i denne mekanisme.

Introduktion

Sammenhang mellem partikuler luftforure-
ning og dgdelighed er blevet beskrevet i flere
studier (1-3). Et af de mest kendte studier
beskrev  @&ndringerne i  partikelniveau,
sygelighed og dedelighed efter et forbud mod
indendgrs afbraending af kul i husholdninger i
Dublin i 1991 (4). Forbuddet reducerede
mangden af sort reg med 0,036 mg/m? (70 %),
hvilket resulterede i et fald i dgdeligheden med
75 per 100.000 personar. Af disse stod hjerte-
kar-sygdomme for 77 % af den reducerede
dedelighed. Dette viser, at partikeleksponering
pavirker hjerte-kar-systemet og @ger risikoen
for sygdomme, herunder areforkalkning.

Den mest relevante eksponeringsvej for luft-
barne partikler i mennesker er ved indanding.
Nanopartikler eller nanomaterialer har sterre
overfladeareal per masseenhed end stgrre
partikler og har derfor potentiale for at veere
mere reaktive. Deres starrelse ger ogsa, at de
treenger dybere ned i lungen end sterre partik-
ler, og da der er flere partikler per masseenhed,
sa vil flere nanopartikler na alveolerne ift.
starre partikler. Disse egenskaber ger, at nano-

! Det Nationale Forskningscenter for Arbejdsmiljg
2 DTU Health

materialer potentielt er mere toksiske end
sterre materialer med samme kemiske sam-
mensatning. Vi har det sidste arti arbejdet med
at kortleegge farligheden af forskellige nano-
materialer. Til dette har vi brugt forsegsdyr, da
vi ikke etisk kan forsvare at udsatte menne-
sker for nanomaterialer i kontrollerede studier.
Derudover er nanomaterialeproduktion for-
holdsvist nyt, og derfor findes der kun meget
fa studier med menneskelig eksponering. For-
delen ved dyreforsgg er ogsa, at man kan
analysere mange vavstyper, som man ikke kan
fa fra frivillige forsagspersoner.

Mus blev eksponeret via luftvejene for nano-
materialer opblandet i en suspension. Vi valgte
forskellige, eksponeringsrelevante doser og
undersggte mange forskelligartede nano-
materialer. Dette var fx kulpartikler i nano-
starrelse  (nano-CB), nanostgrrelse  TiO,
partikler, kulstofnanorer (MWCNT) og flere
typer af grafen. Musene blev aflivet efter for-
skellige tidsintervaller (1-28/90 dage), og blod
og organer blev undersggt for forandringer. En
metode, som vi brugte til at undersgge nano-
materialers toksiske potentiale, var microarrays
(5-9). Med microarray teknikken kan man
male alle andringer i transkriptomet efter
eksponering. Transkriptomet er den komplette
samling af RNA fra fx en organisme, en speci-
fik type veev eller en celletype. | dette projekt
blev lunge- og levervaev analyseret, hvilket
muligger identifikation af mekanismer, bio-
markerer eller gensignaturer for nano-
materialernes toksicitet i disse vaev. Det giver
et meget omfattende billede af hvilke
processer, der pavirkes af nanomateriale-
eksponeringen. Efterfglgende undersggtes de
biomarkgrer, der havde relation til de
identificerede mekanismer.
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Saa som centralt gen

Generelt udlgste lungeeksponeringerne for de
meget forskelligartede nanomaterialer sam-
menlignelige e&ndringer i lungen, hvor inflam-
mation og akutfaseresponset var de processer,
der var mest pavirket (5-9). Det mest udtrykte
gen pa tvers af alle nanomateriale-
eksponeringer var akutfaseresponsgenet serum
amyloid A3 (Saa3). Dette var et vedvarende
respons, da vi fandt Saa3 signifikant udtrykt 28
dage efter eksponeringen (10). Vi sa ogsa en
klar dosis-afhengighed, saledes at bade
foldforggelsen af Saa3 og antallet af
signifikant udtrykte akutfase responsgener steg
med stigende dosis (tabel 1).

Denne markante stigning i ekspressionen af
Saa3 fangede vores interesse af flere grunde.
Saa3 tilhgrer serum amyloid A familien.
Mennesker har to inducerbare SAA isoformer

(SAAL og SAA2), hvorimod mus udtrykker tre
isoformer (Saal, Saa2 og Saa3)(11). I littera-
turen er der generelt konsensus om, at disse
proteiner primert bliver udtrykt i leveren. Da
vi undersggte levertranskriptomet sa vi, at Saa
isoformerne rigtigt nok bliver udtrykt her, men
responset i lungen er meget stgrre og varer
leengere. Faktisk var genekspressionen af Saa
isoformerne i leveren tilbage pa normalniveau
allerede 3 dage efter eksponering. Derudover
sa vi ogsa at hvor Saa3 var det mest udtrykte
gen i lungen, sa var Saal det mest udtrykte gen
i leveren. Vi fandt ligeledes en signifikant
korrelation mellem Saa3 mRNA niveauer og
en signifikant og vedvarende stigning i SAA3
protein i blodet pa musene. Det indikerer, at
SAA3-proteinet i blodet kunne stamme fra
lungen og ikke fra leveren.

Tabel 1. Differentiel ekspression af akutfaserespons gener og Saa3 i mus efter eksponering for forskellige

nanomaterialer pa forskellige tidspunkter (10).

Dage efter eksponering 1 3 28
Dose per dyr 18 pg 54 ug 162 pg 18 ug 54 ug 162 pg 18 pg 54 ug 162 pg
TiO2 nanopartikler
Antal AFR gener 0 5 10 3 1 3 1 2 3
Fold forggelse af Saa3 mRNA 1,8 87 368 11 2,6 19 1 1,8 5,5
Carbon black nanopartikler
Antal AFR gener 0 7 10 0 0 4 0 0 2
Fold forggelse af Saa3 mRNA 63 237 294 8,3 24 51 1,1 5 22
Multi-walled carbon nanotubes
Antal AFR gener 5 5 10 IB 1B IB B 1 B
Fold forggelse af Saa3 mRNA 52 151 95 39 152 612 7,9 29 88

IB: Ikke bestemt. AFR: Akutfaserespons. Antal AFR gener er bestemt med DNA microarray. Fglgende gener
blev identificeret som AFR gen: Acadm, Ahsg, Angptl4, Apex1, Cd163, Creb3l3, Crp, Csf3, Epo, Esrra, F2, F8,
Fgf21, Fn2, Hamp, Hnfda, Hp, ll1rn, 1122, 116, 1l6st, Ins2, Itih4, Lbp, Lcn2, Mrgpra3, Nrlh4, Nr5a2, Ormi,
Orm2, Prlr, Reg3a, Reg3b, Reg3g, Rela, Seppl, Serpinalb, Serpina3n, Serpinf2, Sigirr, Sim2, Smad3, Stat3,
Stat5b, Sult2al, Saal, Saa2, Saa3, Saa4, Saal3, Tsc2 og Vimp. Gener med en foldendring pa + 1,5 og en p-
verdi < 0,05 blev taget i betragtning.
Foldforggelse af Saa3 mRNA niveauer blev bestemt med gRT-PCR. Saa3 niveauer blev normaliseret til 18S

niveauer.
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Figur 1. Dosisafhaengigt akutfaserespons i frivillige 24 timer efter eksponering for ZnO nanopartikler i 4 timer.
16 frivillige blev eksponeret for ZnO nanopartikler i 0, 0,5, 1 eller 2 mg/m? i 4 timer pé forskellige tidspunkter.
@verst: C-reactive protein (CRP). Nederst: Serum amyloid A (SAA). Blodniveauer af CRP og SAA blev bestemt
far, lige efter og 24 timer efter eksponeringen, samt far den forste og efter den sidste eksponering. *statistisk

signifikant forskelligt (Bonferroni). Fra (13).
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Partikelmedieret SAA forggelse hos
mennesker

Et nyligt publiceret humant studie bekraeftede
den sammenhang mellem nanomateriale-
eksponering og ggede blodniveauer af SAA,
som vi havde fundet i mus (12). De viste, at
indanding af ZnO partikler i nanosterrelse
inducerede dosisafhangigt akutfaserespons i
mennesker. Der deltog 16 frivillige i studiet,
og de blev eksponeret for 0, 0,5, 1 eller 2
mg/m® ZnO nanopartikler i 4 timer pa 2
forskellige dage med 2 ugers mellemrum.
Dagen efter eksponeringen blev niveauerne af
forskellige  blodproteiner malt, herunder
akutfaseresponsproteinerne SAA og CRP. CRP
niveauet var statistisk signifikant forgget ved 2
mg/m3, hvorimod SAA niveauet var
dosisafhangigt forgget ved 1 og 2 mg/m?. No-
effect-level (NOEL) blev bestemt til 0,5 mg/m?3
(figur 1) (12). Det er veerd at notere, at
eksponeringsniveauerne i dette studie er noget
under greensevaerdierne for ZnO i det danske
arbejdsmiljg (5 mg/m® ZnO, svarende til 4
mg/m?3 Zn).

Hvad betyder forhgjede SAA niveauer for
organismen?

Effekten af forhgjede SAA blodniveauer er
blevet undersggt i transgene Apoe”’~ mus. Mus
med hgj produktion af SAA1, havde mere are-
forkalkning end mus med en normal produk-
tion af SAA1l (14). Lignende sammenhzng
blev senere pavist i et andet studie, hvor over-
ekspression af SAA3 protein accelererede are-
forkalkning (15). Samme studie viste ogsa, at
mus, der havde faet alle deres Saa gener deak-
tiveret, havde signifikant mindre areforkalk-
ning end mus med et fungerende Saa3 gen
(15). Dette fremhever, at overproduktion af
SAA proteiner, bade enkeltvist og sammen,
farer til gget risiko for hjerte-kar-sygdom.

Hos mennesker er SAA protein i blodet,
sammen med c-reaktive protein (CRP), blevet
identificeret som en risikofaktor for hjerte-kar-
sygdom i prospektive, epidemiologiske studier
(16, 17). Her blev det vist at SAA og CRP
baselineniveauer kunne forudsige gget risiko

for hjerte-kar-sygdomme som blodpropper og
slagtilfelde, sdledes at en 5-fold ggning i SAA
niveauer var associeret med en 3-fold gget
risiko (16). Sa desto mere SAA protein i
blodet, desto hgjere risiko for hjerte-kar-
sygdom.

Mulig mekanisme

SAA er et akutfaseresponsprotein. Akutfase-
responset er defineret som en systemisk
reaktion pa akutte og kroniske inflammatoriske
tilstande, fx bakterielle infektioner, vavs-
beskadigelse og veevsded (18). Akutfase-
responset bestar af en raekke serumproteiner,
hvis niveauer i blodbanen stiger eller falder
mindst 25 % ved betendelsestilstande. Af
disse ses den starste stigning hos proteinerne
SAA og CRP, hvis niveauer kan veere op til
1.000 gange forgget i blodet. SAA-proteinerne
tiltreekker neutrofile celler (19, 20). Dette
observerede vi ligeledes i vores studier, hvor vi
fandt en sammenhang mellem influx af
neutrofile celler i lungen og Saa3 mMRNA
niveauer i lungen (21). Men derudover kan
SAAproteiner ogsa modificere lipoproteinerne
i blodet, specielt high-density lipoprotein
(HDL) (22, 23). Dette mindsker HDLs evne til
at fjerne kolesterol fra blodvaeggen og fra
organerne, hvorved kolesterol ophobes. Her vil
det veere op til makrofager, som er kroppens
primere ’adeceller’ eller *skraldemandsceller’,
at forsgge at fjerne dette. Forsgg har vist, at
makrofager kan blive omdannet til ’skum-
celler’, hvis de bliver udsat for SAA-protein og
for HDL, som indeholder SAA (24). Skum-
celler er en primear komponent i de plaks, som
dannes pa indersiden af blodkarrene i for-
bindelse med areforkalkning. Det betyder at
SAA fremmer dannelsen af plaks, og dermed
areforkalkning.

Pa grund af SAAs evne til at modificere HDL
har vi ogsa undersegt, om lipidbalancen i
musenes blod bliver pavirket af lungeekspone-
ring for nanomaterialer. Vi observerede bade
forgget low-density lipoprotein (LDL) og
kolesterolniveauer i  blodplasmaet efter
eksponering for MWCNTSs og nano-CB (5, 7).
Lignende endringer i lipidbalancen og akut-
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Figur 2. Eksponering i lungerne for nanomaterialer inducerer et sterkt lungeakutfaserespons. Dette farer til
systemisk cirkulation af akutfaseproteiner, hvilket farer til &ndringer i lipidbalancen, navnlig forggede niveauer
af kolesterol og LDL. Forggede niveauer af akutfaseproteiner, kolesterol og LDL i blodet er alle risikofaktorer

for areforkalkning og heraf hjertekarsygdomme.

faseresponsproteiner efter lungeeksponering
for andre typer af MWOCNTs er blevet
beskrevet i et andet studie i hanmus (12). For-
ggede niveauer af LDL og kolesterol i blod-
banen er risikofaktorer for udvikling af hjerte-
kar-sygdomme.

SAA og CRP som biomarkarer for partikel
eksponering

CRP bliver pa nuvaerende tidspunkt brugt som
biomarkegr til screening for  systemisk
inflammation (25), og der findes allerede sen-
sitive og palidelige assays til maling af CRP og
SAA (26). Men brugen af disse som bio-
markerer for hjerte-kar-sygdomme vanskelig-
geres af, at niveauerne af SAA og CRP bliver
pavirket af mange forskellige faktorer som
body mass index, rygning, kronisk inflamma-
tion, brugt af anti-inflammatorisk medicin og
infektioner (18, 27, 28). Som far navnt, sa kan
SAA og CRP niveauer i blodet stige 1000-fold
ved bakterielle infektioner (18), hvorimod

inhalation af ZnO i arbejdsrelaterede relevante
doser resulterede i en 10-fold stigning (12).
Stigningen ved partikuleer luftforurening er
sandsynligvis endnu mindre. Faktisk viste et
studie, der associerede luftforureningsmodeller
fra satellitbilleder og CRP niveauer i 30.034
deltagere, at 5 pg/m® stigning i PMys var
associeret med en 1,31 % stigning i CRP efter
justering for andre faktorer (29). Selvom
stigningen kan have stor betydning for risikoen
for at udvikle hjerte-kar-sygdomme, s& kan sa
lille en stigning veere sveer at opdage i arbejds-
relaterede biomonitoreringsstudier, hvor inter-
individuel variation i basalniveauer af CRP og
SAA kan veere stor (27, 30, 31).

Fra partikeleksponering til areforkalkning

Vores studier viser, at lungeeksponering for
nanomaterialer farer til en sterk opregulering
af Saa generne, specielt Saa3, i lungerne (figur
2). Dette farer til ggede niveauer af SAA pro-
tein i blodbanen. Forgget SAA protein i blodet
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efter partikeleksponering er ligeledes bevist i
forseg med mennesker. Ud over dets immun-
modulerende effekter sa pavirker SAA lipid
balancen ved at mindske HDLs evne til at
fjerne Kkolesterol og omdanne makrofager til
skumceller. Sandsynligvist som fglge heraf
stiger mangden af kolesterol og LDL i blod-
banen. Alle disse @ndringer accelererer dan-
nelsen af plaks i blodarene, hvilket kan fare til
arefolkalkning og hjerte-kar-sygdomme (figur
2). Nanomaterialer har, med deres store over-
fladeareal og evne til at na alvolerne, potentiale
til at pavirke denne proces i meget starre grad
end sterre materialer af samme kemiske kom-
position.
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Nanopartikler og kreeft

Af Pernille Hggh Danielsen?, Nicklas Raun Jacobsen?, Sarah Sgs Poulsen?, Peter Mgller? og

Ulla Vogel*

Introduktion

Det har lenge veeret antaget, at indanding af
nogle nanomaterialer er forbundet med forgget
risiko for kraeft. Formodningen er specielt
baseret pa observationer fra arbejdsmiljget,
hvor respirabelt kvartsstav  (lungekreft),
svejserag (lungekreeft) og asbest (lungekreeft
og lungehindekraft) er klassiske anderkendte
karcinogener.

Verdenssundhedsorganisationens  Internatio-
nale Agentur for Kreftforskning (IARC)
spiller en fremtraedende rolle ved klassifikation
af kemikalier eller andre stoffers kraeftfrem-
kaldende egenskab hos mennesker. Kort
beskrevet vil observationer om forgget kreeft-
forekomst hos mennesker resultere i en Kklassi-
fikation som Gruppe 1 karcinogen, hvis
metodemaessige fejl i de epidemiologiske
studier kan udelukkes. Evalueringer, som ude-
lukkende er baseret pa forsggsdyr, kan opna en
Klassifikation som sandsynligvis (Gruppe 2A)
eller muligvis (Gruppe 2B) kraftfremkaldende.
Stoffer eller eksponeringer, hvor der ikke er
tilstreekkelig evidens for kreeftfremkaldende
effekt hos mennesker eller dyr, klassificeres
som Gruppe 3. Mekanistiske undersggelser kan
anvendes til at opgradere eller nedgradere
Klassifikationen ud fra viden om, at den kreeft-
fremkaldende effekt kan forventes at fore-
komme hos mennesker.

IARC har tidligere vurderet den kraeftfrem-
kaldende egenskab af partikler sdsom respi-
rabelt kulstof (carbon black (CB)) og titanium-
dioxid (TiO) og fibre som fx asbest. Tabel 1

! Det Nationale Forskningscenter for Arbejdsmiljg

2 Afdeling for Miljg og Sundhed, Institut for
Folkesundhedsvidenskab, Kgbenhavns
Universitet

viser eksempler pa IARCs Kklassifikation af
forskellige partikler og fibre, som mennesker
udsaettes for i arbejdsmiljget, hjemmemiljget
eller det ydre miljg. Det er specielt bemarkel-
sesveerdigt, at IARC ved flere lejligheder har
vurderet de kraeftfremkaldende egenskaber for
mennesker for materialer som fx CB eller
asbest. Det var dog ferst i 2014, at IARC
vurderede den kreeftfremkaldende effekt af et
nanomateriale i monografien ”Some Nano-
materials and Some Fibres” (/). Nanomateria-
ler er her defineret som bevidst fremstillede
eller designede produkter med specifikke egen-
skaber i tilknytning til deres starrelse, form,
overfladeegenskaber eller kemi. Selve mono-
grafien blev offentliggjort i 2017 og indeholder
en noget pauver konklusion, idet kun én type
af kulstofnanorgr (MWCNT-7) blev klassi-
ficeret som muligvis kraftfremkaldende for
mennesker (2).

Den specifikke type kulstofnanorer (MWCNT -
7) har samme klassifikation som CB og TiO,
der begge er muligt kreftfremkaldende for
mennesker (gruppe 2B). Der er dog den for-
skel, at klassifikationen af kulstofnanorar ude-
lukkende er baseret pa dyreeksperimentelle
studier, mens epidemiologiske undersggelser
pa CB- og TiOz-eksponerede arbejdere ikke
har fundet tilstreekkelig evidens for forgget
risiko for kreeft (3), om end begge er kreeft-
fremkaldende hos rotter ved lungeeksponering
(4,5). De epidemiologiske studier har dog alle
en raekke vigtige svagheder, bl.a. at der ikke er
information om partikelstarrelse (er der ekspo-
nering for nanopartikler?), endsige andringer i
partikelstarrelse over tid. Andre eksponeringer
som fx fibre (asbest, erionit fibre, fluro-edinite
fibre) og partikuleer luftforurening i udendars-
miljget, indendgrsmiljget (biomasseforbreend-
ingsprodukter), dieseludstgdning (partikler)
eller arbejdsmiljget (treestov) er tydeligere

miljg og sundhed 26. argang, nr. 2, december 2020

45



Tabel 1. Eksempler pa partikler, fibre og komplekse blandinger med partikler (fx luftforurening) og stav, som

IARC har undersggt for kreeftfremkaldende egenskaber.

Type IARC gruppe Arstal (monografi volumen) for klassifikationen

Asbest? 1 1973 (2), 1977 (14), 1989 (Suppl. 7), 2012 (100C)

Carbon black 2B 1973 (3), 1984 (33), 1987 (Suppl. 7), 2010 (93)

Kvartsstav® 1 1983 (31), 1987 (42), 1987 (Suppl. 7), 1999 (73), 2012
(100C)

Talkumstgv 3 1987 (42), 1987 (Suppl. 7)

Erionite fibre 1 1987 (42), 1987 (Suppl. 7), 2012 (100C)

Mineraluld® 3 1988 (43), 2002 (81)

Dieseludstgdning 1 1989 (46), 2014 (105)

Titaniumdioxid 2B 1989 (47), 2010 (93)

Treestov 1 1995 (62), 2012 (100C)

Kobolt/tungsten karbid 2A 2006 (86)

Biomasseforbraending 2A 2010 (95)

Udendgrsluftforurening 1 2016 (109)

Flour-edenite fibre 1 2017 (111)

Kulstofnanorgrd 2B 2017 (111)

aSeneste vurdering omfatter alle former for asbest som kreeftfremkaldende for mennesker (chrysotile, crocidolite,
amosite, tremolite, actinolite, and anthophyllite). PInkluderer kristobalit og krystalinsk silica. “Mineraluld
(herunder stenuld og glasuld, som bruges til isolering) er klassificeret som gruppe 3, mens andre syntetiske fibre,
som kun anvendes i specielle formal, er klassificeret i gruppe 2B. “Klassifikationen gruppe 2B omfatter kun
MWCNT-7. Andre kulstofnanorgr end MWCNT-7 er kategoriseret i gruppe 3.

associeret til en eller flere kraeftformer i epide-
miologiske undersggelser. Eksponeringen for
nanomaterialer er stadig relativt ny, og epide-
miologiske undersggelser af lungekreft eller
lungehindekraft kreever mange ars opfelgning.
Derfor har meget af forskningen om nano-
materialers  kraeftfremkaldende egenskaber
fokuseret pa at undersgge virkningsmekanis-
merne for partikel- og fiberinduceret skade pa
kroppens celler og herunder afklare hvilke
fysiske og kemiske egenskaber, som spiller en
afgarende rolle for disse virkningsmekanismer.

Virkningsmekanismer for kreeftudvikling
ved udseettelse for nanopartikler og fibre

De arsager, som ligger til grund for kreeft-
udvikling ved udsettelse for fibre og nanopar-
tikler, kan opdeles i ikke-genetiske (inflamma-
tion, oksidativt stress, vaevsskade og regener-
ation) og genetiske (DNA-beskadigelse)
virkninger. Figur 1 viser de gaengse hypoteser
for, hvordan fibre og nanopartikler kan

forarsage kraeft. Udviklingen af oksidativt
stress og inflammation antages at veere vigtige
virkningsmekanismer igennem hele processen
fra udseettelsen til den kliniske observation af
tumorer. Eftersom oksidativt stress kan forar-
sage inflammation og vice versa, er det over-
ordnede billede, at nanomateriale-eksponerede
celler har et pro-oksidant og pro-inflamma-
torisk miljg (6). Desuden er eksponeringstiden
afgerende for kraeftrisikoen, idet kun ved-
varende inflammation (og oksidativt stress)
forarsager vaevsskade og efterfalgende regene-
ration (eller fibrose (7)). Saledes er bioper-
sistente partikler og fibre mere farlige i forhold
til kreeftudvikling end let nedbrydelige nano-
materialer. Et eksempel pa let nedbrydelige
materialer, der ikke forarsager lungekraft, er
glasuld og stenuld, som anvendes til isolering
(8). Ved tilstreekkelig hgj udsettelse for
biopersistente materialer overbebyrdes de
biologiske systemer, som fjerner fremmed-
stofferne, og der sker en gradvis ophobning af
fibre eller partikler i lungerne.
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Figur 1. Udvikling af kreft ved eksponering for nanomaterialer. Disse materialer forarsager oksidativt stress,
som er en ubalance, hvor niveauet af reaktive iltforbindelser overstiger kapaciteten af det antioksidante forsvars-
system. Ligeledes kan udsettelse for nanomaterialer forarsage inflammation. Dette pro-oksidante og pro-
inflammatoriske miljg i lungevavet eller cellerne kan forarsage oksidation af DNA, lipider og proteiner. DNA-
skaderne kan forarsage blivende forandringer som mutationer og kromosomforandringer, om end sidstnavnte
ogsa kan dannes ved direkte beskadigelse af det mitotiske apparat i cellerne. Disse forandringer anses for at vare

begyndelsesstadiet af kraeftudviklingen.

Det pro-oksidante og pro-inflammatoriske
miljg i cellerne forarsager DNA-skader, muta-
tioner og strukturelle kromosomforandringer.
Derudover kan kulstofnanorgr  forarsage
aneuploidy (dvs. forandret antal kromosomer)
og specielt polyploidy (dvs. gget antal kromo-
somer) ved direkte at forstyrre det celluleere
mitotiske apparat, herunder mikrotubuli og
centrosomer (9). Generelt vil et pro-oksidant
og pro-inflammatorisk milje i cellerne fremme
udviklingen af forandrede celler til tumorer,
hvilket er en proces, som for lungekreft og
lungehindekreft tager flere artier hos menne-
sker.

Carbon black & kreeft

CB er en vigtig gruppe af fint sort pulver, som
benyttes i en lang raekke produkter. Blandt de
vigtigste er forsterkning af gummiprodukter
som bildek samt farvning af materialer (via
maling, toner eller printerblak). Yderligere til-
settes CB visse produkter pa grund af dets

elektrisk ledende eller UV- beskyttende egen-
skaber. CB er med en arlig produktion pa over
10 millioner tons en af de helt store industrielle
kemikalier (3) og det mest brugte nano-
materiale i verden.

CB er tidligere blevet benyttet i forsknings-
projekter som en negativ partikelkontrol, da
man troede, at CB var uden effekt (10), hvilket
formodentligt har veeret med til maskere dele
af de effekter, som andre partikler har. Under
studier med en specifik CB kaldet Printex 90
blev vi pd NFA opmarksomme pa, at CB kan
forarsage toksikologiske effekter i sig selv
(11,12). Siden har flere projekter, blandt andet
pa NFA, fokuseret pa at afdekke mekanis-
merne bag de observerede biologiske effekter.
Dette har vist, at CBer generelt har en meget
stor overflade (~30-500 m?/g), producerer store
meengder af reaktive iltforbindelser og inde-
holder meget fa urenheder (metaller og tjaere-
stoffer (PAHer)) (13,14,15,16). Blandt und-
tagelserne er eksempelvis Sterling V med et
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Figur 2. Skematisk illustration over cellernes mulige respons ved skader pa DNA. Flere &ndringer i DNA i
samme celle kan fare til kreeft (frit efter figur af Schins og Hei (30)).

PAH-indhold, der minder om dieselpartiklers
(17) og Printex XE2B med et endnu stgrre
overfladeareal pa over 1000 m?/g.

Generelt har vi observeret, at Printex 90
forarsager inflammation og skader pa DNA
(DNA-strengbrud). Dette er fundet i en lang
reekke forskellige forsgg bade i cellekulturer
(11, 16, 18, 19, 20, 21) og i dyr efter inhalation
af Printex 90 eller deponeret i lungen (kaldet
intratrakeal instillation) (13, 33, 23, 24, 25, 26,
27, 28). Ved dyreforsgg er DNA-skader obser-
veret bade i celler, som kan skylles ud af
lungen (eks. makrofager og neutrofile celler), i
selve lungeveaevet og i leveren. De fleste af
disse forsgg er udfert i mus ved doser pa 18-
162 pg deponeret i lungen svarende til 1-9
dages arbejdseksponering ved den danske
greenseveardi (3,5 mg/m®). Det er dog veerd at
bemaerke, at der for Printex 90 er foretaget et
lavdosisforsgg, hvor 0,67, 2 og 6 pg blev
deponeret i lungen pd mus (22). Her blev der
observeret DNA-skader bade kort efter ekspo-
neringen (1 og 3 dage), men ogsa lengere tid
efter eksponeringen (28 dage). Den laveste af
disse doser svarer til ~20 minutters ekspone-
ring ved den danske graenseveerdi. Da der kun
blev observeret en kortvarig og relativt
begraenset inflammation, ma skaderne veere
forarsaget af partiklernes evne til i sig selv at
producere skadelige forbindelser. Tilsvarende
ger sig geldende ved DNA-skader observeret i
leveren. Et studie fra Dansk Center for
Nanosikkerhed viste, at 3 forskellige nano-

materialer (TiO,, CeO, og Printex 90) alle
forarsagede inflammation i lungen, og at en
mindre del af partikler kunne flytte sig til
leveren. Af de tre materialer var det dog kun
Printex 90, som producerede store mangder
reaktive iltforbindelser og forarsagede DNA-
skader i leveren (29). Resultaterne tyder
dermed pa, at CB forarsager genotoksicitet via
partikel-inducerede reaktive iltforbindelser og
dermed uden teerskeleffekt. Denne information
er vigtig i forhold til helbredsbaserede granse-
veerdier i arbejdsmiljget.

Det er vigtigt at notere, at tests for skader pa
DNA (eksempelvis comet-assay) giver et gje-
bliksbillede af skadesniveauet. Langt de fleste
DNA-skader, som CB forarsager, vil blive
repareret af forskellige mekanismer i cellerne,
hvorefter cellen kan forsette pa normal vis;
kun fa DNA-skader farer til endret arve-
materiale (DNA-mutationer) og videre til kraeft
(figur 2).

For at dokumentere om nogle af skaderne pa
DNA fordrsaget af Printex 90 kunne fere til
@ndringer i DNA (mutationer) og dermed en
retning imod kraeft, eksponerede vi en celle-
linje fra lungeoverfladen pa mus i leengere tid
(~1 maned). I cellerne fandt vi, at udsattelse
for Printex 90 resulterede i gget antal muta-
tioner (11). Stigningen i mutationer var pa et
niveau lignende det, som dieselpartikler gav
ved tilsvarende forsgg (20). En efterfglgende
gensekventering (aflesning af den genetiske
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Figur 3. Sammenhangen mellem reaktive iltforbindelser produceret af Printex 90 og mutationer. En lignende
arsagssammenhang forventes for alle partikler, som forarsager hgj produktion af reaktive iltforbindelser.

kode) viste, at Printex 90-eksponeringen med-
fgrte en stigning i endringer i DNA (udskift-
ning af DNA-baser), som er tet forbundet med
DNA-reaktioner med reaktive iltforbindelser
(eks. 8-0x0-dG). Herudover medfgrte Printex
90-eksponeringen ogsa, at bade kortere og
lengere DNA-sekvenser blev helt fjernet.
Dette skyldes sandsynligvis, at partiklerne for-
styrrer det system, som kopierer DNA ved
celledelinger (19).

Gennem de sidste 15 ar har vi pa NFA og
andre steder i verden foretaget meget forskning
i CB og serligt Printex 90. Resultaterne passer
godt sammen og giver et indtryk af en ring, der
er sluttet. CB producerer en hgj maengde af
reaktive iltforbindelser. Eksponering forer til et
pro-oksidant og pro-inflammatoriske miljg i
lungen. Langerevarende eksponering forer til
forskellige DNA-skader, hvoraf nogle inkorpo-
reres i DNA som mutationer. Mutationer som
ved nermere analyse er forarsaget af DNA-
interaktioner med reaktive iltforbindelser.
Mutationer er den primare arsag til udvikling
af kreeft, og baseret pa ovenstaende betegner vi
CB som kreftfremkaldende.

Dieselpartikler & kraeft

Dieseludstgdning bestar af 1) forbraendings-
partikler bestdende af en kulstofkerne med
forskellige PAHer og metaller pa overfladen
0g 2) en gas/dampfase indeholdende flygtige

organiske forbindelser, nitrogenoxider og car-
bonoxider. Starstedelen af dieselpartiklerne er i
nanostgrrelse ved udledningen (31, 32). Arbej-
dere kan udsettes for dieseludstgdning pa
deres arbejdspladser (33, 34, 35), men ogsa
den generelle befolkning udsettes for lavere
meaengder via udendgrsluften, hvilket ger
dieselpartikler til en potentiel helbredsfare for
rigtig mange mennesker. Udseattelse for diesel-
udstedning er associeret med alvorlige hel-
bredseffekter hos mennesker sasom lungesyg-
domme (36, 37), hjerte-kar-sygdom (38, 39) og
lungekreeft (40). Lungeinflammation og lunge-
kreeft vurderes til at veere de kritiske helbreds-
effekter (41). IARC Klassificerede i 2014
dieseludstedning som et gruppe 1 karcinogen
med tilstreekkelig videnskabelig evidens fra
dyrestudier og epidemiologiske undersggelser
(42). 1ARC konkluderede, at dette var
geldende for komplet dieseludstadning, for
dieselpartikler isoleret set og for ekstraktioner
af dieselpartikler (dvs. den organiske fraktion),
men derimod ikke for gasfasen af dieseludstad-
ning (dvs. uden partikler). Det betyder at den
kreeftfremkaldende effekt antageligvis drives af
partiklerne (42).

Ligesom for de tekniske nanomaterialer er
virkningsmekanismerne  for  dieselpartikler
relateret til gget inflammation, produktion af
reaktive iltforbindelser, oksidativt stress og
genotoksicitet (43). Den vasentligste forskel
mellem CB nanopartikler og dieselpartikler er

miljg og sundhed 26. argang, nr. 2, december 2020

49



Udvikling af lungetumorer i rotter der har indandet

45
40 ' ®DE ®TIO2 ®CB
35
30
25
20
15

Procent rotter med lungetumorer
oo

Dieseludstgdning (DE), TiO, eller Carbon Black (CB) nanopartikler

Partikel-koncentration (mg/m?3)

Figur 4. Dieseludstgdning, TiO, og CB nanopartikler har meget ens kraftfremkaldende potentiale i rotter.
Heinrich et al (1995) (4) udfarte et stort 2-arigt dyreforsgg hvor rotter indandede diesel udstgdning, TiO, (P25)
eller CB (Printex 90) nanopartikler. Mauderly et al. (1994) (5) udfarte ligeledes et 2-arigt forsgg hvor rotter
indandede dieseludstgdning og CB (Elftex-12 furnace black). Bade dieseludstgdning, CB og TiO, nanopartikler
forarsagede udvikling af lungetumorer i rotter. Som det ses af figuren, ligger de 3 partikeltyper pd samme dosis-
responskurve, hvilket tyder pd, at de har ens kraftfremkaldende potentiale. TiO, nanopartiklerne (P25)
inducerede lungekreeft i 32 % af rotterne ved 10 mg/m?, hvilket svarer til den nuveaerende danske graenseveerdi for

TiO, pa 6 mg/m? Ti.

sidstnaevntes indhold af PAH og metaller. Der-
udover giver CB nanopartikler en langt hgjere
produktion af reaktive iltforbindelser end
dieselpartikler i eksperimentelle forsgg bade
med og uden celler, hvilket blandt andet kan
tilskrives CB nanopartiklernes lille starrelse og
deraf store overfladeareal (20). Studier i celler
(11, 20) savel som rotter (44, 45) har vist, at
dieselpartikler er lige sa mutagene som CB
nanopartikler, hvorimod rotter ikke far lunge-
kreeft efter indanding af filtreret diesel-
udstedning, hvor partiklerne er filteret fra (46).
Imidlertid har celleforsgg vist, at CB nano-
partikler primert giver basetransversioner af
typen G:C—T:A, G:C—C:G og A:T-T:A i
DNA’et (19), hvilket er forskelligt fra den
primaert forekommende transversion
G:C—A:T ved eksponering med dieseludstad-
ning (47). Herudover viser dyrestudier med
mus omkring det samme niveau af DNA-skade
i lungevaev efter udseettelse for tilsvarende
doser af henholdsvis CB nanopartikler og

dieselpartikler (13, 23). Dette indikerer at dan-
nelsen af oksidative DNA-skader (pga. reak-
tive iltforbindelser) er en betydende faktor for
mutageniciteten af CB nanopartiklerne, i mod-
s&tning til dieselpartiklerne, hvor andre meka-
nismer sasom PAH-inducerede DNA-addukter
sandsynligvis spiller ind (20). I et nyligt studie
fra Dansk Center for Nanosikkerhed 2 blev
effekten af indanding af dieseludstedning
undersggt i 29 forsggspersoner siddende som
passagerer (6 timer per forsggsdag) i et diesel-
drevet tog, hvilket blev sammenlignet med
effekten af indanding af luften i et elektrisk
drevet tog pa en tilsvarende forsggsdag (35).
Tre dages udseettelsen for dieseludstedning i et
dieseldrevet tog var associeret med nedsat
lungefunktion og systemiske effekter i form af
ggede niveauer af DNA-strengbrud i blod-
cellerne, hvorimod der ikke fandtes g@gede
niveauer af oksidative DNA-skader i blodcel-
lene (35).
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Figur 5. Sammenhaeng mellem diameter af kulstofnanorgr og DNA-skade malt som %DNA i comet-assay. Mus
blev eksponeret for kulstofnanorgr ved lungedeponering, og DNA-skade blev malt i lungeveevet efter 28 dages
eksponering. Niveauet af DNA-skade stiger med stigende diameter. Det skyldes sandsynligvis, at kulstofnanorar
er stivere og mere nale-lignende jo flere lag de indeholder og dermed jo tykkere de er.

IARC konkluderer i deres evaluering, at meka-
nismerne for kraeftudvikling forarsaget af
dieseludstedning er komplekse, og at en enkelt
mekanisme sandsynligvis ikke dominerer (42).
Mange eksperimentelle studier har undersggt
betydningen af nanopartiklers fysiske og
kemiske egenskaber for deres farlighed, da
dette er vigtigt for eksempelvis at kunne
forudsige de tekniske nanopartiklers toksicitet,
inden de settes i produktion (sékaldt “’safe-by-
design”). Forekomsten af PAHer og metaller
afhenger bade af forbreendingsforholdene (fx.
motortypen og effektiviteten af forbreendingen)
savel som dieseltypen (fx ved tilsetning af
vegetabilske olier og/eller animalsk fedt). Et
nyligt dyrestudie med mus fra Dansk Center
for Nanosikkerhed 2 havde til formal at under-
sgge betydningen af dieselpartiklers fysiske og
kemiske egenskaber i forhold til forekomsten
af lungeinflammation og DNA-skade i lunge-
og levervaev (48). Forsgget viste, at partikler-
nes overfladeareal, mangden af kulstof og
PAH modsvarede niveauet af inflammatoriske
(neutrofile) celler i lungerne malt 24 timer
efter at musene fik en enkelt dosis dieselpar-
tikler i lungerne (48). Derudover modsvarede
produktionen af reaktive iltforbindelser (uden

celler) niveauerne af genotoksicitet (malt som
DNA-skade) i lunge- og levervaev henholdsvis
28 0g 90 dage efter en eksponering, hvorimod
PAH ikke korrelerede med DNA-skader (48).

NFA har efter gnske fra Arbejdstilsynet for
nyligt udarbejdet et forslag til en helbreds-
baseret grenseveerdi  for  dieselpartikler
https://www.ft.dk/samling/20191/almdel/BEU/bilag/101/index.htm.
Arbejdsgruppen fra NFA konkluderede, at
dieselpartikler inducerer mutagenicitet og
kreeft via en ikke-teerskelmekanisme. | rappor-
ten blev der anvendt forskellige metoder til
beregning af lungekraftrisiko ud fra enten en
meta-analyse af epidemiologiske undersggelser
af sammenhangen mellem udsattelse for
udstedning fra dieselmotorer og lungekraeft
(39, 49) eller ud fra kroniske inhalationsstudier
i rotter (4, 50). Forslagene til en graenseveerdi
for dieseludstgdningspartikler er pt under
behandling i arbejdsmiljgsystemet.

I beregningerne af lungekreftrisiko kan man
sammenligne de helbredsbaserede risiko-
estimater, man far ved brug af dyreforsgg med
risikoestimater fra epidemiologiske studier
(51). Det er meget vigtig viden, netop fordi vi

miljg og sundhed 26. argang, nr. 2, december 2020

51


https://www.ft.dk/samling/20191/almdel/BEU/bilag/101/index.htm

endnu ikke har gode epidemiologiske studier
med alle de nye tekniske nanomaterialer, og
fordi en sadan viden kan bruges til at fore-
bygge eksponering for kraftfremkaldende
nanomaterialer i arbejdsmiljget. Sammenlig-
ningen mellem risikoestimater baseret pa dyre-
forseg og epidemiologiske studier viste, at
risikoestimaterne var nogenlunde ens, og at
dyreforsggene ikke overestimerede risikoen for
lungekreeft (51).

Kulstofnanorgr & kraeft

Kulstofnanorgr er fibre eller rar, der er 1-100
nanometer i diameter, mens de kan veere fra fa
nanometer til mange mikrometer i leengden. De
kan veaere kemisk modificerede pa overfladen
og indeholde varierende typer og meangder af
urenheder - typisk metaloxider fra syntesepro-
cessen. Det er derfor en gruppe af tekniske
nanomaterialer med meget varierende fysisk-
kemiske egenskaber. Overordnet set er kulstof-
nanorgr lange fibre i nanosterrelse og dette har
gennem arene vakt betydelig bekymring, fordi
de derved ligner asbest og falgeligt misteenkes
for at vaere kreftfremkaldende pa samme
made.

Som navnt i introduktionen blev én specifik
type af kulstofnanorer (MWCNT-7) klassifi-
ceret som muligvis kraftfremkaldende for
mennesker af IARC i 2017 (2). IARCs evalu-
ering er baseret pa eksperimentelle studier i
celler og dyr, da der pa davearende tidspunkt
og heller ikke pa nuverende, ikke fandtes data
om toksicitet i mennesker eller epide-
miologiske studier. IARC konkluderede i deres
rapport, at der er sterk evidens for, at kulstof-
nanorgr kan resultere i kreftudvikling i
menneskeceller ved en genotoksisk meka-
nisme, da der i cellekulturer og dyrestudier er
fundet forggede niveauer af DNA-skade,
mutationer, mikrokerner og kromosom-
@ndringer. Efter IARC-evalueringen har et 2-
ars inhalationsstudie vist, at MWCNT-7 (ogsa
kaldet Mitsui-7) forarsager lungekreft hos
rotter efter indanding selv ved relativt lave
doser (52).

Ligesom for andre typer af nanomaterialer har
mange eksperimentelle studier haft til formal at
undersgge betydningen af kulstofnanorgrs
fysiske og kemiske egenskaber for deres farlig-
hed. | et dyrestudie fra Dansk Center for
Nanosikkerhed blev mus eksponeret for 10
forskellige typer af kulstofnanorgr via lunge-
deponering, og resultaterne viste tydeligt, at
der var forskel i kulstofnanorgrenes evne til at
forarsage lungeinflammation og DNA-skade
(53). Dog blev der ikke fundet en dosis-
respons sammenhang for DNA-skade. Ved
hjelp af multipel regressionsanalyse blev
betydningen af de forskellige fysisk-kemiske
egenskaber undersggt, og man fandt, at
niveauet af DNA-skade korrelerede med
diameteren pa kulstofnanorgr, mens foragelse
af overfladeareal korrelerede med mindre
DNA-skade. Dette skyldtes sandsynligvis
sammenhangen mellem overfladeareal og
diameter, hvor en stgrre diameter medfarer et
mindre overfladeareal.
(http://miljoogsundhed.sst.dk/blad/ms1602.pdf).

Dette er i overensstemmelse med at under-
sggelser har vist, at de tykke og lange kulstof-
nanoregr er kreftfremkaldende i rotter (1, 52,
54, 55). Derimod var en meget tynd, kort og
mere krgllet type af kulstofnanorer ikke
kraeftfremkaldende i et 2-arigt rottestudie, hvor
kulstofnanorgrene blev deponeret i bughulen
(56), mens bade lange, lige og tykke kulstof-
nanorgr samt tyndere og mere buede kulstof-
nanorgr ogsa har vist sig at veere kraeftfrem-
kaldende i rotter efter deponering i bughulen
(55). Til trods for dette og andre lignende
eksperimentelle studier er der ikke fundet en
klar sammenhzng mellem genotoksicitet,
kreeftudvikling og de fysisk-kemiske egen-
skaber for kulstofnanorar.

NFA har, ligesom for CB og dieselpartikler,
for nyligt udarbejdet et forslag til en helbreds-
baseret graensevaerdi for kulstofnanorar.
Arbejdsgruppen fra NFA konkluderede, at pa
baggrund af en manglende dosis-afhangighed
for genotoksicitet og en stadig uklar virknings-
mekanisme matte man anse kulstofnanorar-
induceret kreeft som en ikke-terskeleffekt ud

52

miljg og sundhed 26. argang, nr. 2, december 2020


http://miljoogsundhed.sst.dk/blad/ms1602.pdf

fra et forsigtighedsprincip. | rapporten blev der
anvendt et 2-ars kronisk inhalationsstudie i
rotter til beregningerne af lungekreftrisiko
(52). Forslagene til en graenseveerdi for kulstof-
nanorgr er pt under behandling i arbejdsmiljg-
systemet.

Konklusion

Internationalt set har der veeret fokus pa de
mulige kreeftfremkaldende effekter af nano-
materialer siden introduktionen af nanotek-
nologi som innovationspotentiale ved artusind-
skiftet. Dansk Center for Nanosikkerhed har
fokuseret pa nanomaterialer med stort forbrug
som fx. CB og TiO, samt pa nanomaterialer,
som potentielt er meget skadelige som kul-
stofnanorgr. Dansk Center for Nanosikkerhed
har bidraget med viden om virkningsmeka-
nismer, sammenhangen mellem de fysisk-
kemiske egenskaber og helbredsskadende
effekter og viden, der har indgaet i den doku-
mentation for helbredsbaserede greesevardier
for kulstofnanorgr, CB og TiO, nanopartikler,
som NFA har udarbejdet til Arbejdstilsynet.
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Kommende mgder i 2021

7.-8. januar: ICNM 2021: 15. International Conference on Nanoscale Materials, Tokyo, Japan.
https://waset.org/nanoscale-materials-conference-in-january-2021-in-tokyo

21.-22. januar: ICNTN 2021: 15. International Conference on Nanotoxicology and Toxicity of
Nanomaterials Amsterdam, Netherlands.
https://waset.org/nan,otoxicology-and-toxicity-of-nanomaterials-conference-in-january-2021-in-amsterdam

22.-23. marts: 24th World Nanotechnology Congress, Abu Dhabi, UAE.
https://nanotechnologycongress.conferenceseries.com/events-list/nanotoxicology

20.-22. april: NanoTox 2021. 10th International Conference on Nanotoxicology, Edinburgh, Scotland.
https://10times.com/nanotox-edinburgh

28.-29. april: 33rd Nano Congress for Future Advancements, London, UK.
https://nanocongress.nanotechconferences.org/events-list/nano-toxicology

21.-22. maj: 18th Nanotechnology and Nano Medicine, Osaka, Japan.
https://nanomedicine.healthconferences.org/

14.-18. juni: International Conference on Nanotechnology for Renewable Materials, Helsinki, Finland.
https://conference.tappinano.org/

17.-18. juni: 2nd World Nano Intellects Congress
https://nanointellects.peersalleyconferences.com/

28.-30. juli: 21st edition IEEE International Conference on Nanotechnology (IEEE-NANO 2021),
Montreal, Canada.
https://2021.ieeenano.org/

Ny portal
skal styrke risikovurderingen af tekniske nanomaterialer pa arbejdspladserne.
http://www.nanoriskgov-portal.org/Public/Index
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