imtni' aspekty
nanocastic véetné
nastrikd s TiO,

MUDr. Michael Vit, PhD , RNDr. Bohumil Kotlik, PhD
SZU Praha




Nanotechnologie a nanomaterialy v soucasnosti predstavuji nové, prevratné
moznosti rozvoje v mnoha oborech lidske Cinnosti. ( napf. v potravmar%tw
zejména v, obalovych materialech, dale v technologiich informacniho prumyslu
véetné prumyslu vyroby poutacovych technologii). Ocekava se, ze tyto nove
technologie a materialy pfinesou revoluci v medicing, kde diky své velikosti
vykazuji nanomaterialy schopnost vstupovat do Jednotllvych bunék, a tak
pusobit napriklad jako nosice IéCiv nebo kontrastni latky v lIékarské dlagnostlce.

Definice (2011/696/EU|)( je nanomaterial prlrodnlm materlalem,
materialem vzniklym jako vedlejsi produkt nebo cilené vyrobenym
materialem obsahu_'||C|m castice. Tyto Castice jsou ve formé
izolovanych castic nebo jejich agregatli/ aglomeratt a 50 % nebo
vice c¢astic materialu ma jeden nebo vice vnéjsSich rozmért ve
velikostnim rozmezi 1-100 hm. Definice zahrnuje také fullereny,
grafenové viocky a I;:ednostenne uhlikové nanotrubice, které casto
existuji v rozmérech pod 1 nm minimalné v 1D.

Celkové mnozstvi nanomateriald, které jsou kazdy rok dodany na svétove trhy,
3% od?adéljjgun; priblizné 11 miliond tun a jejich trzni hodnota dosahuje zhruba
miliar



Mezi nanomaterialy, které jsou v soucasné dobé na trhu, je
zdaleka nejvice zastoupena uhlikova cern a amorfni oxid
kremicity

Mezi materialy, které v souCasné dobé pritahuji nejvice
pozornosti, patfi nanokrystalicky oxid titanicity,
nanokrystalicky oxid zinecnaty, fullereny, uhlikoveé
nanotrubice a nanostribro. Tyto materidly jsou uvadény na trh
ve zjevné mensim mnozstvi nez tradicni nanomaterialy, ale
vyznam a vyuziti nékterych z nich rychle roste.

Podle predpovédi ma objem obchodu s vyrobky vyuzivajicimi
nanotechnologie vzrust z 200 miliard EUR v roce 2009 na 2
biliony EUR do roku 2015.



Tyto aplikace budou mit zasadni vyznam pro konkurenceschopnost
Siroké Skaly vyrobkd pochazejicich z EU na svetovém trhu.
Nanotechnologie byla oznacena za klicovou technoloiu (KET), ktera
predstavuje zakladnu pro dalsSi inovace a nové vyrob

Tento rychly technologicky pokrok vede jednak k mozné
profesionalni expozici osob pFi vyrobnich procesech
pouzivajicich nanomaterialy, jednak k ne vzdy kontrolovanemu
uvadéni nanotechnologii do Zivotniho prostredi, které mutize
vést k nezadouci expozici bézné populace.

DalSim problémem je, Ze dosud platné bezpecnostni standardy
vychazeji z limitnich hodnot pro latky z nichz se nanomaterialy
skladaji, avSak neberou v ivahu experimentalné ovéreny

fakt, ze na rozdil od vétsich castic mohou nanocastice v

lidském téle pronikat do rady organt a tkani a vyvolavat
tam nezadouci toxické ucinky



Nové nanomaterialy (NNm)

Data o toxicité/nebezpecénosti NNm

Data o
toxicité/nebezpecnosti
NNm vyhodnocena
regulaénimi organy

Objem vyzkumu

Cas
Soucéasna uroven poznani o toxi
nanomateri

K. Savolainen et al. / Toxicology 269 (2010) 92-104




Nanomaterials in the Body

Nanomaterial Powder

Embedded in matrix
or on surfaces

Dispersion Aerosol

Suspension
Uptake Deposatton in tr}e lung.
in the body Alveolar, intestinal, dermal

penetration P

o® ’ .. 8800
Modification Surface coating changes P ‘.. o
in the body Agglomeration, desagglomeration . ‘ ' .‘
»®* o

Distribution Penetration of biological barriers

Tissue distribution, 1
Intracellular distribution

in the body

y Inflammation
Primary Effect  Catalysing formation of reactive compounds ‘
Direct interaction with cellular structures

Ny T E

ROS, RS, ...

Toxic Effect Organ toxicity,
Genotoxicity
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Nanocastice jsou ukladany se
specifickou distribuci v kazdé
casti respiracniho traktu v
zavislosti na velikosti
deponovanych castic.

Nanocastice o rozmeérech
kolem 5 nm se ukladaji ve
srovnatelné mire ve vsech
oblastech.

Depozice v hornich cestach
dychacich dominuje u
nanocastic mensich nez 5 nm,
naopak cCastice vetsi nez 5 nm
jsou preferencne ukladany v
alveolarni Casti plic. Maximalni
alveolarni depozice (50-60 %)
je predikovana pro castice o
velikosti 20 nm a celkova
pravdepodobnost depozice pro
tyto nanocastlce Je 80 %.



Depozice ¢astic v plicich

—=Total

~Head deposition
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—=Tracheobronchial Deposition
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Deposited fraction of ambient aerosol (%)

100
90
80
Extra / 3
70 F thoracic / A\
i : \;
b(-) ™~ F \,':‘e
5() ~ i 4 ; S e
[T Nasal
40 F 7y / breathing
7 =N :) §
07 W Tee [ £~ om
- »\%\Hn onchia [y . .~ breathing
/ ,/ \
DS s .
l () ™~ ~ - —’ . ‘\.’
ol v 1) T s o e e MW RN 1 s e SR ATTT
0.001 0.01 0.1 1 10 1(

Aerodynamic diameter (pm)

Pri zmeéné fyziologickych
podminek se mohou zmeénit i
depozicni parametry, tj. pfi
prechodu z klidového rezimu
do fyzicke zatéze

Obecné plati, ze v alveolarni
oblasti plic se deponuje az
tretina vsech castic mensich
nez 100 nm.

Nanocastice se deponuji take
v hornich cestach dychacich
(az se 75% ucinnosti),
zejmeéna pak pri dychani
nosem



Complex model to explain CV-effects of particles
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nocastice a kardiovaskularni sy




Studie na mysSich s nanocasticemi TiO, také prokazaly transport nanocastic
do mozku pres cichovy epitel.

Translokace 20nm nanocastic je u lidi 2-10x vyssi pres cichovy nerv nez u
mysSi, nanocastice translokované u clovéka mohou vstoupit hloubé&ji do
mozkovych struktur béhem kratSiho expozi¢niho ¢asu nez je tomu u
hlodavca.

K omezenému mnozstvi dostupnych experimentd, je obtizné posoudit,
zda rozsahla akumulace nanocastic v mozku deponovanych po
olfaktorialnim transportu je opravdu realna
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Key Nanocasticemohou pronikat
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Pro urceni toxického ucinku chemickych latek (stanoveni vztahu
davka-odezva) byva standardné urcovana koncentrace dané latky
a doba trvani expozice.

Oproti tomu u nanocastic je, krome stanoveni davky a doby
expozice, nutné charakterizovat fyzikalné-chemické vlastnosti
hodnocenych nanocastic

Pro hodnoceni expozice bylo navrzeno nékolik mérnych jednotek
a doporucuje se, ze pro popis davky by mélo byt pouzito vice z
nich .

Jedna se o hmotnostni koncentraci (je jedinym parametrem
pouzivanym ve veéetsiné toxikologickych studii, ale samotny tento
parametr neni vhodnym meritkem, nebot nezahrnuje specifické
charakteristiky ENM).

Dale je mozné davku definovat na zakladé poctu castic na
jednotku objemu nebo plochy ci specifickou plochou
povrchu (pomeér hmotnosti k velikosti plochy nanocastic)



X = f(time)

/\

particle full size-based
characterisation characterisation

number mass surface number intensity

NSAM
diffusion
charger

(CNC= Condensation Nuclei Counter, CPC = Condensation Particle Counter, TEOM = Tapered Element Oscillating
Microbalance, NSAM = Nanoparticle Surface Aerosol Monitor, SMPS = Scanning Mobility Particle Sizer, ELPI = Electrical Low
Pressure Impactor)

noceni expozice
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TiO2 se pouziva hlavné pfi vyrobé& barev, lakQ, papiru, plastd,
keramiky, pryze a pod.

TiO2 je také pouzit pri svarovani, natéry konstrukci, vyrobée
podlahovych krytin, katalyzatorud, potazenych tkanin a textilii,
kosmetiky, potravinovych barviv, skla, farmaceutickych vyrobkd,
pri vyrobé pneumatiky vyrob a ve vyrobé elektronickych
soucastek - jedna z nejvice pouzivanych latek v nanoforme.



Aplikace nanomateridlt oxidu kovu v oblasti povrchovych tprav_

prokazala , ze ma antibakterialni efekt. Z oxidu kovu, oxid titanicity

je velmi pozivany vzhledem ke svym fotokatalytickym vlastnostem i
za pouziti UVA zareni.

Antibakterialni aktivita TiO2 nanomaterialu zavisi na velikosti ¢astic,
morfologii, krystalicke strukture, koncentraci a pouziti , dopingu ,
kovovych iontu (napr. Zn, Ag)

Obecné plati, ze na antibakterialnim mechanismu TiO2 se podili
interakce hydroxylového volného radikalu s aminoskupinou v
molekule proteinu v mikroorganismu, coz vede k poskozeni bunécné
membrany a k nasledné bunécné smrti (viz. nasledujici slide)

Antibakterialni uc¢innost TiO2 nanocastic byla zaznamenan v mnoha
studiich (na Escherichia coli, Pseudomonas aeruqinsa, Staphylococcus
aureus a Streptococcus faecalis), v posledni dobe jsou publikovany i
experimenty overujici i protiplisnovy efekt.



SO0 oem

Fig. 8. The fluorescence
microscopy pictures of E. coli on
glass (A), as-prepared mesoporous
TiO2 (B) and Ag/TiO2 composite
(C) under UV light for 5 min.

Fig. 7. The FE-SEM of E. coli before (A) and afier (B) bemng damaged on
the mesoposous T, filn




Z epidemiologickych studii vyplyva, ze expozici TIO2 je vystavena Siroka
§kala pracovnikd v primyslu a data se zdaji dle hodnoceni NIOSH byt
dostatedné reprezentativni pro hodnoceni expozice pracovnikli v pribéhu
nékolika desetileti.

Jednim z hlavnich nedostatku studii je absence studii kohort pracovnikd,
kteri manipuluji nebo pouzivaji pri své Cinnosti TiO2 (nikoli vyrobnich
déinikd).

Celkové tyto studie neposkytuji Zadny jasny dikaz o zvySeném riziku
umrtnosti na rakovinu plic nebo zvySenou nemocnost u téchto
zaméstnancl vystavenych plsobeni TiO2 prachu.



Studie in vivo i in vitro
potvrzuji fakt, ze e TiO2
vykazuje genotoxicky
efekt (poskozeni DNA)
za urcCitych podminek,
ale ne mutagenni zmény
(genetické zmény).

Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny (IARC) klasifikovany drive
TiO2 ve skupiné 3, s omezenymi
dikazy karcinogenity na zviratech a
nedostate¢né dikazy pro
karcinogenitu u clovéka [IARC 1989].

V roce 2006 IARC klasifikovany
TiO2 ve skupiné 2B dostatecné
dikazy karcinogenity u pokusnych
zvirat a nedostatecné dikazy pro
karcinogenitu u cloveka a celkoveé
hodnoceni "pravdeépodobneé
karcinogenni pro clovéka (skupina
2B)" [IARC 2010].



Souhrnné lze rici, ze chronické
inhalaéni studie na pokusnych
zviratech ukazuji zavislost reakce
plicni tkané na davce
ultrajemnych (nano) castic TiO2.

Ultrajemné (nano) castice TiO2
zhorsuji funkci alveolarnich
makrofagu ve vétsi mire, nez
jemne castice TiO2. Mohou
vyvolavat vetsi zanetlive reakce
pri dané hmotnosti davky nez
jemné castice TiO2 .

Dostatecné vysoka davka
(hmotnostni davka nebo davka
definovana plochou) vyvolava
nasledujici projevy : snizeni plicni
clearance plic a zvysenou retenci
Castic_("pretizeni"), plicni zanét,
oxidacni stres, poskozem tkane
fibroza, a rakovinu plic.

Chronicky plicni zanét se zda
byt nutny pro vyvoji pllcnlch
nadoru u krys po inhalacni
expozici TiO2, tj. pusobi
prostrednlctwm sekundarniho
Eenotoxmkeho mechanismus,
tery zahrnu&e zahrnujici
oxidacni poskozeni DNA.

Je mozno usuzovat, ze pri_
udrzeni expozice nizsi, nez
té, ktera vyvolava zanétlivé
zmeny, by se dalo zabranit
rozvoji nadoru, nicmene
rozlozeni zanetllvych reakci v
lidske populaci neni znam a
primy genotoxicky
mechanismus nelze vyloucit
pro nano TiO2
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NIOSH (2011) doporucuje RELs pro jemné (,fine")¢astice TiO2 2,4 mg/m3 a pro ,
ultrafine , tj. nanocastice TiO2 0,3 mg/m3 (odvozeni REL z extrapolace vztahu
davky a ucinku u plicnich nadoru u krys)

REL odrazi obavu NIOSH z hlediska potencialni karcinogenity nanocastic castic
TiO2 ( s novymi poznatky se dana doporuceni mohou menit).

Doporuceni dle SRN pro biopersistentni nanomaterialy se specifickymi
toxikologickymi vlastnostmi tj. méne nez 0,1 g/m3, (BekGs 527, Announcment 527, May 2013)

Doporuceni dle SRN pro biopersistent nanomaterialy bez specifickych
toxikologickych vlastnosti ) tj. mene nez 0,5 mg/m3

Doporucené expozicni limity (austraiie) pro TIO2 ( 0.1% excess risk of lung
cancer) od 0.07 do 0.3 mg/m3 pro nanoformu TiO2 a 0.7 az 1.3 mg/m3 pro
castice nad 100 nm TiO2.

V CR neni specificky limit pro TIO2, aplikace PEL pro nefibrogenni prach 10
mg/m3, individualne stanoveno v jednom pripade 6 mg/m3



Technicka opatreni na zdroji — opatreni pro
normalni provoz, pro havarijni uniky,
zneskodnovani uniku a uklid na pracovistich.
Organizacni opatreni

Osobni ochranné pomucky respirator FFP2 ,FFP 3
(polomasky ev. celooblicejove masky), rukavice,
bryle, odév, hygienicka smycka

Informovanost zamé&stnancu !

Kontrola expozice - prasnosti na pracovisti
Sledovani a kontrola zdravotniho stavu
Dlouhodobé sledovani - registr



Take respirable dust
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Figure 1. Multi-step development of the French ENM exposure registry.
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| Table 4 |

Surveillance methods for potential health effects on the respiratory system

- Lung cancer

- Pleural plaques and pleural
mesothelioma (effects specific to
CNTs)

Specialized hospital or
ambulatory medical
service

test

Pathologies and health events to be Type of Location of data .
monitorgd s:‘r’veillance collection e LiEE
Causes of death
Passive VS PMSI diagnosis
surveillance Long term conditions diagnosis
Drug consumption
Reported respiratory symptoms Indicators that are not very sensitive nor very
InVS (ECRHS questionnaire) specific
Self-reported diagnosis
Very sensitive but not very specific indicators
- . C Reactive Protein : Acute marker of inflammation
- _LU“Q and _systemic Blookd Ievelé)f S¥§temlc inflammation Data could be collected among occupational health
inflammation/oxidant stress Occupational health markers and oxidant stress services that include them in the health follow-up of
- . services or health care workers
g;;?g?g;epggr? (;‘:;lg;;:t(lg:tﬁrfn?mmc centers Necessity of trained personnel and standardization
COPD) and exacerbation of Spirometry of methqu L .
symptoms Allows differentiation bet\m_ee_n obstructive proble_ms
(COPD, asthma) and restrictive problems (fibrosis)
- _Increc_ise in the frequency of lung Spirometry after ventoline Differentiation beMeen asthma a_an_d_ COFD _
infections ] b hodilatati (asthma characterized by reversibility of respiratory
) Active ronchodriatation problems after bronchodilatation)
~ Pulmonary fibrosis surveillance Carbon monoxide diffusion capacity  Indicator of diseases affecting pulmanary

interstitium (emphysema, fibrosis)

In-depth pulmonary function test,
including measurement of total lung

capacity

Chest X-ray

Exposes to ionizing radiation

Data could be collected among occupational health
services that include chest X-rays them in the
health follow-up of workers

Chest Computed Tomography

Exposes to ionizing radiation, expensive

Data could be collected among occupational health
services that include chest CT in the health follow-
up of workers

Research team

Markers of lung inflammation in
exhaled breath condensates

Minimally invasive method, problem of
reproducibility (very small quantities collected)
Has never been done in the workplace

PMSI: Programme des médicalisation des systémes dinformation (French Hospital Information System); ECRHS: European Community Respiratory Health Survey; COPD: Chronic

Obstructive Pulmonary Disease

Objektivni metody pro sledovani zdravotniho stavu ( dle

francouzského registru)




Pouziti dnes neni ani v pracovnim, ani v
zivotnim prostredi regulovano.

TiO2 neni regulovan z hlediska biocidni
legislativy a je pouznvan ve shode S
legislativou REACH - ot: efe
pouziti ? |







[

~
: -
g 1

?,,,






e ot Sclenceliroct

Paediatric Respiratory Reviews

%/l
A4

b

oy

Min

Assess

C. Biskos '~

1-Symposium; Nanoparticles and Children

A. Schmidt-Oet -

Airborne Engineered Nanoparticles: Potential Risks and Monitoring Challenges for
ing their Impacts on Children

Déti jsou zranitelnejsi v pripade
vzniku chronlckych
onemocnéni. V dusledku toho
mohou byt nachylnéjsi, pokud
jsou vystaveny ENPs.

Toxické ucinky nanocastic se
mohou projevit az po dlouhe
dobég, stejné jako v prlpade
azbestu proto je zvlast
dulezité chranit mladou ¢ast
populace

Skutecnost, ze vsechny
nanocastice (biopersistentni
Castice) maji

tendenci se hromadit, retencni
mechanismy zatim nejsou
dokonale objasnény, je nutno
chranit mladou c¢ast populace
pred nimi.



Podle definice Evropské komise z 2. unora 2000 je treba
uzit principu predbézné opatrnosti vzdy, ,kdyz existuje
alespon predbézny védecky nazor, ze je
opodstatnény divod k obavam pred riziky poskozeni
zivotniho prostredi Ci zdravi lidi, Zzivocicht a rostlin,
ktera by mohla narusit zakladni princip vysoke
urovneé ochrany zivotniho prostredi“.

Tento princip je potreba vnimat jako prechodné opatreni
pouze po dobu, dokud nebudou ziskany vsechny klicove

poznatky, které umozni prijmout ekonomicky, technicky i
spolecensky nejlepsi opatreni pro zajisténi bezpecnosti a
ochrany zdravi (potencialné) exponovanych osob



Navrh odborného stanoviska , o posuzovani a rizeni rizik
nanomateridll na pracovisti,, ma byt v EU predlozen tak,
aby prislusné odborne zaveéry byly vypracovany do roku
2014.



Revize Ukolu HH (projednani s prdmyslem)

Stanoveni postupu pro hodnoceni s nanomaterialy v pracovnim
prostredi event. v zivotnim prostredi (viz. reklamni nabidky)
Doporuceni jak zachazet s nanocasticemi a jak se pred nimi
chranit

Diskuze o ,prioritnich nanocasticich" pro hodnoceni pracovniho
prostredi (viz. ad 1)

Doporuceni naplné preventivnich prohlidek

Doporuceni pro hodnoceni expozice (objektivizace nanocastic v
pracovnim prostredi)

Diskuze o zavedeni registru expozic jako ve Francii, Holandsku,
Dansku, Finsku a pod.

Ve spolupraci s vysokymi skolami podilet se na vyzkumu vlivu
nanocastic na zdravotni stav

Doporuceni, kdy pouzit ,, princip predbézné opatrnosti®

Doporuceni PEL pro nejvice se vyskytujici nebo zdravotné nejvice
zavazné nanocastice



Fig. 2. Nanoparticle agglomerates of salbutamol sulfate. Reprint from Ref. [110] with
permission from john Wiley and Sons.

Dékuji za pozornost



