Stickstoffmonoxid 1

Stickstoffmonoxid

MAK-Wert (2009)
Spitzenbegrenzung (2009)

Hautresorption

Sensibilisierende Wirkung
Krebserzeugende Wirkung
Fruchtschadigende Wirkung (2009)
Keimzellmutagene Wirkung

BAT-Wert

Synonyma

Chemische Bezeichnung
CAS-Nr.

Formel

Molmasse

Schmelzpunkt

Siedepunkt bei 1013 hPa
Wasserléslichkeit bei 25°C
Henry-Konstante bei 25°C

log Kow

1 ml/m?3 (ppm) & 1,25 mg/m?3

0,5 ml/m3 (ppm) £ 0,625 mg/m?3
Kategorie I, Uberschreitungsfaktor 2

Stickstoffoxid
Stickoxid

Stickstoffmonoxid

10102-43-9

NO

30,01 g/mol

-163,6°C (WHO 1997)

—-151,8°C (ECB 2000; WHO 1997)
94,9 g/l (ber.) (SRC 2008)

0,000102 atm x m3/mol (ber.)
(SRC 2008)

0,1 (ber.) (SRC 2008)

1 mg/m3 4 0,80 ml/m3 (ppm)

Die vorliegende Begriindung basiert im Wesentlichen auf bereits verdffentlichten Zu-
sammenstellungen toxikologischer Daten (ACGIH 2001; ECB 2000; WHO 1997) und
bewertungsrelevanter Primérliteratur.

Stickstoffmonoxid (NO) am Arbeitsplatz

Bei der technischen Herstellung von Salpetersdure tritt NO als Zwischenprodukt auf
und wird zusammen mit Stickstoffdioxid (NO,) zur Herstellung von Nitriten verwen-
det. Reinstes NO wird als Priifgas zur Kalibrierung von Messgeriten eingesetzt. Medi-
zinisch wird NO in der Intensivmedizin bei verschiedenen Formen akuten Lungenver-
sagens verwandt, so beispielsweise zur Behandlung von Patienten mit COPD (,,chronic
obstructive pulmonary disease) oder Neugeborenen mit pulmonalem Hypertonus,
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indem es der Atemluft des beatmeten Patienten beigemischt wird. Im Kohlebergbau
werden Expositionskonzentrationen fiir Fahrer dieselbetriebener Fahrzeuge, Einschie-
nenhingebahnfahrer und Sprengbeauftragte von 0,8 bis 1,4 ml NO/m? gemessen. In
einer Stickstoff-Diingemittel-Fabrik waren Arbeiter gegen < 0,9 ml NO/m? exponiert.
Im Kalibergbau werden Konzentrationen nach personenbezogenen Messungen von im
Mittel 1,4—1,7 ml NO/m? angegeben (siche Kapitel 4.2).

NO in der Umwelt

NO-Konzentrationen (8-Stunden-Durchschnittswert) von 0,12—0,16 ml/m? wurden in
einer Region in Sitidkalifornien gemessen. Infolge von Kochen mit Gas treten Spitzen-
konzentrationen von ca. 0,4 ml/m3 (24-Stunden-Durchschnittswert) und im Mittel von
ca. 0,11 ml/m?3 auf (Schlesinger 1992).

Die Hintergrundbelastung betrug an verkehrsreichen Straflen in Nordrhein-Westfalen
2005 im Jahresmittel ca. 0,06 ml NO/m3. Der Jahresmittelwert ist von 1990 bis 2005
von ca. 0,12 ml/m? auf 0,06 ml/m?® kontinuierlich gesunken. Die Konzentration von
NO, (0,03 ml/m?) ist dagegen im Zeitraum von 1990-2005 konstant geblieben. Zur
NO,-Belastung tragen die Stickstoffdioxidemissionen direkt und NO nach chemischer
Umwandlung in NO, bei. Dabei stehen die Konzentrationen von NO, NO, und Ozon in
einem Gleichgewicht (,,Photochemisches Gleichgewicht®), welches sich vor allem in
Abhingigkeit von der Sonneneinstrahlung und der Temperatur dndert. NO aus Kraft-
fahrzeugen reagiert mit Ozon zu NO, (Lahl 2008).

Stabilitit von NO

Der Oxidation von eingeatmetem NO zu NO, in der Lunge wird keine bedeutende
Rolle zugeschrieben (Mercer 1999). Die Halbwertszeit von NO in Gegenwart von
Sauerstoff ist invers proportional zur NO-Konzentration, da zwei NO-Molekiile mit
einem O,-Molekiil zusammentreffen miissen (2-NO+0O,—2 NO,). Dadurch betrigt
die Halbwertszeit von 1 uM NO in Wasser 10 Minuten, von 100 pM NO jedoch nur
6 Sekunden (Beckman und Koppenol 1996). Bei bis zu 80 ml NO/m? Luft (= ca.
160 nM in Wasser, siche Abschnitt 3) wurde eine Halbwertszeit von 2,5 Stunden ange-
geben (Higgenbotam 1993).

1 Allgemeiner Wirkungscharakter

NO wird beim Menschen endogen gebildet. Inhaliertes NO gelangt iiber die Nase und
den oberen Respirationstrakt in die terminalen Atemwege und wird iiberwiegend in
Form von Nitrat und Harnstoff iiber den Urin ausgeschieden. Tierexperimentelle Stu-
dien zeigen, dass es an den terminalen Atemwegen zu Gewebeschiddigungen und zu
emphyseméhnlichen Verdnderungen kommt. Bei Ratten fiihrt die wiederholte nahezu
kontinuierliche neunwochige Exposition gegen 0,5 ml NO/m? mit zweistiindigen Spit-
zen von 1,5 ml/m? zu strukturellen Veridnderungen in der Lunge, wie fokale Degenera-
tion der Zellen des Interstitiums, der interstitiellen Matrix und der Bindegewebsfasern
sowie vermehrte Liicken in den alveoldren Septen. Eine Zunahme an Typ-II-Epithel-
zellen und Atemwegsmakrophagen wird bei Ratten nach sechswochiger, nahezu kon-
tinuierlicher Exposition ab Konzentrationen von 2 ml NO/m? beobachtet. Bei Proban-
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den ist nach zweistiindiger Exposition gegen 1 ml NO/m? eine signifikant verringerte
spezifische Leitfahigkeit der Atemwege aufgetreten, die aber noch im Normbereich
liegt.

Systemisch wirkt NO vasodilatatorisch und bewirkt beim Menschen nach dreistiindiger
Exposition in Konzentrationen von 128 ml/m? eine Bildung von etwa 4% Methdmo-
globin (MetHb).

NO wirkt in vitro in Bakterien und Siugerzellen mutagen. In der einzigen In-vivo-Stu-
die, bei der Lungenzellen behandelter Ratten ex vivo kultiviert und untersucht worden
sind, werden Genmutationen bei einer hohen Konzentration von 27 ml NO/m? beob-
achtet, allerdings ist die Ex-vivo-Behandlungsmethode ungewohnlich und als solche
nicht validiert. Fiir die mutagenen Wirkungen konnten allerdings auch andere Stick-
oxide verantwortlich sein, deren Entstehung bei sehr geringen NO-Konzentrationen im
physiologischen Bereich (<1 pM) an Bedeutung verliert.

In einer chronischen Inhalationsstudie an weiblichen Méusen tritt am Zielorgan Lunge
keine erhohte Tumorinzidenz im Vergleich zur Kontrolle auf.

Es liegen keine Untersuchungen zur entwicklungstoxischen oder sensibilisierenden
Wirkung von NO vor.

2 Wirkungsmechanismus

NO wirkt als diffundierbares ,,Messenger“-Molekiil in verschiedenen Geweben. Ma-
thematische Modelle erlauben dabei den Schluss, dass NO — von einer punktférmigen
Quelle fiir einige Sekunden freigesetzt — in biologischen Systemen etwa 200 um diffun-
dieren kann. Aufgrund der sehr schnellen Diffusion spielt die Halbwertszeit von 0,5-5
Sekunden kaum eine Rolle (Wood und Garthwaite 1994).

Reaktionen von NO in der Zelle

NO ist ein freies Radikal, das ein ungepaartes Elektron besitzt. Gegeniiber nicht ra-
dikalischen Verbindungen ist es nur méBig reaktiv (vergleichbar mit molekularem
Sauerstoff). NO kann leicht mit anderen radikalischen Verbindungen wie Superoxid-,
Lipidalkoxy- und Peroxylradikalen sowie mit den metallischen Zentren von Metal-
loproteinen reagieren. NO reagiert bei physiologisch relevanten Konzentrationen nur
sehr langsam mit Sauerstoff zu NO, und Distickstofftrioxid (N,0O;3). Indem NO mit
radikalischen Verbindungen reagiert, kann es die Lipidperoxidation beenden und be-
sitzt damit eine antioxidative Wirkung. Andererseits wird NO bei einem Uberschuss
oder bei dquimolaren Konzentrationen an Superoxid, das zusammen mit NO von
endothelialen Zellen freigesetzt wird, zu Peroxynitrit umgesetzt. Peroxynitrit (ONOO")
wirkt stark oxidierend und fiihrt zu Lipidperoxidation sowie Zellschiadigung und tréagt
zur genotoxischen Wirkung von NO bei. Das Verhéltnis von NO zu Superoxid ist daher
entscheidend fiir die Toxizitidt von NO (Violi et al. 1999).

Das entstehende N,O; reagiert mit Aminogruppen oder Thiolgruppen von Proteinen zu
Nitrosaminen oder S-Nitrosothiolen. Wenn diese nitrosativen Addukte in biologischen
Systemen gebildet werden (NO-Konzentrationen >1 pM; Ridnour et al. (2008)), be-
zeichnet man das als ,,nitrosativen Stress*. Somit trdgt auch die Bildung von N,0O; zur
genotoxischen Wirkung von NO bei. Niedrige intrazelluldre Konzentrationen (<1 uM)
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liegen in nicht ,,gestressten‘ Zellen mit normaler physiologischer Funktion vor (Bishop
und Anderson 2005).

NO bewirkt eine Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase schon bei Konzentrationen
ab 5 nM (Beckman und Koppenol 1996; Thomas et al. 2004). Diese wiederum spaltet
Guanosintriphosphat in zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) und anorganisches
Pyrophosphat. Eine Erhohung der cGMP-Spiegel fiihrt zu einem Absinken der intra-
zelluldaren Calciumkonzentration. Ferner reagiert NO mit Thiol-assoziiertem Eisen in
Enzymen. Dies wire ein denkbarer Mechanismus fiir die Zytotoxizitdt von NO. In vitro
konnte gezeigt werden, dass der NO-Donor Natrium-Nitroprussid in der Lage ist, das
Eisen von Ferritin zu mobilisieren. Es ist vorstellbar, dass NO den Arachidonsiure-
Metabolismus iiber eine Interferenz mit Eisen moduliert (WHO 1997).

Wirkungsmechanismen von NO im Organismus

Atemtrakt

NO wird im Nasenrachenraum endogen freigesetzt (20,3 nmol NO/min bei Nicht-
rauchern und 15 nmol NO/min bei Rauchern) und fiihrt zu einer Inhalation von
0,07-0,13 ml NO/m? (siche Abschnitt 3.1). Es wird postuliert, dass die Inhalation von
NO bei Nasenatmung einen verminderten Gefdwiderstand in der Lunge und damit
eine verbesserte Sauerstoffaufnahme im Vergleich zur Mundatmung bewirkt. Nachge-
wiesen wurde diese Wirkung bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie (Gerlach et al.
1994; Lundberg und Weitzberg 1999).

In den Nasennebenhohlen gesunder Probanden wurden sehr hohe NO-Konzentra-
tionen (2,5—10 ml/m?) gemessen (siche Abschnitt 3.1). Verantwortlich fiir diese ho-
hen NO-Konzentrationen ist eine induzierbare NO-Synthase in den Epithelzellen der
Nasennebenhohlen. Mehrere Griinde sprechen dafiir, dass es sich hierbei um einen
Abwehrmechanismus gegen Bakterien und Viren handelt. Tiere, die dieses Enzym
nicht besaB3en, waren wesentlich anfilliger fiir bakterielle und virale Entziindungen im
Nasenraum als Tiere mit diesem Enzym. Patienten mit Nasennebenhohlenentziindung
hatten wesentlich niedrigere NO-Konzentrationen (im Bereich von 0,05 ml/m?3). Es
konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit Sinusitis die induzierbare NO-Synthase
stark inhibiert war, was die niedrige NO-Konzentration erklédrt. Man geht davon aus,
dass Personen mit niedriger NO-Konzentration in den Nasennebenhohlen anfilliger fiir
Sinusitis sind als Personen mit hohen NO-Konzentrationen. Viele pathogene Bakterien
fiir die Atemwege reagieren sensitiv auf NO. Die mukoziliare Clearence wird durch NO
stimuliert (Lundberg 2008).

Blut- und Gefif3system

Eine Freisetzung von NO durch die endotheliale NO-Synthase, die an der Innenseite
von Blutgefaen lokalisiert ist, bewirkt indirekt, durch Erhhung des cGMP-Spiegels,
die Relaxation der glatten GefaBmuskulatur in Darm und Lunge, was zu einer Vasodi-
latation und damit zu einer Absenkung der Nachlast des Herzens und des Blutdrucks
fiihrt (Arnal et al. 1999; Dejam et al. 2004).
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NO als Neurotransmitter

Die neuronale NO-Synthase ist im Gehirn nachweisbar. Dort tibernimmt NO die Funk-
tion eines Neurotransmitters, wobei es unter anderem die Synthese von cGMP erhoht
(Garthwaite 2008). Endogen gebildetes NO wirkt im zentralen und peripheren Nerven-
system hemmend auf die Neurotransmission und bewirkt damit z. B. eine Erschlaffung
der glatten Muskulatur im Darm und in der Lunge.

Nitrosativer Stress bzw. oxidativer Stress

Bei chronischer Entziindung und damit einer anhaltenden hohen Konzentration von NO
in der Zelle konnte es, z.B. iiber die Bildung von Peroxynitrit, auch zu einer mutage-
nen Wirkung von NO kommen. Eine DNA-Schiddigung aufgrund einer Desaminierung
wurde in zellfreien Systemen, Bakterien und Makrophagen nachgewiesen (Lala und
Chakraborty 2001; Wink et al. 1991), ebenso Transition oder Transversion in Plasmid-
DNA (Lala und Chakraborty 2001). Indirekt kanzerogen konnte NO iiber die Inaktivie-
rung von DNA-Reparatur-Proteinen, z. B. Alkyltransferase oder DNA-Ligase, wirken
sowie iiber die Inaktivierung des Tumor-Suppressor-Proteins p53 (Calmels et al. 1997,
Lala und Chakraborty 2001). Damit nimmt NO indirekt auch Einfluss auf die Zell-
zykluskontrolle.

Methdmoglobinbildung

Da NO elektrisch neutral ist, diffundiert es frei durch Zytosol und Membranen (Beck-
man und Koppenol 1996). Es gelangt unveridndert durch die Lunge in die Blutbahn,
wird von den Erythrozyten aufgenommen und fiihrt zur Bildung von Nitrosylhdmo-
globin. MetHb wird aus Nitrosylhimoglobin in Gegenwart von Sauerstoff durch die
Oxidation des zwei- zum dreiwertigen Eisen gebildet (Maeda et al. 1987).

Eine Ubersicht iiber die Reaktionen von NO zeigt Abbildung 1.

Wirkungsmechanismus von NO im Vergleich zu NO,

Im Gegensatz zu NO, ist NO kein Reizgas. Der Oxidation von eingeatmetem NO zu
NO, in der Lunge wird keine bedeutende Rolle zugeschrieben, da nach Einatmung NO
schneller ausgewaschen als oxidiert wird (Mercer 1999).

Fiir akute toxische Wirkungen stehen beim NO, mehr emphysemartige Verinderun-
gen, bei NO eher die vasodilatatorischen Effekte und bei hohen Konzentrationen die
MetHb-Bildung im Vordergrund.

Im Tierexperiment fiihren jedoch sowohl NO als auch NO, (siehe Begriindung ,,Stick-
stoffdioxid“ 2003, 2010) zu Lungenveridnderungen mit Schidigungen von Typ-I-Zellen
und Zilien-tragenden Epithelzellen, die durch weniger sensitive Zellen wie Typ-II-
Zellen ersetzt werden. Auch werden mit beiden Stoffen Entziindungserscheinungen
beobachtet. Ursache sind bei beiden Substanzen Zellschidigungen insbesondere durch
oxidativen Stress (siehe ,,Reaktionen von NO*).
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3 Toxikokinetik und Metabolismus

Aus dem Verteilungskoeffizient von NO zwischen Luft und Wasser ergibt sich rech-
nerisch, dass 1 ml NO/m? in der Gasphase einer Gleichgewichtskonzentration von 1,6
bzw. 2,0 nM in Wasser entspricht (Dweik et al. 1998; Jeh und Georg 2002).

3.1 Endogene Bildung von NO

NO wird endogen durch NO-Synthasen aus L-Arginin unter Verbrauch von Sauerstoff
und NADPH gebildet. Konzentrationen von endogen gebildetem NO reichen von mehr
als 1 nM in Endothelzellen bis zu mehr als 1 uM in aktivierten Makrophagen (Tho-
mas et al. 2008). Bisher sind zwei konstitutive, eine neuronale und eine endotheliale,
eine induzierbare sowie mitochondriale NO-Synthasen bekannt. Die induzierbare NO-
Synthase wird hauptsichlich bei entziindlichen Prozessen oder Infektionen exprimiert
und vermag sehr viel mehr NO freizusetzen als die konstitutiven Formen. Die kon-
stitutiven Formen kommen hauptsichlich in Endothelzellen, Neuronen, Neutrophilen
und Mastzellen vor. Die induzierbare Form ist bisher in Makrophagen, Kupfferzellen,
Hepatozyten, glatten Muskelzellen, Chondrozyten, Endothelzellen und Fibroblasten
nachgewiesen worden (HeB et al. 2000; Huot und Hacker 1995). Die Bildung von NO
in Mitochondrien erfolgt iiber die mitochondriale NO-Synthase und ist ein Stoffwech-
selmodulator fiir Zellproliferation, Apoptose und Regulation des Sauerstoffverbrauchs.
NO hemmt in niedrigen Konzentrationen (50—100 nM) reversibel die Cytochrom-c-
Oxidase. Abhidngig von NO-Konzentrationen und antioxidativen Schutzmechanismen
akkumuliert mehr oder weniger Wasserstoffperoxid (H,O,) im Zytosol oder im Zell-
kern. Mitochondriale NO-Synthasen werden in der Leber, im Thymus und im Gehirn
von Ratten beschrieben (Carreras und Poderoso 2007).

Durch die endogene Bildung von NO ist beim Menschen natiirlicherweise NO im
Atemtrakt und in der Ausatemluft messbar. Beim gesunden Menschen wird die Kon-
zentration an NO in der Ausatemluft mit 0,008 -0,02 ml/m? angegeben. Als Messme-
thode wurde die Bestimmung von NO iiber Gaschromatographie-Massenspektrometrie
verwendet (Gustafsson et al. 1991; Heutelbeck et al. 2007).

Bei je zehn gesunden Rauchern und Nichtrauchern wurde NO in der Luftrohre, im Na-
senrachenraum und im Mund wéhrend der Einatmung und Ausatmung getrennt gemes-
sen. Die NO-Konzentrationen im Mund waren sehr gering. Wihrend der Mundatmung
betrugen die Konzentrationen im Nasenrachenraum 0,65 ml NO/m? fiir Nichtraucher
und 0,49 ml NO/m? fiir Raucher. Beim Einatmen durch die Nase wurden Konzentra-
tionen zwischen 0,099 und 0,112 ml NO/m? bei Nichtrauchern im Nasenrachenraum
gemessen. Beim Ausatmen betrugen diese 0,072 bis 0,086 ml NO/m?3. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch im unteren Atemtrakt gebildetes NO wieder abge-
atmet wird. 20,3 nmol NO/min werden bei Nichtrauchern und 15 nmol NO/min bei
Rauchern im Nasenrachenraum synthetisiert. Die Autoren geben an, dass dies zu einer
Inhalation von 0,07—-0,13 ml NO/m?3 fiihrt. Die NO-Konzentrationen wurden mit Hil-
fe eines Chemiluminometers bestimmt (k.w.A.) (Gerlach et al. 1994; Lundberg und
Weitzberg 1999).

In einer weiteren Studie wurden bei vier gesunden Nichtrauchern NO-Konzentrationen
in der Nase im Bereich von 0,21-0,3 ml/m? gemessen (Lundberg et al. 1994).

MAK, 49. Lieferung, 2010
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Sehr hohe NO-Konzentrationen, im Bereich von 2,5 bis maximal 10 ml/m3, sind auch
in den Nasennebenhohlen von gesunden Probanden gemessen worden. Gleichzeitig
wurde bei diesen Probanden eine NO,-Konzentration von 0,16 ml/m? bestimmt (Deja
et al. 2003; Gilian et al. 2002; Lundberg et al. 1995).

3.2 Aufnahme, Verteilung, Ausscheidung

Inhalative Aufnahme

Tier

Nach Exposition von Ratten gegen ca. 170, 330 oder 1080 mg/m? (138, 270 oder 880
ml/m?) wurden 90%, 60% bzw. 20% der inhalierten NO-Konzentration aufgenommen.
Die relative Abnahme der Resorption wird dabei auf einen expositionsbedingten Riick-
gang der Atmung zuriickgefiihrt (WHO 1997). Bei Hunden, die gegen Fahrzeugabgase
exponiert worden waren, wurden 73% des enthaltenen NO durch den Nasenrachenraum
entfernt, im Vergleich dazu 90% des enthaltenen NO,. Wie bei NO, sind die Zielorgane
die terminalen Atemwege, wobei NO im Vergleich zu NO, noch geringer wasserloslich
ist. Dadurch erreichen noch groBere Mengen die pulmonale Region, wo eine Diffusion
ins Blut und eine Reaktion mit Himoglobin erfolgen kann (WHO 1997). In einer Me-
tabolismusstudie an Ratten wurden nach einer 123-miniitigen Exposition gegen 143 ml
radioaktiv markiertes "'NO/m? ca. 55% der Radioaktivitit im Urin ausgeschieden
(Yoshida und Kasama 1987).

Mensch

NO wird vom Menschen bei Exposition gegen 0,32-4,88 ml NO/m? und bei normaler
Atmung zu 85-92% und bei Atmung nach korperlicher Anstrengung zu 91-93% auf-
genommen (WHO 1997).

Bei den meisten der im Folgenden beschriebenen Studien erfolgte die Messung der
NO-Konzentration in der Luft iiber Chemilumineszenz nach Reaktion mit Ozon, sofern
nicht anders angegeben.

Sechs minnliche Probanden (30-38 Jahre alt, 67—106 kg KG) wurden drei Stunden
lang einer inhalativen NO-Belastung von 100 ml/m? ausgesetzt. Durch den Vergleich
der inhalativen und der exhalierten NO-Konzentration wurde eine pulmonale Reten-
tion von 64% ermittelt. Dadurch wurde eine mittlere NO-Aufnahmerate von 0,49 +
0,08 ml/min errechnet, was nach Anwendung des idealen Gasvolumens einer Rate von
0,61 mg/min entspricht (Young et al. 1996). Demzufolge ergibt sich bei einer NO-
Aufnahmerate von 0,61 mg/min (bei 100 ml/m?) nach dreistiindiger Exposition eine
kumulative inhalative Aufnahme von 109,8 mg NO.

In einer weiteren Studie wurde an einer weiblichen und vier méinnlichen gesunden Per-
sonen (30—36 Jahre alt) der MetHb-Spiegel nach dreistiindiger inhalativer Exposition
gegen 32, 64, 128 oder 512 ml NO/m? untersucht (Young et al. 1994). Bei 128 ml/m?
ergibt sich eine kumulative inhalative Aufnahme von 140,5 mg NO.

In Tabelle 1 sind Angaben zur NOx-Konzentration im Plasma bei unterschiedlichen
Berufsgruppen und Patienten zusammengestellt. Zur Bestimmung der NOx (NO;, NO3)-
Konzentration wird zu Blutplasma eine gesittigte Vanadiumchlorid—Ldsung gegeben,
die Nitrit und Nitrat zu NO reduziert. AnschlieBend reagiert das NO mit Ozon zu NO,,
das mit Hilfe von Chemiluminiszenz detektiert wird.
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Tab. 1. Angaben zu NOx-Konzentrationen im Plasma bei unterschiedlichen Personengruppen

Personengruppe NOx (uUM) NO; (uM) Literatur
(Anzahl)
Taxifahrer Chuang et al. 2003
Raucher (55) 47,9+9,7
Nichtraucher (40) 42.4+6,0
Biiroangestellte
Raucher (32) 43,1+£5,8
Nichtraucher (43) 37,775
Patienten
Patienten mit Leberzirrhose (k.A.) 42,2+26,9
Patienten mit hepatozelluldren Karzinomen  49,4+49,1
k.A)
Patienten mit chronischer Hepatitis C (k.A.) 32,3+8.9
Gesunde (k.A.) 35,5+15,1
Fussballspieler (8), Nichtraucher Franco et al. 2001
ohne Belastung 41,4+6,1
nach 10 min Ergometer 56,0+9,9

Personen mit vorwiegend sitzender
Beschiftigung (24), Nichtraucher

ohne Belastung (Alter 22 +3 Jahre) 23,8+5,7
ohne Belastung (Alter 66 +6 Jahre) 22,2+6,1
nach 10 min Ergometer (Alter 22 +3 Jahre) 44,7+6,5
nach 10 min Ergometer (Alter 66 +6 Jahre) 45,9+9,8

Mehr als 70% des inhalierten NO wurden beim Erwachsenen in Form von Nitrat mit
dem Urin ausgeschieden. Nitrat wird durch die Nieren aus dem Plasma mit einer Ge-
schwindigkeit entfernt, die annihernd der glomerulidren Filtration entspricht (FDA
2001).

Dermale Aufnahme

Zur dermalen Aufnahme liegen keine Untersuchungen vor. Ausgehend von der Was-
serloslichkeit von 94,9 g/1 und dem log Kqyw von 0,1 ergeben sich fiir eine gesittigte
wissrige NO-Losung mit den Modellen von Fiserova-Bergerova et al. (1990), Guy
und Potts (1993) sowie Wilschut et al. (1995) dermale Fluxe von 0,903; 0,133 bzw.
0,538 mg/cm? und Stunde. Das wiirde bei einer einstiindigen Exposition von beiden
Hinden und Vorderarmen (ca. 2000 cm?) einer Gesamtaufnahme von 1805, 267 bzw.
1075 mg entsprechen.

Aus der Henry-Konstante kann abgeschitzt werden, dass sich bei einer Exposition ge-
gen 1 ml/m3 eine Gleichgewichtskonzentration von 0,3 mg/l in einem wissrigen Medi-
um einstellt. Mit dieser Konzentration liegt die dermale Aufnahme auch bei 8-stiindiger
Ganzkorperexposition nach den obigen Modellen unter 1 mg und betridgt damit weni-
ger als ein Hundertstel der Menge, die noch nicht zu einem kritischen MetHb-Spiegel
(5%) nach Inhalation fiihrte (sieche Abschnitt 4.1).

MAK, 49. Lieferung, 2010
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NO in der Ausatemluft

NO in der Ausatemluft dient als Marker fiir chronische und allergische Entziindungen
der Atemwege.

Bei 8 nichtrauchenden Biéckern mit einer Mehlstaub-Sensibilisierung wurden signifi-
kant hohere NO-Konzentrationen (0,05 +0,009 ml/m?) in der Ausatemluft im Vergleich
zu den gesunden Kontrollpersonen (0,014 +0,003 ml/m?) gemessen. Bei 10 nichtrau-
chenden Friseurinnen mit Exposition gegen ein Gemisch aus irritativ wirkenden Arbeits-
stoffen wurden keine erhohten NO-Konzentrationen festgestellt (0,013 +0,002 ml/m?)
(Barbinova et al. 2007).

Die Konzentration von NO in der Ausatemluft wurde von 186 Beschiftigten in ei-
ner AluminiumgieBerei (GieBhalle) mit 40 Kontrollpersonen, beschiftigt in der glei-
chen Firma auBlerhalb der GieBhalle, verglichen. Die Konzentration von NO in der
Ausatemluft war bei den exponierten Nichtrauchern héher (Median 0,009 ml/m?;
Interquartil-Range: 0,006—0,016 ml/m?) als bei den Kontrollpersonen (0,0057 ml/m?;
0,0046-0,0083 ml/m?). Bei diesen zwei Gruppen unterschieden sich die Spiro-
metrie-Werte und Symptome beziiglich Asthma nicht. Die hochsten Konzen-
trationen wurden bei den Nichtrauchern mit Asthma, die in der GieBhalle titig wa-
ren, gemessen (0,021 ml/m3; 0,019-0,041 ml/m?). Die Konzentrationen von NO
lagen bei den exponierten nichtrauchenden Beschiftigten ohne Asthma-Symptome
(0,0085 ml/m3; 0,006—0,013 ml/m?) im Bereich der Kontrollpersonen (0,0057 ml/m?;
0,0046-0,0083 ml/m?). Die Spirometrie-Werte bei den exponierten Nichtrauchern mit
und ohne Asthma-Symptome lagen in der gleichen GréBenordnung. Bei Rauchern war
ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der NO-Konzentration zwischen Exponier-
ten und Nicht-Exponierten feststellbar. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um
Medianwerte. Es wurde keine signifikante Korrelation zwischen der ausgeatmeten NO-
Konzentration und dem gemessenen Gesamtstaub- bzw. den Fluoridkonzentrationen
oder der Dauer der Beschiftigung festgestellt (Lund et al. 2000).

In einer Querschnittsstudie wurde bei 246 Beschiftigten in einer Bleicherei und Papier-
fabrik der Zusammenhang zwischen den Konzentrationen an ausgeatmetem NO und
nasalem NO, Erkrankungen der Atemwege und Atopie untersucht.

Atopiker und Nicht-Atopiker ohne Rhinitis oder Asthma wiesen NO-Konzentrationen
in gleicher Grofenordnung auf. Bei Atopikern mit Asthma oder Rhinitis wurden signi-
fikant erhohte Konzentrationen an NO im Vergleich zu denen ohne Rhinitis oder Asth-
ma festgestellt. Auch beim Vergleich von an Asthma oder Rhinitis erkrankten Nicht-

Tab. 2. Konzentrationen an ausgeatmetem NO und Erkrankungen der Atemwege bei Atopikern und
Nicht-Atopikern (Medianwerte) (Olin et al. 2004)

Alle (n = 246) [ppb] Nicht-Atopiker [ppb] Atopiker [ppb]

ohne Rhinitis oder Asthma 15,8 15,8 16,5
(n=170) (11,4-22,4) (11,9-21,4) (11,3-27,6)
nur Rhinitis (n = 27) 20,6 19,2 31,00
(14,1-30,8) (14,1-22,0) (16,5-50,5)
nur Asthma (n = 49) 22.5% 18,8 29,82
(16-31,2) (14,6-26,5) (18,2—-47.,8)

D p=0,06;2p=0,004
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Atopikern mit Atopikern atmeten letztere hohere Konzentrationen an NO aus. Die
Konzentrationen an NO in der Nase korrelierten nicht mit Symptomen in der Nase oder
Atopie (Olin et al. 2004; siehe Tabelle 2).

3.3 Metabolismus

NO reagiert bei physiologisch relevanten Konzentrationen nur sehr langsam mit Sauer-
stoff zu NO, und N,0O;. Die Halbwertszeit von NO in Gegenwart von Sauerstoff ist in-
vers proportional zur NO-Konzentration, da zwei NO-Molekiile mit einem O,-Molekiil
zusammentreffen miissen. Dadurch betrédgt die Halbwertszeit von 1 pM NO in Wasser
10 Minuten, von 100 pM NO jedoch nur 6 Sekunden (Beckman und Koppenol 1996).
Bei bis zu 80 ml NO/m? Luft (= ca. 160 nM in Wasser, siche Abschnitt 3) wurde eine
Halbwertszeit von 2,5 Stunden angegeben (Higgenbottam 1993). Neben der Reaktion
mit Sauerstoff zu NO, und N,O; wird NO mit Superoxid (O3; bei Uberschuss oder
dquimolaren Konzentrationen an Superoxid), das zusammen mit NO von endothelialen
Zellen freigesetzt wird, zu ONOO~ umgesetzt (sieche Abschnitt 2).

Ein kleiner Teil des inhalierten NO reagiert mit Komponenten des Lungengewebes (sie-
he Abschnitt 2), der grofite Teil gelangt jedoch iiber die Alveolen in das Blut, reagiert
dort mit dem Hidmoglobin der Erythrozyten und bildet Nitrosylhdamoglobin (Yoshida
und Kasama 1987).

Nitrosylhdmoglobin wird hauptsichlich zu Nitrit (NO53), Nitrat (NO3) und MetHb ab-
gebaut. Der groBte Teil des Nitrats wird mit dem Urin ausgeschieden, nur ein Teil wird
tiber die Speicheldriisen in die Mundhohle abgegeben. Die dort befindlichen Bakterien
wandeln es zu Nitrit um. Ein Teil des Nitrits, das den Magen erreicht, wird mit den Pro-
teinen der Nahrung zu Stickstoff umgeformt und entweicht. Das durch Blut und Magen
in den Darm gelangte Nitrat wird iiber die Bildung von Nitrit zu Ammoniak reduziert.
Dieser wird reabsorbiert, zu Harnstoff umgewandelt und mit dem Urin ausgeschieden
(Yoshida und Kasama 1987).

Die MetHb-Bildung aus Nitrosylhdmoglobin verlduft schneller als die MetHb-Reduk-
tion zur Eisen(Il)-Form und die Dissoziation von Nitrosylhimoglobin mit der Folge,
dass der MetHb-Spiegel im Blut immer grofer ist als der Nitrosylhdmoglobin-Spiegel.
Dies konnte an Ratten gezeigt werden, die eine Stunde lang gegen 100 oder 200 ml
NO/m? exponiert wurden. Nach 30—60 Minuten wurde fiir Nitrosylhdmoglobin ein
FlieBgleichgewicht erreicht, gefolgt von einem FlieBgleichgewicht fiir MetHb. Die
Konzentrationen beider Verbindungen nahmen nach der Exposition mit einer Halb-
wertszeit von ca. 20 Minuten ab (Maeda et al. 1987).

In der in Abschnitt 3.2 erwihnten Metabolismusstudie an Ratten, bei der ca. 55% der
Radioaktivitit des inhalierten >NO mit dem Urin ausgeschieden wurden, lagen 75%
davon als NO3 und 24% als Harnstoff vor (Yoshida und Kasama 1987).

4 Erfahrungen beim Menschen

Bei den meisten in diesem Abschnitt aufgefiihrten Studien erfolgte die Messung der
NO-Konzentration iiber Chemilumineszenz nach Reaktion mit Ozon, wenn nicht an-
ders angegeben.

MAK, 49. Lieferung, 2010



12  Stickstoffmonoxid

4.1 Einmalige Exposition

Die Geruchsschwelle liegt zwischen 0,3 und 1 ml/m? (ACGIH 2001).

Inhalierte NO-Konzentrationen iiber 6 mg/m? (5 ml/m?) konnen zu Vasodilatation
im Lungenkreislauf fiihren, ohne den systemischen Kreislauf zu beeinflussen (WHO
1997).

191 gesunde Probanden im Alter von 20—50 Jahren wurden 15 Minuten lang gegen
NO-Konzentrationen im Bereich von 10—39 ml NO/m? exponiert. Der Anteil an NO,
betrug 1-2% der eingeatmeten Konzentration. Es liegen keine Angaben vor, wie viele
Probanden gegen welche Konzentrationen exponiert waren. Im Konzentrationsbereich
von 10—15 ml NO/m?3 trat keine Verinderung des arteriellen Sauerstoff-Partialdrucks
auf. Ab 15 ml NO/m?nahm der arterielle Sauerstoff-Partialdruck um 7 Torr (ca. 9,3 hPa)
und ab 20 ml NO/m?um 8 Torr (ca. 10,6 hPa) ab. Der alveolare Sauerstoff-Partialdruck,
der Kohlendioxid-Gasaustausch und der pH-Wert blieben unverindert, ebenso das tho-
rakale Gasvolumen. Die Diffusionskapazitit von CO nahm bei Konzentrationen von
iiber 30 ml NO/m? im Durchschnitt um 0,4 ml/min x Torr (bei Normaldruck) nicht sta-
tistisch signifikant ab. Der Atemwegswiderstand stieg statistisch signifikant nach Ex-
position gegen 20 ml NO/m? an. Die MetHb-Bildung nahm ab 10 ml NO/m? zu und sie
war ab 15 ml NO/m? um 0,22% statistisch signifikant erhoht (von Nieding et al. 1973).
Acht Nichtraucher im Alter von 1924 Jahre wurden zwei Stunden gegen 1 ml NO/m?
(0,9-1,1 ml NO/m?) exponiert. Die Konzentration an NO, betrug 0,02-0,05 ml
NO,/m3. Wihrend der Exposition traten keine Symptome auf. Bei der Hilfte der Pro-
banden war nach zwei Stunden die spezifische Leitfahigkeit der Atemwege (sG,,,; rezi-
proker Wert des spezifischen Atemwegswiderstands (sR,,,)) signifikant verringert. Eine
Stunde nach Expositionsende war dieser Effekt noch bei zwei Probanden signifikant
nachweisbar. Somit treten bereits bei einer Konzentration von 1 ml NO/m? Effekte auf
(Kagawa 1982). Hierbei ist aber zu bedenken, dass ein mittlerer sG,,-Wert von 0,3
(1/(cmH,0 x s)) zusammen mit einem mittleren thorakalen Gasvolumen (TGV) von
3,56 1 (der Einfachheit halber gleich der funktionellen Residualkapazitit gesetzt) einen
spezifischen Atemwegswiderstand von 3,3 cmH,0O x s und einen Atemwegswiderstand
von ca. 1 cmH,O x s/l impliziert. Die Grenze zu pathologischen Werten wird fiir sR,,,
bei 12 cmH,0 x s und fiir R,,, bei 3 cmH,0 x s/l angenommen. Eine relative Zunahme
von sR,,, oder R,,, um ca. 10% bleibt daher im Normbereich, wenn die Ausgangswerte
nur ca. 30% der Normgrenze betragen. Dies ist um so bedeutsamer, als bekannt ist,
dass gerade sehr niedrige Werte von R,,, bzw. hohe Werte von G,,, bei Gesunden rela-
tiv stark schwanken konnen, zumal der Atemwegswiderstand bei diesen Personen fast
ausschlieBlich zentral bestimmt ist und auch Effekte wie Stimmbandweite etc. einge-
hen. Aus diesen Griinden werden die beobachteten Effekte nicht als relevante adverse
Reaktion des Bronchialsystems gewertet.

Sechs Nichtraucherinnen wurden zwei Stunden gegen ein Gemisch mit Konzentratio-
nen von 0,6 ml NO/m? und 0,3 ml NO,/m? exponiert. Jede halbe Stunde betitigten sich
die Probandinnen 15 Minuten auf einem Ergometer mit einer Umdrehungszahl von 50
Umdrehungen/Minute (k. w.A.). Es traten keine Symptome und keine Anderungen der
gemessenen Blutparameter auf, auch keine bronchiale Reaktivitit. Mogliche minimale
funktionale Effekte der Luftwege wurden erwihnt, aber nicht ndher beschrieben. Die
Autoren weisen darauf hin, dass es der weiteren Abklidrung bedarf, ob diese Effekte
auch nach kontinuierlicher Exposition oder bei hoheren Konzentrationen verstérkt auf-
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treten (Kagawa 1990). Da diese Studie nur als Abstract vorliegt, kann sie zur Bewer-
tung nicht herangezogen werden.

Bei neun gesunden Probanden, die durch Einatmen von 12% Sauerstoff in Stickstoff
hypoxisch wurden, verhinderte die Inhalation von 49,4 mg NO/m? (40 ml/m?) den
Hypoxie-bedingten Anstieg des Blutdrucks der Pulmonalarterie. Der systemische arte-
rielle Blutdruck blieb unverédndert. Untersuchungen zur Lungenfunktion wurden nicht
durchgefiihrt (Frostell et al. 1993; WHO 1997).

Bei einer Frau und vier Ménnern (30—36 Jahre alt) wurde der MetHb-Spiegel nach
dreistiindiger inhalativer Exposition gegen 32, 64, 128 und 512 ml NO/m? untersucht.
Die gemessenen MetHb-Spiegel stiegen dabei von 0,64% MetHb im Verlaufe der Ex-
positionszeit konzentrationsabhingig an und lagen bei hoheren NO-Inhalationskon-
zentrationen jeweils hoher als bei den niedrigeren. Die berechneten MetHb-Plateau-
Spiegel (Plateau-Spiegel von MetHb + MetHb-Spiegel vor Exposition) betrugen fiir
die vier Expositionskonzentrationen 1,04; 1,75; 3,75 und 6,93% (Young et al. 1994).
Gemessen an einem tolerablen MetHb-Spiegel von 5% ist der systemische NOAEL fiir
NO aufgrund dieser Daten bei 128 ml/m? eingehalten.

Bei sechs médnnlichen Probanden, die drei Stunden lang einer inhalativen NO-Belastung
von 100 ml/m?3 ausgesetzt wurden, wurden mittlere MetHb-Gehalte von 2,65+0,46%
ermittelt (Young et al. 1996).

4.2 Wiederholte Exposition

332 Arbeiter einer Stickstoff-Diingemittel-Fabrik waren gegen unterschiedliche Kon-
zentrationen von NO (< 1,1 mg/m3, entspr. <0,9 ml/m?), NO, (< 1,3 mg/m?), NO3
(£ 0,2 mg/m?) und NH; (£ 2,8 mg/m?) exponiert. Die Arbeiter wurden je nach Arbeits-
platzexposition in Gruppen unterteilt. Gemessen wurden im Serum MetHb-Gehalt,
Nitrat-, Harnstoff- und Kreatinin-Konzentrationen, und diese wurden mit einer exter-
nen Kontrollgruppe verglichen. Die hochsten Nitrat-Werte im Serum traten bei den
Arbeitern auf, die gegen die hohen Konzentrationen an Nitrat und Ammoniak exponiert
waren. Der Kreatinin-Gehalt im Serum korrelierte mit der NO-Konzentration (r = 0,87,
p<0,05) und der NO3-Konzentration (r = 0,84; p<0,05). Es konnte bei keiner Gruppe
eine Korrelation zwischen der Harnstoff-Konzentration im Serum und der Exposition
einer Verbindung in der Einatemluft festgestellt werden. Der MetHb-Gehalt war bei
den Arbeitern mit Salpetersdure- und Nitrat-Exposition, die gegen die hochste NO-
Konzentration exponiert waren, am grofiten (Giroux und Ferrieres 1998; siehe Tabel-
le 3), lag aber mit maximal 0,53% 1im Normbereich. Die Messung der Stickoxide in der
Luft erfolgte iiber eine molekulare Absorptions-Spektrophotometrie.

In einer Langsschnittstudie wurden bei 402 sowie 438 Arbeitern aus zwei Kalibergwer-
ken Lungenfunktionsmessungen durchgefiihrt. Nach Ablauf von fiinf Jahren wurden
290 sowie 278 Arbeiter nachuntersucht. Die medizinischen Untersuchungen beinhal-
teten einen standardisierten Fragebogen, eine klinische Untersuchung und die Lungen-
funktionsdiagnostik. Die Arbeiter waren gegen eine Vielzahl von Noxen (NO und NO,,
Salzstaub und Dieselruf3) exponiert. Die mittleren personenbezogenen Konzentrationen
fiir NO in der Umgebungsluft, gemessen mittels elektrochemischer, direktanzeigender
Sensoren, lagen zwischen 1,4 und 1,7 ml/m?3, die Schichtmesswerte (95-Perzentil) wur-
den mit 4,2 und 6,4 ml/m? angegeben. In dem Beobachtungszeitraum von fiinf Jahren

MAK, 49. Lieferung, 2010
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Tab. 3. Angaben zur Exposition und zu Serumkonzentrationen von Arbeitern in einer Diingemittel-
Fabrik (Giroux und Ferrieres 1998)

Personengruppe Konzentration in der Luft Konzentration im Serum
(Anzahl) (ug/m3)

NO NO, NO; NH; Nitrat ~ Kreatinin Harnstoff MetHb
(mg/l)  (mg/l)  (mg/l) (%)

Kontrollen (51) 22 11 1,9 58 2,37 8,36 300 0,14
Biiroangestellte (80) 150 57 9,5 250 2,24 8,07 365 0,14
Techniker (44) - - - - 3,47 8,64 353 0,13

Arbeiter mit 1125 1352 74 2413 5,6 9,60V 349 0,53
Salpetersiure-

Exposition (67)

Arbeiter mit Nitrat- 1147 340 227 2360 7,67 10,40V 316 0,45
und Ammoniumnitrat-

Exposition (67)

Arbeiter mit 190 47 15 2800 6,79 8,08 355 0,19
Ammoniak-

Exposition (26)

Arbeiter mit 275 41 9,5 290 3,32 9,341 324 0,18
Harnstoff-

Exposition (48)

D signifikant p<0,001

wurde bei den Arbeitern der beiden Minen ein Abfall der Einsekundenkapazitit (FEV,)
von — 10 ml/Jahr bzw. von — 18 ml/Jahr (adjustiert nach Alter und Rauchen) beobachtet.
Die Autoren bezeichnen die Effekte auf die FEV, als gering. Diese Aussage basiert im
Wesentlichen auf dem Anteil an Arbeitern mit obstruktiven Funktionseinschrinkungen
der Lunge. In beiden Minen hatten 6% bzw. 15% der Arbeiter entsprechende Befunde,
die als ,,leicht* beurteilt wurden. Auch wenn die Effekte gering waren, sind sie als ad-
vers anzusehen. Die Autoren schreiben ebenfalls, dass die Mischexposition iiber einen
langeren Zeitraum zu Einschridnkungen der Lungenfunktion fiihren kann und bei hohe-
ren Expositionen (ohne Angabe, ab welchen) insbesondere bei Rauchern Funktionssto-
rungen mit klinischer Relevanz entstehen konnen. Die Autoren weisen auf das Problem
hin, dass es nicht moglich ist, die einzelnen Stoffkomponenten zu beurteilen. Durch
die hohe Korrelation der Expositionskomponenten untereinander ist die Wirkung der
einzelnen Komponenten nicht zu ermitteln (Lotz et al. 2006, 2008). Bei den statisti-
schen Analysen wurden zudem lineare Dosis-Wirkungsbeziehungen angenommen. In
Anbetracht einer fehlenden Konzentration ohne Wirkung, der Mischexposition, der Va-
riabilitdt von FEV, und dem starken Einfluss des Rauchens kann diese Studie nicht zur
Ableitung des MAK-Wertes herangezogen werden.

In einer Kohorten-Studie (1974—1998) an 1369 Bergarbeitern im Steinkohlenbergbau
wurden die Konzentrationen an Steinkohlengrubenstaub, Quarz-Staub und Stickoxiden
(NO und NO,) gemessen und die Lungenfunktionsparameter FVC, FEV, und FEV/
FVC untersucht. Durchschnittliche Expositionskonzentrationen wéhrend einer Schicht
wurden fiir unterschiedliche Tétigkeiten (Eisenbahnfahrer, Fahrer dieselbetriebener
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Fahrzeuge, Einschienenhdngebahnfahrer und Sprengbeauftragte) bei NO, mit 0,52;
0,21; 0,023 und 0,014 ml/m? und bei NO mit 1,35; 1,35; 1,36 und 0,84 ml/m? ge-
messen. Durchschnittliche Langzeit-Expositionskonzentrationen fiir NO, wurden mit
0,007 ml NO,/m? und fiir NO mit 0,58 ml NO/m? berechnet. Konzentrationen fiir
Steinkohlengrubenstaub wurden mit 1,89 mg/m?* (Quarz 0,067 mg/m?) angegeben. Zur
Untersuchung der Lungenfunktion wurden im Mittel zehn Untersuchungen pro Per-
son durchgefiihrt. Die Rauchgewohnheiten wurden beriicksichtigt. Unter Verwendung
des GEE (,,general estimation equation®)-Regressions-Modells wurden allein aufgrund
der Staubexposition keine Effekte auf die untersuchten Lungenfunktionsparameter
beobachtet. Bezogen auf die NOx-Konzentrationen (NO+NO,) traten geringe, aber
statistisch nicht signifikante Effekte auf die gemessenen Lungenfunktionsparameter
auf (Dahmann et al. 2009; Morfeld et al. 2010). FVC und FEV, konnen als relevante
Parameter zur Erfassung potenzieller Lungeneffekte von NOy gelten. Jedoch muss be-
rlicksichtigt werden, dass die Sensitivitit dieser gemessenen klinischen Parameter nicht
ausreichend ist und Gewebeschidigungen in den terminalen Atemwegen, die durch
Radikalreaktionen von NO mit Bestandteilen der alveolidren Fliissigkeit und der Epi-
thelzellen hervorgerufen werden, damit nicht zu erfassen sind. Diesbeziiglich sind z. B.
16sliche und zelluldre Entziindungsmarker in der bronchoalveoldren Lavage sensitiver
(Dahl und Nordestgaard 2009; Stockley 2002). Da keine spezifischen Auswertungen
hoher Exponierter vorliegen, kann nicht beurteilt werden, ob auch bei Langzeit-Expo-
sition gegen hohere Konzentrationen Effekte sicher ausgeschlossen werden konnen.
Diese Studie spricht damit nicht gegen den MAK-Wert fiir NO von 0,5 ml/m?.

4.3 Wirkung auf Haut und Schleimhéute

Hierzu liegen keine Angaben vor.

4.4 Allergene Wirkung

Hierzu liegen keine Angaben vor.

4.5 Reproduktionstoxizitat

Hierzu liegen keine Angaben vor.

4.6 Genotoxizitat

In Lymphozyten des peripheren Blutes von 45 Goldschmieden, die gegen 1770 mg
Stickoxide (NOy)/m? in der Raumluft exponiert waren, zeigte sich eine signifikante
Zunahme an chromosomalen Aberrationen, Schwesterchromatidaustauschen, Satelli-
ten-Assoziationen und des Mitose-Indexes mit zunehmender Zeitdauer der Expositi-
on zwischen 0 und 20 Jahren im Vergleich zur Kontrollgruppe, deren Raumluft einen
Wert von 50 ug Stickoxide (NOy)/m? aufwies (Yadav und Seth 1998). Es bestehen
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Zweifel an der korrekten Angabe der Expositionskonzentration von nahezu 2 g/m?, da
diese sehr hoch erscheint. Es handelt sich aulerdem um eine Mischexposition gegen
verschiedene Stickoxide, so dass keine Aussage zu NO getroffen werden kann. Diese
Arbeit wird somit nicht zur Bewertung von NO herangezogen.

4.7 Kanzerogenitat

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5 Tierexperimentelle Befunde und In-vitro-Untersuchungen

5.1 Akute Toxizitat

Nach akuter Exposition gegen NO steht die Bildung von MetHb im Vordergrund, ge-
folgt von Wirkungen auf das zentrale Nervensystem. Die Untersuchungen zur akuten
Toxizitédt nach inhalativer Exposition sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Ratte

Gruppen von ménnlichen F344-Ratten wurden 5—30 Minuten gegen 500—1500 ml
NO/m? mit einem NO,-Gehalt <30 ml/m? exponiert. Es wurden keine histopatholo-
gischen Effekte an der Lunge festgestellt, jedoch zeigten die Tiere, die 30 Minuten
gegen 1000 ml/m? exponiert wurden, Zyanose. 11 der 20 behandelten Tiere dieser Ex-
positionsgruppe starben innerhalb von 30 Minuten nach Expositionsende. Die Autoren
erkliren diesen Effekt mit der Bildung von MetHb, jedoch wurde dieser Parameter bei
dieser Studie nicht bestimmt. Die Autoren verweisen auf Ergebnisse aus einer anderen
Studie, wonach bei einer 30-miniitigen Exposition von Ratten gegen 1000 ml/m? ein
MetHb-Gehalt von >65% bestimmt wurde (Stavert und Lehnert 1990).

Tab. 4. Untersuchungen zur akuten Toxizitédt nach inhalativer Exposition (ACGIH 2001; ECB 2000)

Spezies Konzentration Expositions- Endpunkt
dauer
mg/m? ml/m?
Maus 398 318 n.a. LC,
400 320 n.a. LCs,
3125 2500 12 min Letalitit
6250 5000 6—8 min Letalitit
Ratte 1068 854 n.a. LCs,
160 128 n.a. LCs
1250 1000 30 min Letalitét: 11/20
Meerschweinchen 219 175 n.a. keine Letalitit
Hund 6250 5000 24 min Letalitit
25000 20000 n.a. Letalitét

n.a.: nicht angegeben
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Die 60-miniitige Exposition von Sprague-Dawley-Ratten gegen 25-250 ml NO/m?
fiihrte zu einem Anstieg des MetHb-Gehaltes (0,6 -20%), gleichzeitig nahm auch die
Konzentration des Nitrosylhdmoglobins zu (0,08—-3%). Das molare Verhiltnis von
MetHb zu Nitrosylhdmoglobin stieg um das 7—15-fache an. Ferner waren die MetHb
und Nitrosylhimoglobinkonzentrationen in arteriellem und vendsem Blut gleich. Die
Aktivitdt der MetHb-Reduktase wurde bei hohen NO-Konzentrationen gehemmt, aber
nach Expositionsende wieder regeneriert. Nach Expositionsende nahmen die Gehal-
te an MetHb- und Nitrosylhdmoglobin mit einer Halbwertszeit von 20 Minuten ab
(Maeda et al. 1987).

Auch nach einstiindiger Exposition von Ratten gegen 10,6 ml NO/m? (verunreinigt mit
0,8 ml NO,/m?) wurde Nitrosylhdmoglobin im Blut nachgewiesen (k. w.A.; Oda et al.
1975).

Minnliche Long-Evans-Ratten wurden 180 Minuten gegen 12,5 oder 62,5 mg NO/m?
(10 oder 50 ml/m?) exponiert (Kopf-Nasen-Exposition), ihr Lernverhalten untersucht,
ein EEG aufgezeichnet sowie der MetHb-Gehalt bestimmt. Eine mogliche Kontamina-
tion mit NO, wurde nicht untersucht. Die Exposition gegen NO fiihrte bei den friihen
evozierten Potenzialkomponenten (AEPs) zu Amplitudenvergroflerungen und Ver-
langerungen der Latenzzeit, bei den spiten Potenzialkomponenten zu einer Abnahme
der Amplitude. Diese teilweise konzentrationsabhingigen Verinderungen wurden
bei MetHb-Gehalten von 1,22 bzw. 3,98% festgestellt. Nach Exposition gegen 50 ml
NO/m? kam es zu einer Abnahme der Lernleistung (Groll-Knapp et al. 1988).

Maus

Die 6—8-miniitigen Expositionen von Albino-Miusen gegen 5000 ml NO/m? sowie
die 12-miniitige Exposition gegen 2500 mg NO/m? (3125 ml/m?) waren letal. Nach
wenigen Minuten trat Zyanose auf, der rote Augenhintergrund der Méduse wurde grau-
blau, gefolgt von Dyspnoe, Paralyse und Krampfen. Die LCs, fiir die Maus betrédgt
320 ml/m? (ohne Angaben der Expositionsdauer). Nach 6-stiindiger Exposition von
Miusen gegen 322 ml/m?3 wurden 60% MetHb gebildet (ACGIH 2001; ECB 2000).
Bei Miusen, die eine Stunde gegen 20—80 ml NO/m? exponiert worden waren, nahm
der Gehalt an Nitrosylhdmoglobin mit steigender NO-Konzentration linear zu, der
Gehalt an MetHb stieg exponentiell und erreichte insbesondere bei den hoheren NO-
Konzentrationen bis zu 15fach hohere Spiegel im Vergleich zum Nitrosylhimoglobin
(Oda et al. 1980 b). Miuse, die 16 Stunden gegen 11 mg NO/m? (9 ml/m?) exponiert
wurden, zeigten eine Abnahme des Eisen-Transferrins (WHO 1997).

Bei Miusen wurde die Bildung von Nitrosylhdmoglobin mit Hilfe der Elektronenspin-
resonanz-Spektrometrie nachgewiesen. 20 Minuten nach Beginn der einstiindigen Ex-
position von weiblichen JCL-ICR- Méusen gegen 10,6 ml NO/m? (verunreinigt mit
0,8 ml NO,/m?) war das Maximum der Nitrosylhimoglobin-Konzentration mit 0,13%
im Blut erreicht, und die Konzentration blieb fiir die Dauer der Exposition konstant.
Nach Expositionsende nahm die Nitrosylhimoglobin-Konzentration mit einer Halb-
wertszeit von 10 Minuten ab. 30 Minuten nach Expositionsende war noch Nitrosylhi-
moglobin nachweisbar. Bei Miusen, die eine Stunde lang gegen 2,6; 5,9 oder 10,6 ml
NO/m? (verunreinigt mit 0,1; 0,3 oder 0,8 ml NO,/m?) exponiert worden waren, nahm
der Gehalt an Nitrosylhdmoglobin konzentrationsabhingig mit 0,02; 0,04 bzw. 0,13%
zu (ohne Angaben der statistischen Signifikanz; Oda et al. 1975).
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Meerschweinchen

Meerschweinchen iiberlebten eine Exposition von 175 ml NO/m?, wobei auch hier An-
gaben iiber die Expositionsdauer fehlen (ACGIH 2001).

Kaninchen

Bei Kaninchen konnte nach einstiindiger Exposition gegen 10,6 ml NO/m? (verunrei-
nigt mit 0,8 ml NO,/m?) die Bildung von Nitrosylhdmoglobin nachgewiesen werden,
nachdem Natriumdithionit der Blutprobe zugesetzt worden war (k.w.A.; Oda et al.
1975).

Hund

Wurden Hunde 24 Minuten gegen 5000 ml NO/m? exponiert, kam es zu einem Abfall
des arteriellen Sauerstoffgehalts sowie zu einem Anstieg des MetHb-Gehaltes und des
zirkulierenden Kohlendioxidgehaltes. Die Hunde starben innerhalb von 7—-120 Minu-
ten. Die Inhalation von 20000 ml NO/m? fiihrte zu einer massiven (k. w.A.) MetHb-
Bildung und zum Absinken des Blut-pH-Wertes. Der Tod trat innerhalb von 15-50
Minuten ein, begleitet von akutem Lungenddem (ACGIH 2001; ECB 2000).

5.2 Subakute, subchronische und chronische Toxizitét

5.2.1 Inhalative Aufnahme

Nach wiederholter inhalativer Exposition gegen NO werden als Haupteffekte Schédi-
gungen der Lunge sowie die Bildung von MetHb beobachtet. Die Untersuchungen zei-
gen, dass die Lungenschiddigung den empfindlichsten Endpunkt darstellt. Die Studien
nach wiederholter inhalativer Exposition gegen NO sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Sofern
nicht anders angegeben, erfolgte die Erfassung der NO-Konzentration in der Luft iiber
Chemilumineszenz.

Ratte

Bei der Ratte liegen zwei von der gleichen Arbeitsgruppe durchgefiihrte Inhalations-
studien vor. In der ersten Studie wurden je 5 ménnliche F344-Ratten 9 Wochen lang
kontinuierlich 20 Stunden pro Tag gegen 0,5 ml NO/m? sowie zweimalig pro Tag je
1 Stunde lang gegen 1,5 ml NO/m? exponiert. In den Lungen wurden strukturelle Ver-
dnderungen, wie eine verringerte Anzahl an Typ-I-Zellen, fokale Degeneration der Zel-
len des Interstitiums, der interstitiellen Matrix sowie der Bindegewebsfasern und ver-
mehrt Liicken in den alveoldren Septen festgestellt, beides Effekte, die im Friihstadium
des Emphysems auftreten. Eine Gruppe von Tieren wurde unter den gleichen Expositi-
onsbedingungen mit NO, behandelt, wobei sich NO im Hinblick auf die beobachteten
Lungeneffekte als stirker wirksam erwies (Mercer et al. 1995).

In der zweiten Studie, die einige Jahre spiter an dem selben Rattenstamm durchge-
fiihrt wurde und bei der je 18 ménnliche Tiere 6 Wochen lang jeweils 22 Stunden pro
Tag gegen 0, 2 oder 6 ml NO/m? exponiert wurden, wurde jedoch kein Anstieg der
Liicken in den alveoldren Septen festgestellt. Die histopathologische Untersuchung
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Tab. 5. Wirkung von NO nach wiederholter inhalativer Exposition

Spezies, Stamm, Expositionsbedin-  Befunde Literatur
Tierzahl pro gungen
Geschlecht
und Gruppe
Ratte, 1 Monat, 40 ml/m3: Emphysem, bronchiale ECB 2000
k.w.A. 0, 50 mg/m3 Entziindungen; periphere Leukozyten 1,
(40 ml/m?3), MetHb 1, Diphosphoglycerat im Blut 1,
k.w.A. Erythrozyten |, Hb |
Ratte, bis zu 6 Wochen, 2 ml/m?: leichte emphysemartige Verin-  Azoulay
Wistar, 0, 2 ml/m3, derungen der Alveolen etal. 1977
4 Tiere, kontinuierlich
2 Monate alt, (NO, = 0,08 ml/m?)
k.w.A.
Ratte, 6 Wochen, ab 2 ml/m3: Dicke des alveoliren Typ-II- Mercer 1999
F344, 0,2, 6 ml/m3, Epithels | (n.s.), Anteil der mit Typ-II-
18 &, 22 h/d Zellen bedeckten Epithelfliache 1, Anteil
7 Wochen alt, der mit Typ-I-Zellen bedeckten Epithel-
davon 5 fiir fliche |, alveolire Typ-II-Zellen/mm? 1
Lungen- (n.s.), Atemwegsmakrophagen/mm? 1
morphologie, (n.s.), Volumendichte der Blutplittchen in
5 fiir den Lungenkapillaren 1 (2fach)
Elektronen- 6 ml/m3: Harnséure in der Lavagefliis-
mikroskopie, sigkeit 1, alveoldre Typ-1I-Zellen/mm? 1,
8 fiir bronchio- Atemwegsmakrophagen/mm? 1
alveolére
Lavage
Ratte, 9 Wochen, 0,5 + 1,5 ml/m3: Volumen des Lungen- Mercer
F344, 0; 0,5 ml/m>3, gewebes |, Volumen des interstitiellen et al. 1995
53, 20 h/d, Gewebes |, Dicke des Interstitiums |,
7 Wochen alt + 1,5 ml/m?3, alveoldre Septen diinner, Volumen des
2x1h/d Typ-I-Epithels und des Endotheliums |
(n.s.), fokale Degeneration des alveolidren
Interstitiums, vermehrt Liicken in den al-
veoldren Septen der Lunge (Anzahl 3fach
hoher im Vergleich zu NO,), Gesamtan-
zahl an Zellen pro Lunge | (n.s.), Anzahl
alveolérer Typ-I-Zellen | (n.s.), Anzahl
an Zellen des Interstitiums |
Maus, 7 Tage, bis 21 ml/m3: GSH-Spiegel in Lungen- Watanabe et
ICR-JCL, 0, 10-21 ml/m3, homogenat unverindert al. 1980
8-10 4, 3 h/d
5 Wochen alt
Maus, bis zu 4 Wochen, 2 ;)/m3: : Mortalitiit 1 (nach Infektion ECB 2_000;
OFl1, 0, 2 ml/m’, mit Pasteurella multocida), Uberlebens- ~ Schlesinger
312, 6 h/d dauer | (n.s.) 1992
k.w.A.
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Tab. 5. Fortsetzung

Spezies, Stamm, Expositionsbedin-  Befunde Literatur
Tierzahl pro gungen
Geschlecht
und Gruppe
Maus, 6,5 Monate, 10 ml/m3: rel. Lungen- und Milzgew. 1;  Nakajima
ICL-ICR, 0, 10 ml/m3, Leukozytenzahl 1, Neutrozyten-Lym- et al. 1980
?, kontinuierlich, phozyten-Verhiltnis 1, Erythrozyten mit
4 Wochen alt, (NO,=1-1,5 Heinz-Ko6rpern 1, Nitrosylhdmoglobin,
k. w.A. ml/m?3) Bilirubin 1, Cholinesterase | ;
Lunge: Degeneration und Nekrose der
Schleimhaut, Hyperplasie des Bronchial-
epithels, hypertrophe Vergréerung der
alveoldren Septen durch Hyperiamie und
Kongestion
Maus, bis zu 30 Wochen, 10 ml/m3: vergroRerte Liicken in der Holt et al.
BALB/c, 0, 10 ml/m?, Lungenperipherie (als paraseptales Em- 1979
bis zu 20 @, 2h/d, 5 d/w physem diagnostiziert), Blutungen,
6—8 Wochen alt Stauung in den alveolédren Septen, Be-
cherzellen in der Bronchialschleimhaut 1,
Foci interstitieller Lungenentziindung;
immunologische Reaktivitit | bei kiir-
zerer Expositionsdauer (5—20 Wochen)
(Leukozytose, humorale Immunantwort
auf i.p. Injektion von Schafserythrozyten
1, Graft-versus-Host-Reaktion 1, aber
Antwort der Milzzellen auf Phytohdmag-
glutinin | ); Suppression des Immunsys-
tems bei langerer Expositionsdauer (ab 23
Wochen) (Graft-versus-Host-Reaktion |,
AbstoBungsfihigkeit des transplantierten
Virus-produzierenden TKL5-Tumors |,
aber Antwort der Milzzellen auf Phyto-
hédmagglutinin 1)
Maus, bis 23 bzw. 2,4 ml/m3: Veridnderungen der osmoti- Nakajima
JCL-ICR, 29 Monate, schen Resistenz der Erythrozyten und des et al. 1980;
65 ? 0; 2,4 ml/m?3, Gehalts an Serum-Haptoglobin (Hinweis  Oda et al.
(NO-Exposition), kontinuierlich auf leichte Himolyse, 13 Mo.), Nitrosyl- 1980 a
64 @ (NO, =0,01-0,04 Hb 1, keine Effekte im Vergleich zur
(Kontrolle), ml/m?3) Kontrolle bzgl. Histologie der Lunge und
4 Wochen alt MetHb-Bildung
Kaninchen, 14 Tage, 5 ml/m?: Odeme, Verdickung der ECB 2000;
4 3,k.w.A. 0, 5 ml/m3, Alveolarkapillar-Membran durch Odem- WHO 1997
kontinuierlich fliissigkeit im Interstitialraum, fliissig-
(NO, <£0,1 ml/m3) keitsgefiillte Vakuolen in Endothelzellen
der Arteriolen und an Verbindungen der
Epithelzellen
Hund, 18 Monate, 1,5-2 ml/m3+ 0,2 ml NO,/m3: NOAEC Vaughan
Beagle, 0; 1,5-2 ml NO/m* (Lungenfunktion) et al. 1969
129 + 0,2 ml NO,/m?,

(NO-Exposition), 16 h/d, 7 d/w
20 ? (Kontrolle),
k.w.A.
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Tab. 5. Fortsetzung

Spezies, Stamm, Expositionsbedin-  Befunde Literatur
Tierzahl pro gungen

Geschlecht

und Gruppe

Hund, 61 Monate, 1,5-2 ml NO/m? + 0,2 ml NO,/m3: Bloch et al.
Beagle, 0; 1,84-2,45 mg NOAEC (kardiovaskulire Funktion) 1972

11 (NO-Expos.), NO/m?
19 (Kontrolle),  + 0,38 mg NO,/m3

k. w.A. (1,5-2 ml NO/m3

+ 0,2 ml NO,/m3),

16 h/d, 7 d/w
Hund, 61 Monate, 1,6 ml NO/m3 + 0,14 ml NO,/m3: Lewis et al.
Beagle, 0; 2,05 mg NO/m*® Residualvolumen der Lunge 1 1974

12 (NO-Expos.), + 0,27 mg NO,/m>
20 (Kontrolle), (1,6 ml NO/m3

k.w.A. + 0,14 ml NO,/m?),
16/d, 7 d/w
Hund, 68 Monate, 1,6 ml NO/m3 + 0,14 ml NO,/m3: Hyde et al.
Beagle, 32-36 Monate Hyperplasie bronchiolérer (nicht Zilien- 1978
12 9 Nachbeobachtung, tragender) Zellen, Oberflachendichte

(NO-Expos.), 0; 2,05 mg NO/m?  der Alveolen verringert, vergroferter

20 ? (Kontrolle), + 0,27 mg NO,/m?® alveoldrer Zwischenraum, Zerstorung
(Nekropsie: (1,6 ml NO/m? der alveoldren Septen, alveolidre Poren 1
10 NO-Expos.,  + 0,14 ml NO,/m?), (Emphysem-dhnliche Verinderungen)
12 Kontrolle) 16 h/d, 7 d/w

n.s.: statistisch nicht signifikant

ergab vielmehr eine konzentrationsabhingige, bei 6 ml/m? statistisch signifikante
Zunahme von alveoldren Typ-II-Zellen und Makrophagen als Ersatz fiir eine verrin-
gerte Anzahl an Typ-I-Zellen sowie eine Zunahme des Anteils der Epithelfldche,
die von Typ-II-Zellen bedeckt war. Diese Effekte, die in der ersten Studie bei der
niedrigen Konzentration noch nicht beobachtet wurden, wurden vom Autor als pro-
inflammatorische Antwort gewertet. Bei der hohen Konzentration kam es zu einem
Anstieg der Harnsdure-Konzentration um 56% in der bronchioalveoldren Lavage-
fliissigkeit. Die Ergebnisse dieser Studie wurden mit zwei Studien verglichen, in de-
nen Ratten ebenfalls 6 Wochen lang gegen 0 oder 0,25 ml Ozon/m? (12 Stunden/Tag,
7 Tage/Woche) bzw. 0 oder 2 ml NO,/m? (23 Stunden/Tag, 7 Tage/Woche) exponiert
wurden. Die drei Oxidantien zeigten dhnliche Muster sowohl bei der Zunahme an epi-
thelialen Zellen und Alveolarmakrophagen sowie dem prozentualen Anstieg der Ober-
fliche der mit Typ-II-Zellen bedeckten epithelialen Basalmembran (Mercer 1999).
Weshalb die strukturellen Verdnderungen, wie die vermehrten Liicken in den alveola-
ren Septen, die in der ersten Studie bei 0,5 ml/m? und zweistiindigen Spitzen von 1,5
ml/m3 auftraten, in der zweiten Studie mit hoherer Tierzahl nicht beobachtet wurden,
ist unklar. Auch der Autor gibt keine Erkldarung dafiir, weist aber auf einen moglichen
Zufallsbefund hin. Ein Schwachpunkt der ersten Studie liegt in der Verwendung von
nur einer Konzentration. Dadurch ist die Relevanz dieses Befundes schwer zu beur-
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teilen. Auch die unterschiedliche Dauer der Exposition (9 bzw. 6 Wochen) und die
Verwendung unterschiedlicher Messeinheiten fiir den Parameter ,,alveoldres Volumen*
erschweren einen direkten Vergleich der Studien.

Gruppen von je 4 Wistar-Ratten wurden iiber einen Zeitraum von bis zu 6 Wochen
kontinuierlich gegen 2 ml NO/m?3, das mit 0,08 ml NO,/m? verunreinigt war, exponiert.
Nach 2 Wochen Exposition wiesen 3 von 4 behandelten Tieren leichte entziindliche
Veridnderungen, einschlieBlich Infiltrationen der Alveolarwédnde und Flecken von in-
traalveoliren Odemen auf. Auch ein Kontrolltier zeigte die gleichen entziindlichen Ver-
dnderungen. Zudem wurden emphysemartige Verdnderungen festgestellt, die bis zum
Ende der Exposition zunahmen. Nach 5 und 6 Wochen Behandlung wurde bei allen
behandelten Ratten eine Uberdehnung der Alveolarwand mit Rissen beobachtet, eines
der Kontrolltiere zeigte die gleichen Symptome. Die untersuchten Blutparameter, die
Aufschluss iiber die Sauerstoff-Affinitidt des Blutes geben, darunter der MetHb-Gehalt
und der pH-Wert des Blutes, wiesen keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle auf
(Azoulay et al. 1977).

Maus

Bei der Maus betrigt die NOAEC fiir Lungenschiddigungen und fiir MetHb-Bildung
nach 23 -29-monatiger, kontinuierlicher Exposition 2,4 ml/m?, allerdings waren nach
13 Monaten Parameter verindert, die nach Aussagen der Autoren auf eine leichte Ha-
molyse hinweisen (Oda et al. 1980 a). Da diese Parameter nach Expositionsende nicht
mehr veridndert waren, werden sie als nicht advers angesehen.

In einer Studie an weiblichen BALB/c-Miausen wurden Effekte auf das Immunsys-
tem nach Exposition gegen NO beobachtet. Die Tiere wurden bis zu 30 Wochen lang
jeweils 2 Stunden pro Tag an 5 Tagen pro Woche gegen 10 ml NO/m? exponiert. An-
gaben iiber die Analytik zur Uberpriifung der NO-Konzentration liegen nicht vor. Ver-
schiedene Gruppen wurden neben Routinehdmatologie einer Reihe immunologischer
Untersuchungen unterzogen, wie Antikorperbildung im Serum auf T-Zell-abhingige
und -unabhingige Antigene, Reaktion der Milzzellen auf PHA (Phytohdmagglutinin),
Graft-versus-Host-Reaktionen und die Féahigkeit, einen transplantierten Tumor abzu-
wehren. Die meisten Untersuchungen zeigten, dass eine kurzzeitige Exposition zu ei-
nem Anstieg der immunologischen Reaktivitit fiihrte. Eine Langzeit-Exposition fiihrte
zu einer Immunsuppression. In der Lunge dominierten Effekte, die als paraseptales
Emphysem diagnostiziert wurden (Holt et al. 1979).

Kaninchen

Bei Kaninchen wurden nach 14-tigiger Exposition gegen 5 ml NO/m3 Odeme in der
Lunge beobachtet (k. w.A.; ECB 2000; WHO 1997).

Hund

Bei Beagle-Hunden kam es zu einem Anstieg des Residual-Volumens nach 61-monati-
ger, tiglich 16-stiindiger Exposition gegen bis zu 2 ml NO/m? (Lewis et al. 1974) und
zu emphysemartigen Verdnderungen nach 68-monatiger, ebenfalls tdglich 16-stiindiger
Exposition gegen 1,6 ml NO/m? (Hyde et al. 1978), wobei die NO,-Konzentration mit
0,14 ml/m3 relativ hoch war. Angaben iiber die Analytik zur Uberpriifung der NO-
Konzentration liegen nicht vor.
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Zusammenfassung
Nachfolgend sind die wichtigsten Lungeneffekte nach mehrwochiger inhalativer Expo-

sition zusammengefasst:

Tab. 6. Zusammenfassung der wichtigsten Lungeneffekte von NO nach mehrwochiger inhalativer
kontinuierlicher bzw. nahezu kontinuierlicher Exposition

Exposition  Dauer Spezies Effekt Literatur
(ml/m?) (Wochen)
05+1,5 9 Ratte alveoldre Verdnderungen: u.a. vermehrt Mercer
Liicken in den alveoldren Septen der et al. 1995
Lunge
1,6 68 Mo Hund emphyseméhnliche Veridnderungen Hyde et al.
(NO,: 0,14) 1978
2 2 Ratte leichte entziindliche Verinderungen Azoulay
etal. 1977
2 6 Ratte Zunahme der Anzahl an Typ-II-Zellen Mercer
und Makrophagen in den Alveolen (n.s.) 1999
2 6 Ratte alveoldres Odem, ,,emphysemartige Azoulay
Verdnderungen* etal. 1977
2,4 116 Maus keine Effekte Oda et al.
1980 a
5 2 Kaninchen alveolidres Odem ECB 2000;
WHO 1997

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass NO in den vorliegenden Studien an Rat-
ten, Kaninchen und Hunden mit kontinuierlicher bzw. nahezu kontinuierlicher Expo-
sition zu Lungenschddigungen fiihrt. Die Schidigung des interstitiellen Raumes bei
Ratten nach 9-wochiger Exposition gegen 0,5 ml/m?3 und 1,5 ml/m? als frither Hinweis
auf emphysemartige Verdnderungen (Mercer et al. 1995) konnte in der Nachfolgestudie
nach 6-wochiger Exposition mit Konzentrationen von 2 bzw. 6 ml/m? zwar nicht beob-
achtet werden (Mercer 1999), allerdings fanden sich in dieser Studie ab der niedrigen
Konzentration eine Hyperplasie von Typ-II-Zellen und vermehrt Makrophagen in den
Alveolen, was ebenfalls auf eine Lungenschidigung hinweist. ,,Emphysemartige* Ver-
dnderungen wurden auch in einer élteren Studie an Ratten nach 6-wochiger kontinuier-
licher Exposition gegen 2 ml/m? beobachtet (Azoulay et al. 1977). Auch bei Hunden
traten nach 68-monatiger Exposition mit bis zu 36-monatiger Nachbeobachtungszeit
gegen 1,6 ml/m?® zusitzlich zu einer bronchioldren Hyperplasie emphyseméhnliche
Effekte auf, wobei in dieser Studie die NO,-Konzentration mit 0,14 ml/m? vergleichs-
weise hoch war (Hyde et al. 1978). Eine NOAEC aus den Tierversuchen kann demnach
nicht abgeleitet werden.

5.2.2 Orale Aufnahme

Hierzu liegen keine Angaben vor.
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5.2.3 Dermale Aufnahme

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.3 Wirkung auf Haut und Schleimhéaute

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.4 Allergene Wirkung

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.5 Reproduktionstoxizitat

5.5.1 Fertilitit

In der bereits in Abschnitt 5.2 und Tabelle 5 beschriebenen Studie an Miusen, in der
Gruppen von weiblichen Méausen kontinuierlich bis zu 29 Monate lang gegen 0 oder
2,4 ml NO/m? exponiert wurden, ergab die histopathologische Untersuchung der Ova-
rien keinen behandlungsbedingten Befund (Oda et al. 1980 a). Weitere Studien zum
Endpunkt Fertilitéit liegen nicht vor.

5.5.2 Entwicklungstoxizitit

Hierzu liegen keine Angaben vor.

5.6 Genotoxizitat

5.6.1 In vitro

Unter aeroben, pH-neutralen Bedingungen desaminiert NO Desoxynukleotide und
-nukleoside und intakte DNA (Felley-Bosco 1998; Liu und Hotchkiss 1995; Victorin
1994). Allerdings konnten unter den meist hohen eingesetzten NO-Konzentrationen
auch andere Stickoxide wie N,Oj; fiir diese Wirkung verantwortlich sein.

Die Behandlung von Cytosin-Nukleosid mit NO-Gas im Konzentrationsbereich von
1-5 mM fiihrte unter aeroben Bedingungen zur Desaminierung, unter anaeroben Be-
dingungen nicht. Ebenso wurde 5-Methylcytosin und intakte Kalbsthymus-DNA unter
aeroben pH-neutralen Bedingungen desaminiert (Wink et al. 1991).

Im Gegensatz dazu rief NO-Gas unter physiologischen Bedingungen im Konzentrati-
onsbereich von 0—450 mM keine Desaminierung von Cytosin oder 5-Methylcytosin
im Plasmid pSV2neo nach Transformation in Escherichia coli hervor (Schmutte et al.
1994). In Salmonella typhimurium TA 1535 wurden jedoch unter gleichen Expositions-
bedingungen Mutationen beobachtet (Wink et al. 1991).

Nach Behandlung von Kalbsthymus-DNA mit 0,125; 0,25 oder 0,5 ml NO-Gas/ml
(5,5; 11 oder 22 mM) in Anwesenheit von Sauerstoff, verabreicht iiber eine Spritze,
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zeigte sich eine monotone Dosis-Wirkungsbeziehung. Depurinierung fiihrte zu dosis-
abhingig vermehrter Bildung von Xanthin und Hypoxanthin. In den ebenso behandel-
ten TK6-Zellen wurden in 625 ug DNA 39- bzw. 47fach hohere Hypoxanthin- bzw.
Xanthin-Mengen (5,3 nmol Hypoxanthin/mg DNA bzw. 2,8 nmol Xanthin/mg DNA)
als in der Kontrolle nachgewiesen (Nguyen et al. 1992).

Die Behandlung von pSP189-Plasmiden in Losung mit NO-Gas (10— 1000 mmol/1) un-
ter aeroben, pH-neutralen Bedingungen fiihrte im untersuchten supF-Gen dosisabhén-
gig hauptséchlich zur Induktion von Punktmutationen in Form von A:T — G:C-Transi-
tionen, nachdem die Plasmide entweder 48 Stunden lang in menschliche Ad293-Zellen
oder iiber Nacht in Escherchia coli MBM7070 transfiziert worden waren. Dagegen
traten nach Gabe von NO-Donatoren in der Mehrheit G:C — T:A-Transitionen auf
(Felley-Bosco 1998; Kelman et al. 1997; Routledge et al. 1993; Wink et al. 1991). Mit
der gleichen Versuchsanordnung induzierte Distickstofftrioxid und nicht Stickstoff-
dioxid Mutationen im supF-Gen. Es wurden wie bei Exposition gegen NO zu 68%
A:T— G:C- und zu 30% G:C — A:T-Transitionen hervorgerufen (Felley-Bosco 1998;
Kelman et al. 1997).

Unter aeroben Bedingungen erwies sich NO im Salmonella-Mutagenititstest in den
Stimmen TA1535 und TA7004 als mutagen. Die Mutagenitit konnte durch 3-Karotin
inhibiert werden (Felley-Bosco 1998; Liu und Hotchkiss 1995; Victorin 1994). Ferner
induzierte NO nach zweistiindiger Exposition von 0,3—1,2 mM im Medium unter aero-
ben pH-neutralen Bedingungen konzentrationsabhingig Mutationen in dem Salmonel-
la-Stamm TA7004 (Zhuang et al. 2000).

In V79-Zellen riefen Konzentrationen bis zu 500 ml NO/m? nach 30 Minuten unter
anaeroben Bedingungen keine DNA-Einzelstrangbriiche hervor (Gorsdorf et al. 1990).
In menschlichen TK6-Lymphoblasten induzierte NO in der Konzentration 0,5 ml/ml
Medium, mittels einer Spritze in Anwesenheit von Sauerstoff verabreicht, ab einer
Stunde nach Behandlung zeitabhingig DNA-Einzelstrangbriiche. Nach 4 Stunden In-
kubation riefen auch die Konzentrationen von 0,125 bzw. 0,25 ml/ml Medium DNA-
Schéden hervor. 24 Stunden nach der Behandlung wurde keine DNA-Schéadigung mehr
nachgewiesen (Nguyen et al. 1992). Die Behandlung von TK6-Zellen mit einer Steady-
State-Konzentration von 0,65 uM NO fiir 12 Stunden fiihrte zu einer nachweisbaren
Desaminierung von DNA-Basen; diese Behandlung war bereits deutlich zytotoxisch
(Dong und Dedon 2006).

In menschlichen lymphoblastoiden TK6-Zellen (Wild-Typ) oder WTK-1-Zellen (p53-
Mutante) wurde nach zweistiindiger Exposition mit konstanten NO-Raten von 100, 300
oder 533 nM/s (70, 210, 390 umol; ungefihr dem Wert entsprechend bei entziindetem
Gewebe in der In-vivo-Situation) eine Erhohung der DNA-Doppelstrangbriiche und
Fragmentation 8 —48 Stunden nach Behandlung im neutralen Comet-Assay festgestellt.
Dabei zeigten sich in den TK6-Zellen mehr DNA-Doppelstrangbriiche als in den WTK-
1-Zellen. In den HPRT- und TK1-Genen induzierte die NO-Behandlung, nur in der
hohen Konzentration getestet, signifikant weniger Mutanten in den TK6-Zellen als in
den WTK-1-Zellen. Als Negativkontrolle wurden die Zellen statt mit NO mit Argon
behandelt und fiir die Positivkontrolle mit 4-Nitrochinolin-1-oxid. In den TK6-Zellen
wurde die Apoptose stark erhoht, hingegen zeigte sich in den WTK-1-Zellen eine
verzogerte und um einige GréBenordnungen reduzierte Apoptose, gemessen mit dem
Flow-Cytometer. Nur in den TK6-Zellen war die Menge des apoptotischen Protease-
Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1)-Proteins erhoht und das des X-chromosomal-gebunde-
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nen Inhibitorproteins der Apoptose (XIAP) erniedrigt. Die Toxizitit des NO zeigte sich
in verzogertem Wachstum und erhohter Verdopplungszeit bei 300 nM/s und fiihrte zur
Zytostase bei 533 nM/s in beiden Zelllinien (Li et al. 2002).

Im Vergleich zur mit Argon behandelten Kontrollgruppe stieg die Mutationsrate im
TK1-Lokus der TK6-Zellen nach Behandlung mit 1% NO-Gas 24 Stunden lang bzw.
10% 3 Stunden lang (0,6 uM bzw. 1,8 uM) um das Drei- bis Vierfache an. Ab 8-stiindi-
ger Exposition zeigte sich bei der Behandlung mit 1% NO-Gas eine Verlangsamung der
Zellteilung und ab 24-stiindiger Exposition eine Abnahme der iiberlebenden TK6-Zel-
len sowie eine Erhohung der Apoptose. Nach der Behandlung mit 10% NO fiir 12 Stun-
den trat eine Abnahme der Zahl der lebenden Zellen auf, und die Zahl an apoptotischen
TK6-Zellen war 48 Stunden nach der Behandlung maximal erhoht. Bei NH32-Zellen,
die eine p53-null-Mutante der TK6-Zellen sind, wurden unter gleichen Versuchsbe-
dingungen keine Genmutationen induziert. Die Versuche an TK6-Zellen zeigten nach
Meinung der Autoren, dass eine Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir die Uberlebensrate
gegeben ist und dass bis zu einer Konzentration von 0,5 uM NO bzw. einer Gesamt-
dosis tiber die Zeit von 150 uM x min keine Effekte auftreten. Ab 0,5 uM NO und 150
uM xmin nahm die Uberlebensrate bei ansteigender Konzentration exponentiell ab.
Die NO-Verbrauchsraten von den TK6- und NH32-Zellen wurden bei Anwesenheit
von O, bestimmt. Bei einer gleichméBigen NO-Gabe betrug die NO-Verbrauchsrate
0,05+0,02 nmol/min pro 10% Zellen und bei Bolusgabe von NO 0,02 +0,01 nmol/min
pro 10° Zellen (Wang et al. 2003). Bei einer Steady-State-Konzentration von 0,6 uM
zeigte sich in TK6-Zellen ab 150 uM x min und in NH32-Zellen ab 300 uM x min Zyto-
toxizitdt und Apoptose (Li et al. 2006).

Im Genmutationstest am TK6- und HPRT-Gen erhohte sich nach einstiindiger Zugabe
von 0,125; 0,25 und 0,375 ml NO-Gas/ml Kulturmedium (5,5; 11; 22 mM) konzen-
trationsabhiingig die Zunahme der Mutationen in beiden Genloci in den menschlichen
TK6-Lymphoblasten. Mit der hohen Konzentration zeigte sich eine 15— 18fache Er-
hohung. Der pH-Wert wurde mit untersucht und beeinflusste die Ergebnisse nicht.
Mit zunehmender Konzentration nahm auch die Zytotoxizitéit zu (Felley-Bosco 1998;
Nguyen et al. 1992). Nach Behandlung von TK6-Zellen mittels eines Membransystems
mit 0,7 mM NO iiber eine Zeitdauer von 1,5 Stunden erhohte sich die Mutationsrate im
HPRT-Lokus um das Sechsfache und die Zytotoxizitit um das Fiinffache im Vergleich
zur Verabreichung der Menge an NO mittels Spritze (Tamir et al. 1996). Eine sechsfa-
che Erhohung der Mutationsrate im HPRT-Gen induzierte NO nach einstiindiger Be-
handlung von TK6-Zellen mit 0,1 mmol. Die meisten Basensubstitutionen (12 von 18)
traten von A:T zu G:C auf (Zhuang et al. 2000).

NO-Donatoren

NO wird auch nach Behandlung mit sogenannten NO-Donatoren (NONOaten), wie
Natriumnitroprussid oder SIN-1 (3-Morpholino-sydnonimin), freigesetzt. Im Falle von
SIN-1 entstehen gleichzeitig stochiometrische Mengen von Superoxid, das mit dem
NO sofort zu Peroxynitrit abreagiert.

Diese NO-Donatoren riefen in vitro DNA-Schidden (Stopper et al. 1999), Mutationen
in Salmonella typhimurium und im supF-Gen, im gpt-Gen sowie im c-II-Gen in Séu-
gerzellen (Lee und Pfeifer 2007; Lin et al. 1998; Liu und Hotchkiss 1995) ebenso wie
Mikronuklei in gp12-Zellen (Lin et al. 1998) und in menschlichen Blutlymphozyten
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(Andreassi et al. 2001) hervor. Das Mutationsspektrum der NO-Donatoren mit haupt-
sdchlich G:C — A:T-Transitionen unterscheidet sich von dem des NO-Gases (Liu und
Hotchkiss 1995). Oxidative DNA-Schiden wurden nach Behandlung von B6-Maus-
fibroblasten mit einem NO-Donator erst bei sehr hohen zytotoxischen Konzentrationen
von 1 -3 mM beobachtet (Phoa und Epe 2002).

5.6.2 In vivo

Je 5 minnliche Sprague-Dawley-Ratten wurden 3 Stunden lang gegen 9, 19 oder 27 ml
NO/m? exponiert. Wihrend der NO-Exposition betrug das NO,/NO-Verhiltnis weniger
als 0,05. Die Kontrollgruppe bestand aus 40 Tieren. Nach 18 Stunden wurden von jeder
Ratte Lungenzellen prépariert und in Kultur genommen. Ca. 6 Tage nach Expositions-
ende (18 Stunden in vivo sowie 5 Tage In-vitro-Kultur) wurde dem Zellmedium 1 mM
Ouabain zur Selektion zugesetzt und nach einer weiteren Woche die Mutationsrate be-
stimmt. Ab 9 ml/m? trat im Vergleich zur Kontrolle eine nicht signifikante und nicht
konzentrationsabhingige Erhohung der Mutationsrate auf. Bei 27 ml/m? erhohte NO
signifikant die Mutationen im Ouabain-Lokus um das Fiinffache. Im parallelen Experi-
ment mit NO, (0, 8, 15, 21, 27 ml/m?) waren in den Lungenzellen bereits ab 15 ml/m?
solche Genmutationen um das Zehnfache erhoht und bei 8 sowie 27 ml/m? wurden
chromosomale Aberrationen, meist Chromatidenbriiche, nachgewiesen (Isomura et al.
1984). Dieser Test wurde nicht nach einer validierten Methode durchgefiihrt. Die Stu-
die weist hinsichtlich des experimentellen Designs einige ungewohnliche Aspekte auf,
die eine eindeutige Interpretation der Ergebnisse erschweren. Die Tiere wurden erst
18 Stunden nach der Exposition getotet und die priméren Lungenzellen fiir 5 Tage kulti-
viert, ehe der Genmutationstest durchgefiihrt wurde. Die Induktion Ouabain-resistenter
Zellen im Genmutationstest wird als sehr spezifisch fiir Basenpaarsubstitutionen angese-
hen, hat sich aber in Standardtests als vergleichsweise unempfindlich erwiesen. Die hier
verwendeten Versuchsbedingungen (Expressionszeit, Selektionszeit) sind aufgrund der
Durchfiihrung des Tests als Ex-vivo-Variante nicht validiert, und eine Positivkontrolle
fehlt. Die eingesetzten Zellzahlen fiir die Mutantenselektion lagen auf Grund der gerin-
gen Plattierungseffizienz der verwendeten Lungenzellen (10 bis 15%) bei 2 x 10° und
waren damit sehr klein. Die Ergebnisse dieser Studie werden aufgrund ihrer unklaren
Aussagekraft als nicht geeignet angesehen, eine In-vivo-Genotoxizitdt von NO zu be-
legen.

Die Produktion von endogenem NO in einem Entziindungsmodel mit SJL-Mé&usen ist
mit DNA-Schiddigung und Induktion von Mutationen verbunden (Gal und Wogan 1996;
Pang et al. 2007).

Zusammenfassung

NO wirkt in vitro in Bakterien und Sidugerzellen mutagen. Bei diesen Untersuchungen
wurden jedoch zum Teil sehr hohe Dosierungen (>5 mM) eingesetzt (Nguyen et al.
1992), die in vivo wahrscheinlich nicht auftreten und bei denen andere Stickstoffoxide
gebildet werden. In vivo liegt nur eine Studie nach einer nicht-validierten Ex-vivo-Me-
thode vor, in der Genmutationen an Lungenzellen beobachtet wurden, deren Aussage-
kraft jedoch nicht klar ist. Die Ergebnisse dieser Studie werden daher als nicht geeignet
angesehen, eine In-vivo-Genotoxizitdt von NO zu belegen.
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5.7 Kanzerogenitat

Langzeitstudien

In der bereits in Abschnitt 5.2.1 und Tabelle 5 beschriebenen Studie, in der Gruppen
von weiblichen Médusen kontinuierlich bis zu 29 Monate gegen 0 oder 2,4 ml NO/m?
exponiert wurden, traten am Zielorgan Lunge keine erhohten Tumorinzidenzen im
Vergleich zur Kontrolle auf (Nakajima et al. 1980; Oda et al. 1980 a). Obwohl nur
weibliche Tiere exponiert und nur wenige Organe untersucht wurden und nur eine
Konzentration getestet wurde, zeigt diese Studie, dass bei einer Konzentration von 2,4
ml NO/m? keine Tumoren am Zielorgan Lunge auftraten. Ein geschlechtsspezifischer
Effekt hinsichtlich der Wirkung von NO auf die Lunge ist nicht zu erwarten. Somit ist
diese Studie trotz der oben genannten Einschriankungen dazu geeignet, eine Aussage
zur kanzerogenen Wirkung von 2,4 ml NO/m? auf die Lunge von Méusen zu treffen.
Weitere Untersuchungen zur Kanzerogenitidt von NO liegen nicht vor.

6 Bewertung

NO wird endogen gebildet, bei inhalativer Exposition kommt es lokal zu Lungensché-
digungen. Systemisch fiihrt die NO-Inhalation zur Vasodilatation.

MAK-Wert. Die vorliegenden Daten aus Probandenstudien zu NO sind nicht dazu
geeignet, einen MAK-Wert abzuleiten. Tierexperimentelle Studien mit arbeitsplatz-
relevanter (intermittierender) Expositionsdauer liegen nicht vor. Inhalationsstudien
an Ratten mit mehrwochiger nahezu kontinuierlicher Exposition und Konzentrationen
zwischen 0,5 und 2 ml NO/m? (Mercer et al. 1995, 1999) sowie eine Inhalations-
studie an Hunden mit 68-monatiger Exposition gegen 1,6 ml NO/m? (Hyde et al.
1978) fiihrten zu Lungenveridnderungen im alveolidren Bereich. Eine NOAEC konnte
nicht abgeleitet werden. In einer Inhalationsstudie (Mercer et al. 1995), in der NO und
NO, jedoch parallel in Konzentrationen von 0,5 ml/m? mit zweistiindigen Spitzen von
1,5 ml/m? getestet wurden und in einer zweiten Inhalationsstudie (Mercer 1999), deren
Expositionsbedingungen (6 Wochen Dauer, 2 ml/m?) einer fritheren Studie mit NO,
entsprach, haben sich mit beiden Stoffen dhnliche Effekte an der Lunge von Ratten
gezeigt. Daher wird, obwohl NO und NO, unterschiedliche Wirkungsmechanismen
besitzen (sieche Abschnitt 2), bei der Ableitung des MAK-Wertes fiir NO die bessere
Datenlage zum NO, mit beriicksichtigt. In einer Inhalationsstudie mit tdglich 6-stiin-
diger arbeitsplatzrelevanter Exposition von Ratten gegen NO, traten nach 5-tdgiger
Exposition gegen 5 ml NO,/m? histologische Effekte in Lunge und Trachea auf (BASF
AG 2006 a). In der anschlieBend durchgefiihrten 13-Wochen-Studie wurde eine NO-
AEC von 2,14 ml NO,/m? erhalten (BASF AG 2006 b). Basierend auf diesen Studien
und unter der Beriicksichtigung, dass bei Probanden nach dreistiindiger Exposition
gegen 1,5 und 2,0 ml NO,/m3 bei gleichzeitiger korperlicher Belastung noch Verin-
derungen in der bronchioalveoldren Lavage beobachtet wurden, die bei 0,6 ml/m?
geringfiigig waren und die bei dieser Konzentration als nicht bewertungsrelevant an-
zusehen sind, wurde ein MAK-Wert fiir NO, von 0,5 ml/m? festgelegt (sieche Nachtrag
»wotickstoffdioxid 2010). In Analogie zu diesem Wert wird der MAK-Wert von NO
vorldufig ebenfalls auf 0,5 ml/m? festgesetzt, bis geeignete Studien beim Menschen
oder Tierversuche vorliegen.
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Die zum NO vorliegenden Daten fiir den Menschen stiitzen diesen MAK-Wert. Der
gesunde Mensch atmet bei jedem Atemzug durch die Nase aufgrund des im Nasen-
rachenraum endogen gebildeten NO circa 0,1 ml NO/m? ein (Lundberg und Weitzberg
1999). Nach zweistiindiger Exposition von Probanden gegen 1 ml NO/m? wurde eine
signifikant verringerte spezifische Leitfahigkeit der Atemwege beobachtet, die aber
noch im Normbereich lag (Kagawa 1982) und daher als nicht advers bewertet wur-
de. In einer Kohorten-Studie im Steinkohlenbergbau waren bei NO-Konzentrationen
von 0,84-1,36 ml/m? keine relevanten Effekte beziiglich Lungenfunktionsparameter
zu erkennen. Da keine spezifischen Auswertungen hoher Exponierter vorliegen, ist es
schwierig zu beurteilen, ob auch bei Langzeit-Exposition gegen hohere Konzentratio-
nen Effekte sicher ausgeschlossen werden konnen. Die untersuchten Lungenfunktions-
parameter sind auBerdem nicht ausreichend sensitiv, um erste Effekte auf die Lunge zu
erfassen. Die Studie widerspricht aber nicht einem MAK-Wert von 0,5 ml/m?.
Spitzenbegrenzung. Bei den kritischen Effekten, der Zunahme von alveoldren Typ-
II-Zellen und Makrophagen sowie der Zunahme im Anteil der Epithelfliche, die von
Typ-II-Zellen bedeckt wird, und den strukturellen Verdnderungen in der Lunge, handelt
es sich um lokale Wirkungen. Daher wird NO in die Spitzenbegrenzungskategorie I
eingestuft. Aufgrund der Daten beim Menschen, wonach 1 ml/m? zwei Stunden lang
ohne akute adverse Wirkung vertragen wird, wird ein Uberschreitungsfaktor von 2 fest-
gelegt.

Krebserzeugende und keimzellmutagene Wirkung. In vitro erwies sich NO als ein-
deutig mutagen. In vivo liegt nur eine Studie vor, in der Genmutationen an Lungen-
zellen von Ratten beobachtet wurden, deren Aussagekraft jedoch nicht klar ist. Die
Ergebnisse dieser nicht-validierten Ex-vivo-Studie werden daher als nicht geeignet an-
gesehen, eine In-vivo-Genotoxizitdt von NO zu belegen. Daten an Keimzellen liegen
nicht vor.

Eine an weiblichen Méusen mit kontinuierlicher Exposition gegen die einzige Konzen-
tration von 2,4 ml NO/m? durchgefiihrte Langzeit-Studie lieS am Zielorgan Lunge kei-
ne signifikant erhohte Inzidenz an Tumoren erkennen. Weitere Kanzerogenititsstudien
oder Initiations-Promotions-Studien liegen nicht vor. Damit liegen keine Daten vor, die
auf eine kanzerogene Wirkung von NO hinweisen. Es erfolgt daher keine Einstufung
in eine Kategorie fiir Kanzerogene sowie keine Einstufung in eine Kategorie fiir Keim-
zellmutagene.

Hautresorption. Bei einem MAK-Wert von weniger als 1 ml/m? kann auch unter
Berticksichtigung einer 8-stiindigen GanzkoOrperexposition im wissrigen Medium
lediglich eine Gleichgewichtskonzentration von maximal 0,3 mg/l (Anwendung des
Henry’schen Gesetzes) erreicht werden, und die daraus resultierende Aufnahme aus
der Gasphase ist weit von der Menge entfernt, die zu systemisch bedeutsamen Effekten
(MetHb) fiihrt. Deshalb unterbleibt fiir NO eine Markierung mit ,,H*.
Sensibilisierende Wirkung. Zur Sensibilisierung liegen keine Daten beim Tier vor,
beim Menschen ist keine Sensibilisierung bekannt. Daher erfolgt weder eine Markie-
rung mit ,,Sa* noch mit ,,Sh*.

Fruchtschidigende Wirkung. Da keine Daten zur Entwicklungstoxizitit vorliegen,
wird NO der Schwangerschaftsgruppe D zugeordnet.
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