Berufliche Expositionen gegeniiber P2NA bestanden in Deutsch-
land bis in die 1980er Jahre im Wesentlichen im Bereich der Gum-
miindustrie. Dort wurde P2NA dem Rohgummi in der sogenannten
Mischerei als Alterungsschutzmittel zugesetzt. Arbeitnehmerin der
Mischerei aber auch aus anderen Bereichen einer Gummifabrik
waren daher hdufig gegeniiber P2NA-haltigen Stauben exponiert.
Dies fiihrte zu einer inhalativen Exposition aber auch zu einer Ab-
lagerung der P2NA-haltigen Staube auf der Haut.

Dabei ergeben sich bei beruflichem Umgang mit P2NA zwei we-
sentliche Aspekte:

1. P2NA war herstellungsbedingt mit dem humankanzerogenen
aromatischen Amin 2-Naphthylamin (2NA) verunreinigt. Die
GroBenordnung der Verunreinigung lag zwischen 1000 mg/kg
(1960) und 3 mg/kg (ab 1980) (DGUV 2014). Beim Hautkontakt
zu Arbeitsstoffen, die P2NA enthielten, ergab sich somit auch
eine dermale Exposition gegeniiber der 2NA-Kontaminante, da
dieser Stoff sehr gut durch die Haut penetriert.

2. Nach neueren Erkenntnissen wird P2NA nach Aufnahme in den
Korper zu geringem Anteil (ca. 0,5%) zum 2NA verstoffwechselt
(WeiB et al. 2013A). Das iiber eine Stoffwechselkaskade aus
dem P2NA durch Dephenylierung freigesetzte 2NA kann somit
zusdtzlich zur inneren Gesamtbelastung mit 2NA beitragen.

Wiahrend jedoch 2NA bekanntermafen gut hautgédngig ist, legten
In-vitro-Experimente an humaner, zuvor eingefrorener Haut mittels
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N-Phenyl-2-Naphthylamin (P2NA; CAS 135-88-6) wur-

de bis in die 1990er Jahre als Alterungsschutzmittel
teilweise in Schmierfetten und Olen, in Treibstoffen, in
Kiihlschmierstoffen, in Formulierungen zur Gummituch-
regenerierung in der Druckindustrie sowie bei der Her-
stellung von Gummiprodukten eingesetzt. Insbesondere
in den 1950er und 1960er Jahren war P2NA herstellungs-
bedingt nicht unerheblich mit dem humankanzerogenen
aromatischen Amin 2-Naphthylamin (2NA) verunreinigt.
Dariiber hinaus steht das P2NA in Verdacht, selbst kan-
zerogen zu wirken, indem es im Organismus in Teilen
zum 2NA verstoffwechselt wird. Derzeit ist P2NA von der
MAK-Kommission in Kanzerogenitdtskategorie 3B (krebs-
verdichtig) eingestuft. Vor diesem Hintergrund wurde am
IPA wissenschaftlich untersucht, inwieweit iiber Haut-
kontakte relevante Mengen an P2NA in den Kdrper aufge-
nommen werden kdnnen.

Franz-Kammer nahe, dass P2NA nicht dermal aufgenommen wird
(Luersen et al. 2005). Vor diesem Hintergrund wurde bislang davon
ausgegangen, dass berufliche Expositionen an entsprechenden
Arbeitspldtzen in der Gummiindustrie im Wesentlichen durch die
2NA-Verunreinigung des P2NA geprédgt waren (DGUV 2014). Dabei
ging man davon aus, dass die Exposition gegeniiber der 2NA-Ver-
unreinigung dermal und inhalativ erfolgte, eine inhalative Exposi-
tion gegeniiber P2NA in der Regel aber nicht mafigeblich zur 2NA-
Gesamtexposition beitrug. Allerdings war das von Liiersen et al.
2005 verwendete analytisch-chemische Verfahren nicht empfindlich
genug, um auch noch sehr geringe Mengen an aufgenommenen
P2NA-Konzentrationen im Rezeptormedium der Franz-Kammer erfas-
sen zu konnen, die aufgrund der hohen kanzerogenen Potenz des
P2NA-Metaboliten 2NA unter Umstéanden noch von gesundheitlicher
Relevanz sein konnen (Weif et al. 2013B). So schlieBen auch die
Autoren in einer spateren Publikation (Wellner et al. 2008) nicht
aus, dass eine dermale Exposition gegeniiber P2NA zu einer wenn
auch geringen Aufnahme in den Kérper fiihren kann.

Projekt untersucht Hautgdngigkeit von P2NA

Vor dem Hintergrund der letztlich unklaren Datenlage zur Haut-
gdngigkeit des P2NA sowie den neueren Erkenntnissen zur Dephe-
nylierung des P2NA zum 2NA wurde am IPA ein Forschungsprojekt
durchgefiihrt, das qualitatsgesichert mit hochempfindlichen und
spezifischen analytisch-chemischen Verfahren iiberpriifen soll-
te, ob und in welcher Héhe P2NA durch die Haut penetriert. Da
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Abb. 1: Aufbau der Diffusionszelle nach Franz

aufgrund der geringen Wasserloslichkeit und des vergleichsweise
hohen Wasser/Octanol-Verteilungskoeffizienten des P2NA davon
ausgegangen werden kann, dass sich die Substanz méglicherwei-

Statische und dynamische Hautpenetrationsuntersuchungen
Bei der Diffusionszelle nach Franz handelt es sich um eine
vielseitig eingesetzte Methode zur Bestimmung der dermalen
Penetration und Absorption von chemischen Gefahrstoffen in
vitro. Die in der OECD-Priifrichtlinie 428 beschriebene Metho-
de gilt dabei als Standardmethode. Allgemein unterscheidet
man zwei verschiedene Arten von Franz-Diffusionszellen: sta-
tische und dynamische Zellen. Im ersten Fall wird das Rezep-
tormedium wahrend des Diffusionsversuchs nicht kontinuier-
lich erneuert, wahrend im letzteren Fall — den sogenannten
Durchflusszellen — tiber ein Pumpsystem wahrend des Ver-
suchs kontinuierlich frisches Rezeptormedium zu- und abge-
flihrt wird. In zahlreichen Publikationen werden die dynami-
schen Durchflusszellen als geeigneter angesehen.
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se auch in den Hautschichten anreichert beziehungsweise sich
dort ein Reservoir bildet (Wilschut et al. 1995; Yourick et al. 2004),
sollte zudem untersucht werden, ob sich P2NA in einzelnen Haut-
schichten nachweisen ldsst.

Ein geeignetes In-vitro-Verfahren zur Untersuchung der Hautgéngig-
keit ist das Franz-Kammer-Modell (Abb. 1). Fiir die Penetrationsex-
perimente wurde am Tag der Untersuchung frisch gewonnene Haut
von Schweineohren eingesetzt, die von einem lokalen Schlachthof
bezogen wurde. Der frischen Schweinehaut wurde der Vorzug vor
eingefrorener Schweinehaut beziehungsweise eingefrorener Hu-
manhaut gegeben, da einerseits modifizierende Effekte durch das
Einfrieren von Haut nicht vollstidndig auszuschlieen sind (Harrison
etal. 1984; Nielsen et al. 2013) und andererseits frische Humanhaut,
beispielsweise aus Operationen, kaum regelmafig verfiigbar ist.
Zusatzlich ermoglichte die Nutzung eines sogenannten Dermatoms
(Abb. 3) die Herstellung von Hautmaterial mit reproduzierbaren
Hautdicken von einem Millimeter Schnitttiefe.

Franz-Kammer-Modell

Unter Einhaltung der OECD-Priifrichtlinie 428 wurde die statische
wie dynamische Franz-Kammer (> Infokasten) mit frischer, derma-
tomierter Schweinehaut bestiickt und gemaf studienspezifischer
Anforderungen optimiert und validiert. Dazu z&ahlte der Diffusions-
zellenaufbau, die Zusammensetzung der Donor- und Rezeptorme-
dien sowie die Applikationsdauer (1 bzw. 48 Stunden). Fiir die Un-
tersuchungen wurden als Donorlosungen jeweils Mischungen aus
95 Prozent physiologischer Kochsalzlésung und 5 Prozent Ethanol
sowie aus 96 Prozent Dichlormethan und 4 Prozent Corn-Oil mit
jeweils einem P2NA-Gehalt von 5 mg/l genutzt. Als Rezeptorlosung
diente eine fiinfprozentige Losung von Rinderalbumin in physiolo-
gischer Kochsalzlosung. Die Quantifizierung von P2NA wurde im
Rezeptormedium, im Stratum corneum, der restlichen Epidermis

Epidermiszellen

Dermis

Stratum
corneum
I

Abb. 2: Trennung dreier Hautkompartimente mittels einprozentiger
Trypsinlosung.
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Abb. 3: Gewinnung von Schweineohrhaut
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Abb. 4: Chromatogramm einer Realprobe (statisch, 48 Stunden Exposi-
tion) nach 1 Stunde (griin), 18 Stunden (blau) und 48 Stunden (rot).
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und der Dermis (Abb. 2) durchgefiihrt. Der Nachweis von P2NA er-
folgte unter Verwendung eines neu entwickelten hoch sensitiven
analytischen Verfahrens (GCG-MS/MS inkl. Standardisierung mittels
isotopenmarkiertem P2NA-d7 als internem Standard). Typische
Chromatogramme aus der Analyse des Franz-Kammer-Rezeptor-
mediums sind Abb. 4 zu entnehmen.

P2NA penetriert die Haut

Fiir die P2NA-Formulierung wurde bei dynamischer Versuchsdurch-
fithrung nach OECD mit der wassrigen P2NA-Donorlésung ein mitt-
lerer maximaler Fluxvon 0,013 pg*cm2*h ermittelt. Damit konnte
erstmals gezeigt werden, dass P2NA durch die Haut penetriert. Die
kumulativ penetrierte Menge nach 48 Stunden betrug 0,25pg*cm?,
die Wiederfindung im Rezeptormedium 32 Prozent. Die Zeit nach der
die Substanz erstmals die untersuchten Hautschichten penetriert
hatte, betrug rund 2,5 Stunden. Vergleichbare Ergebnisse liefien
sich bei gleicher Applikationskonzentration mit der Dichlormethan-
haltigen Donorlésung ermitteln (max. Flux: 0,014 pg*cm2*h"; kumu-
lativ penetrierte Menge: 0,45 pg*cm?; Wiederfindung: 56%). In den
untersuchten Hautschichten fanden sich nicht zu vernachladssigende
Mengen an P2NA. Verglichen mit den innerhalb von 48 Stunden in
das Rezeptormedium penetrierten Mengen fand sich bei wassriger
Applikation in den Hautschichten noch einmal eine etwa halb so
groBe Menge an P2NA. Bei Applikation in Dichlormethan lag die
in den Hautschichten verbliebene Menge bei etwa 1/10 derin das
Rezeptormedium penetrierten Menge. Es muss somit nach den
nunmehr vorliegenden Daten davon ausgegangen werden, dass
auch an Arbeitspldtzen, an denen eine inhalative Exposition weitge-
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hend auszuschliefen ist, jedoch intensive Hautkontakte bestanden
(z.B. beim Umgang mit P2NA-haltigen Schmierfetten und -6len oder
beim Gummituchregenerieren in der Druckindustrie (Lichtenstein
etal. 2013, DGUV 2014)), eine dermale Aufnahme von P2NA vorlag.
Vor diesem Hintergrund wurde eine tierexperimentelle Folgestu-
die an Minischweinen initiiert, in der gepriift wird, inwieweit es
unter arbeitsplatztypischen Gegebenheiten auch in-vivo zu einer
relevanten Aufnahme von P2NA kommen kann. Daten aus dieser
ergdnzenden Studie werden im Jahr 2015 erwartet. Nach Vorliegen
dieser Ergebnisse wird die Bedeutung der Penetrationsuntersu-
chungen fiir die Situation an Arbeitspldtze mit dermalem Kontakt
gegeniiber P2NA, insbesondere auch im Hinblick auf eine mégliche
Depotwirkung in der Haut, besser abschdtzbar sein.
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