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1. Einleitung & Theorie

Der 3D-Druck erfreut sich seit Jahren steigender Beliebtheit - bereits l&nger schon in
der Industrie und nun auch vermehrt in Forschungseinrichtungen und im privaten Ge-
brauch. Additive Verfahren, die mit geschmolzenem Kunststoff arbeiten (Schichtdruck-
verfahren, FDM fir fused deposition modeling), sind seit etwa 2010 fiir den Endverbrau-
cher verfiigbar.[I] Immer mehr Produkte werden fiir den Spielzeugmarkt beworben |2} ]
(,Verwandle die Zeichnung deines Kindes in eine 3D-Figur“[4]), und nicht nur die fertigen

Plastikobjekte, sondern auch die 3D-Drucker selbst finden so den Weg ins Kinderzimmer.

Es ist bereits bekannt, dass eine andere Art von Druckern, Laserdrucker, ultrafeine Par-
tikel (UFP) und volatile organische Substanzen (VOCs) emittieren, weshalb mégliche
gesundheitliche Risiken fiir Anwender iiberpriift wurden.[5] 6] Untersuchungen von FDM-
3D-Druckern ergaben, dass sowohl erhebliche Emissionen von UFP als auch VOCs ent-
stehen konnen [7), 8, O] 10, T1], welche jedoch stark vom Typ des verwendeten Kunststoffs
abhéngen. |12} 13 14] Aufgrund dieser Emissionen konnten 3D-Drucker eine Gesundheits-
gefahrdung darstellen, insbesondere wenn sie ohne professionelle Sicherheitsmafsnahmen
genutzt werden. Diese Annahme wird von Zellexperimenten gestiitzt, bei denen sich 3D-
gedruckte Objekte verschiedener Kunststoffe toxisch auf sensible biologische Systeme
auswirkten. [I5] [16] Da sich Daten aus Zellversuchen und Tierstudien jedoch nicht eins-
zu-eins auf reale menschliche Belastungen tibertragen lassen [17], sind Expositionsstudien
unerlésslich, um mégliche Risiken fiir Anwender einschitzen zu kénnen. Obwohl Huma-
nexpositionen vor allem in ihrer zeitlichen Lange eingeschrinkt sind, kénnen zumindest
akute Effekte gemessen, als auch Hinweise fiir mégliche Auswirkungen langerer Exposi-

tionen gefunden werden.

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit kontrollierte Expositionen 26 junger, ge-
sunder Probanden gegeniiber Emissionen eines 3D-Druckers durchgefiihrt, der mit zwei
der am haufigsten eingesetzten Materialien druckte: Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS)
und Polylactid (PLA). Der Vergleich dieser Substanzen ist deshalb so interessant, da in
vorhergehenden, eigenen Messungen sowie in denen anderer Arbeitsgruppen, erhebliche

Emissionsunterschiede beziiglich der Anzahl ultrafeiner Partikel beobachtet wurden.[9],



12| [13], 141, [18] Beide Materialien sind von einer Vielzahl von Herstellern leicht zu erwerben

und kénnen mit fast allen 3D-Druckern fiir den Privatanwender gedruckt werden.|[19]

Die Beobachtungsparameter der Expositionsstudie deckten eine Reihe moglicher bioche-
mischer Reaktionen ab und reichten von Nasensekret, exhaliertem Stickstoffmonoxid und

Urinproben bis hin zu Syptomfragebogen und Lungenfunktion.

Um die Aussagekraft der Studie zu maximieren, wurde sie als randomisiertes, ,,Cross-
over-Design“ geplant, bei der die Parametermessungen vor, direkt nach und 2-8h nach

der einstiindigen Exposition erhoben wurden.

1.1. Ultrafeinstaub im Korper

1.1.1. Charakteristiken von Ultrafeinstaub

Feinstaub wird aus Sicht des Umweltschutzes in zwei Grofenfraktionen unterteilt: PM;ig
und PMy 5 (PM fiir englisch particulate matter). Die tiefgestellte Zahl zeigt an, bei wel-
chem aerodynamischen Durchmesser (Dsg) 50 % der Staubpartikel in einem Tréigheitsab-
scheider (Impaktor) abgeschieden werden, was in etwa auch der Abscheidewirkung in den
oberen Atemwegen entspricht.[20] Das bedeutet ein PMjp-Staub enthélt zu 50 % Teilchen
mit einem Durchmesser von 10 pm (mit einem héheren Anteil kleinerer Partikel und ei-
nem kleineren Anteil groferer Partikel - ,S-Kurve). Zur einfacheren Beschreibung kann
in erster Naherung fiir die Staubfraktion PMy die Summe aller vorkommenden Partikel

mit einem Durchmesser von unter 10 pm angenommen werden.[21]

Staubfraktionen mit D5y = 0,1 pm werden als Ultrafeinstaub bezeichnet. Ein PMg ;-Staub
besteht also hauptsichlich aus Nanopartikeln, d.h. Teilchen mit einem aerodynamischen
Durchmesser von < 100nm. Generell hat sich durchgesetzt von Nanopartikeln zu spre-
chen, wenn es sich um bewusst hergestellte Nanomaterialien handelt. Bei nanoskaligen
Partikeln, die in der Umwelt vorkommen oder bei Verbrennungsvorgédngen entstehen und
in die Umwelt gelangen (z.B. aus Autoabgasen oder als Reifenabrieb), wird der Begriff

Ultrafeinstaub vorgezogen.[22]

Im Bereich der Arbeitsmedizin erfolgt die Unterteilung von Staub anhand von drei
Fraktionen|21]:

Einatembarer Staub (E-Staub) ,Massenanteil aller Schwebstoffe, der durch Mund und
Nase eingeatmet wird“. Nach der Norm DIN EN 481 sind das Partikel < 100 pm

aerodynamischen Durchmessers.



Thorakaler Staub ,Massenanteil aller Schwebstoffe, der durch Mund und Nase eingeat-

met wird“. Entspricht der PMj¢o-Fraktion aus dem Umweltschutzbereich.

Alveolengingiger Staub (A-Staub) ,Der Massenanteil der eingeatmeten Partikeln, der
bis in die nicht ciliierten Luftwege vordringt”. Entspricht der PMy-Fraktion.

1.1.2. Exposition und Aufnahmewege

Seit jeher sind Menschen UFP ausgesetzt, denn diese entstehen bei jedem Verbrennungs-
vorgang. Frither waren die groften Quellen Waldbrénde und Lagerfeuer - heute entstehen
sie bei Verbrennungsprozessen in Autos, Flugzeugen, Kaminfeuern, Kohlekraftwerken so-
wie durch die Landwirtschaft.[23] 24, 25]

Die Wege, auf denen Nanopartikel in den Ko&rper gelangen, haben sich mit der star-
ken Zunahme von Produktion und Verkauf nanopartikelbasierter Produkte veréndert.
Seitdem Nanopartikel Kosmetika und pharmazeutischen Wirkstoffen zugesetzt werden,
konnen sie oral und dermal aufgenommen oder injiziert werden. Doch der mit Abstand
wichtigste Transportweg in den Korper ist die Inhalation von St&duben, die oft nicht be-
wusst geschieht. Die grofie Lungenoberfliche birgt zudem das Potential einer starken

Wechselwirkung zwischen Feinstaubpartikeln und Lungenzellen.[20]

Heutzutage halten sich die Menschen der Industrielénder die meiste Zeit des Tages in

3min~!] errechnet sich

Innenrdumen auf. Die aufgenommene Luft pro Minute Apiy [cm
aus dem Produkt des Tidalvolumens (Atemzugvolumen) Vi [cm?] mit der Respirati-
onsfrequenz fresp [min~!] (Ruheatmung). Beide Parameter sind vom Alter abhiingig und

nach Hofmann 1982 (S. 126)[27] ergibt sich:

15,17

e 11,75 1.1
(0,25-a+0,5)Jr ) (L)

Amin = VTid : fresp = (21,7 + 35715 ca— 0,64 . CL2) . (

Das bedeutet im Falle dieser Studie fiir gesunde junge Menschen (a = 25 Jahre; Durch-
schnittsalter der Studie) pro Tag ein Volumen von Vi, = 10m3. Bei der allgemein
bekannten Luftdichte am Boden or,f = 1,2041kg m~3 ergibt das eine Masse von ca.
12kg pro Tag. Angesichts dieser Menge erscheint eine saubere Luftqualitit umso wich-
tiger. In den nachfolgenden Kapiteln soll geklart werden, wie inhalierte Luftschadstoffe,

insbesondere Ultrafeinstaub, in der Lunge deponiert werden und dort wirken kénnen.



1.1.3. Deposition in der Lunge

Abbildung zeigt den schematischen Aufbau der menschlichen Lunge. Der sogenannte
Bronchialbaum weist 23 Teilungen auf, wodurch eine Vergroferung der effektiven Gas-
austauschfliche um den Faktor 1000 erreicht wird.[28] Der Gasaustausch findet in den
ca. 3 - 10% Alveolen (Lungenblischen) statt. Eine Alveole hat einen Durchmesser von
200 — 300 pm, somit betrigt die Gesamtoberfliche aller Lungenblischen ca. 140 m?. Da-
mit die Alveolen ,aufgespannt“ bleiben kénnen, wird ihre Oberflichenspannung durch ein

lipidhaltiges Fluid, sogenanntes Surfactant (von surface active agent), herabgesetzt.[29]

Die Aufnahme von Substanzen in den Kérper bei der Inhalation geht in drei Schritten
vor sich: die Ventilation der Alveolen mit Luft, die Diffusion der Substanzen durch das

Lungenepithel und die systemische Verfiigharkeit per Perfusion (Durchblutung). [29]

Die Ablagerungswahrscheinlichkeit von Partikeln in den menschlichen Atemwegen ist
iiberwiegend von der Partikelgréfe abhingig und von folgenden Mechanismen bestimmt
(30, [31]:

Interzeption (Filtration)

Impaktion (durch Tragheit)

Sedimentation (durch Gravitation)

Konvektion

Diffusion

Wiéhrend grofere Partikel (5 —30um) oft schon im Nasenrachenraum abgefangen werden
(Interzeption, Impaktion), konnen kleinere (1 — 5pm) in den Tracheobronchialbaum ge-
tragen werden (vgl. Abbildung , wo schwerere Partikel sedimentieren. In noch tiefere
Regionen, die Alveolen, konnen Fein-und Ultrafeinstaubpartikel (< 1 pm bzw. < 0,1 um)
gelangen.[26] Der Diffusionskoeffizient von Nanopartikeln ist zwar wesentlich (Faktor 2-
3) grofer als derjenige von mikrometergrofen Partikeln, jedoch noch wesentlich kleiner
(Faktor 5-6) als der Diffusionskeoffizient von Atemgasen (Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid).
Entgegen der Annahme, dass Diffusion der wichtigste alveolare Transportmechanismus
sei, ist es die Konvektion, die die Partikel bis an die Alveolaroberfliche tragt. Durch
Diffusion ist ein Weitertransport der Partikel durch die Lungenoberfliche in tiefer lie-
gendes Gewebe moglich, wo sie in Lymphbahnen migrieren und in Blutgeféfie gelangen
konnen. Dies ermoglicht die systemische Verfiigbarkeit der Partikel und Translokation

per Blutstrom, sowie die Anhdufung in Organen (Akkumulation).[32], 33]
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Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung des Bronchialbaums. Die Luftréhre (Trachea)
verzweigt sich gleichméfkig ca. 16mal in die sogenannten Bronchien. Diese
verdoppeln sich in jeder der sechs weiteren Teilungen in die Alveolengén-
ge, die wiederum in den terminalen Alveolen (Alveolarsidckchen) enden.
Der Gasaustausch findet in den ca. 3 - 108 Alveolen statt. Nach Davies
& Moores 2017 (S. 49).[34]
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Abbildung 1.2.: Regionale Deposition in Abhingigkeit von der Partikelgroke. Grofere
Partikel (1 — 10pm) werden in den oberen Atemwegen (Nase, Rachen)
abgeschieden. Das Depositionsminimum liegt bei Partikeln mit einem
Durchmesser von 0,1 — 1 pm, d.h. iiber 50 % dieser Partikel werden wie-
der ausgeatmet. Die Depositionswahrscheinlichkeit fiir die Region der
Alveolen steigt bei Partikeln mit einem Durchmesser < 100nm (0,1 pm)
enorm an. Da sich dieser Bereich der mukoziliaren Clearance (vgl. Ka-
pitel entzieht, verbleibt ein Grofteil der deponierten Partikel und
kann durch Diffusion in tiefer liegendes Gewebe dringen. Nach Geiser &
Kreyling 2010 (S. 8).[33]



1.1.4. Clearance

Der Reinigungsmechanismus, der die Bronchien von unerwiinschten Fremdkérpern und
Mikroorganismen befreit, wird mukozilidre Clearance (Reinigung) genannt.|30] Abbil-
dung zeigt, wie Partikel am Mucus (Schleim), der von sogenannten Becherzellen
produziert wird und die oberen Atemwege bedeckt, haften bleiben und von Zellen des

Immunsystems (Makrophagen) phagozytiert werden kénnen.[35]

Die Epithelzellen der Lungenschleimhaut kénnen mit der simultanen Bewegung ihrer Zili-
en (Flimmerhérchen) den Mucus in Richtung Pharynx (Rachen) bewegen, wo er abgehus-
tet oder geschluckt und durch den Gastrointestinaltrakt ausgeschieden werden kann.[36]
Ist dieser Schleimtransport gestort (z.B. durch Zigarettenrauch, Kélte, Krankheit), kon-
nen Fremdkorper wie z.B. Mikroorganismen nicht mehr entfernt werden, und es kann zu
einer Infektion kommen. Wasserlosliche Partikel werden am Fliissigkeitsfilm (Surfactant)
oder in der Schleimschicht inaktiviert. Die relativ langsame alveoldre Clearance (mit ca.

500 Tage Halbwertszeit [37]) bewirkt eine lange Verweildauer von ultrafeinen Partikeln.

Neben der Grofe der ultrafeinen Partikel hingt die Clearance auch von deren Form
ab. Insbesondere faserartige Strukturen kénnen nicht vollstdndig von den Makrophagen
umschlossen und abtransportiert werden. Sie bewirken so eine chronische Entziindungs-
reaktion, die in einer Vernarbung des Gewebes und in einer Fibrose enden kann. Bei einer
Fibrose versteift ein Teil des Lungengewebes, die Dehnbarkeit der Lunge (Compliance)
sinkt, und weniger Gewebe steht zum Gasaustausch zur Verfiigung. Als prominentes Bei-
spiel sind hier die Auswirkungen von Asbeststaub zu nennen, zu dessen verheerenden
Folgen Asbestose und Lungenkrebs zdhlen.|38] Die 20 — 200 nm langen Fasern entziehen
sich teilweise dem Clearance-Mechanismus und kénnen bis in das Interstitium vordringen,
wo sie kumulieren kénnen. Schon geringe Mengen Asbeststaub kdnnen so zu Mesothelio-
men fithren (Tumore in der Pleura).[38),[39] Der gleiche Mechanismus betrifft auch einige
der Kohlenstoffnanorshren (CNT fiir carbon nanotubes). Diese sind, ebenso wie Asbest-
fasern, zu groff, um von Makrophagen vollstindig umschlungen zu werden, und 16sen so

eine permanente Entziindungsreaktion aus.[40]

Die Oberfliche der Partikel spielt eine ebenso entscheidende Rolle. Das Verhiltnis von
Oberfliche-zu-Volumen ist bei nanoskaligen Partikeln sehr hoch. An der Partikelober-
flache anhaftende organische Substanzen, Proteine und Endotoxine kénnen entziindliche
Prozesse auslosen, da sie die Immunzellen (Makrophagen) zur Bildung entziindungsfor-

dernder Zytokine anregen.[30]



Ist das Gleichgewicht zwischen der Bildung und dem Abbau reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS von reactive ozigen species) gestort, spricht man von oxidativem Stress. Dieser kann
durch exogene Ursachen, wie ionisierende Strahlung, Zigarettenrauch und Chemikalien,
ausgelost werden. Eine erhdhte Produktion von ROS und freien Radikalen kann zu Prote-
inoxidation, Lipidperoxidation und DNA-Defekten fithren. Derartige oxidative Schiden
werden mit vielen Krankheiten in Verbindung gebracht, darunter Fibrose, Atheroskle-
rose, Diabetes, sowie der Pathogenese von verschiedenen Krebsarten.[41], 42] In Kapitel
1.5.1] wird beschrieben, mit welcher Methode ein méglicher oxidativer Stress in dieser

Studie untersucht wurde.



Zilien
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Becherzelle
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Abbildung 1.3.: Aufbau der Lungenschleimhaut mit mucusproduzierenden Becherzellen
und Flimmerepithel. Partikel bleiben am Mucus haften und werden
durch synchronisierten Schlag der Zilien (Flimmerharchen) in Richtung
Pharynx (Rachen) abtransportiert. Kleinere, nanoskalige Partikel kon-
nen sich der mukozilidren Clearance entziehen und durch Transzytose in
Epithelzellen und weiter vordringen. Im Interstitium kénnen die Partikel
Richtung Lymphknoten transportiert werden. Obwohl Tight Junctions
(Diffusionsbarrieren im Zellzwischenraum) normalerweise eine gute Bar-
riere fiir Nanopartikel darstellen, wurde beobachtet, dass diese wihrend
einer entztindlichen Situation (wie z.B. bei Endotoxinexposition) durch
geweitete Tight Junctions dringen konnen.[43] Nach Oberdorster et al.
2005 (S. 832)[22] und Rhoades & Pflanzer (1992, zitiert nach Hinghofer-

Szalkay[44])[45].



1.2. Messmetriken fiir Partikelmessungen

Traditionell wird Staub in den Einheiten Partikelanzahlkonzentration oder in Masse pro
Luftvolumen angegeben. Im Fall eines fagserféormigen Materials, z.B. Asbest oder CNT,
bietet sich die Partikelanzahlkonzentration als effektivste Metrik an. Wie bereits be-
schrieben, sind die Fasern zu grofs, um von den Macrophagen verdaut zu werden. Da, jede
Faser mindestens einen Makrophagen aufter Gefecht setzen kann, beschreibt die Faser-

bzw. Partikelanzahl in diesem Fall die biologisch relevante Dosis am besten.[46]

Wie man der grofenabhingigen, regionalen Deposition in Grafik entnehmen kann,
steigt die Depositionswahrscheinlichkeit fiir Partikel unter 100 nm enorm an. Allerdings
macht diese PMg 1-Fraktion nur einen geringen Teil der gemessenen Gesamtmasse des Ae-
rosols aus. Ein Teilchen der Grofe 300 nm beispielsweise, wiegt 1000mal mehr als eines mit
30nm Durchmesser (Annahmen: kugelférmig, gleiche Dichte) - die Wahrscheinlichkeit,
dass es deponiert wird, ist jedoch wesentlich geringer. Fiir die Untersuchung gesundheit-
licher Auswirkungen von Partikelexposition ist es also wichtig, die deponierten Partikel
zu messen. Mehrere Studien beobachteten eine erhohte Toxizitdt von nanoskaligen gegen-
iiber mikroskaligen Partikeln [47, 48| 22 [46], 49], die auf deren grofe Gesamtoberfliche
zuriickzufiihren ist, mit der sie mit dem Lungenepithel in Wechselwirkung treten kon-
nen. Folglich wird die lungengdngige Partikeloberflache LDSA (fiir lung deposited surface
area) als Metrik der Wahl vorgeschlagen, um Messungen verschiedener Aerosole, sowohl
in 4n vitro- als auch in in vivo-Experimenten, in Bezug auf deren gesundheitlichen Effekte

vergleichen zu kénnen. Die LDSA in pm? cm ™3 setzt sich folgendermafRen zusammen:

LDSA = Ober flache - Depositionswahrscheinlichkeit
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1.3. Additive Fertigungsverfahren (3D-Druck)

Der Begriff additives Fertigungsverfahren (englisch additive manufacturing) bezieht sich
auf eine Herstellungsweise, bei der Material nach und nach hinzu gegeben wird, um ein
Objekt entstehen zu lassen. Der Vorteil von additiven Verfahren, im Gegensatz zu sub-
traktiven Verfahren wie z.B. bei einem Bildhauer, wird bei komplizierten Strukturen
sichtbar: so wiirde sich ein Bildhauer schwer tun, feine Beliiftungskammern in das In-
nere eines Objektes zu integrieren. Mit Hilfe additiver Fertigungsverfahren lassen sich
jedoch auch komplizierte Strukturen leicht realisieren. Unter dem Begriff werden alle
yhinzufiigenden® Verfahren zusammengefasst; sie reichen von Lasersintern mit Metallpul-
ver iiber den Schichtdruck mit Hartplastik bis hin zur Stereolithographie mit Fliissigharz.
Eine umfassende Ubersicht iiber viele Verfahren und deren spezifische Materialien haben
Ligon et al. 2017 [50] zusammengestellt. Unter den Begriff 3D-Druck fallen zwar gene-
rell alle additiven Fertigungsverfahren, allerdings wird dieser oft mit den sogenannten
Desktop-8D-Druckern in Verbindung gebracht, die in der Grofienordnung eines normalen

Druckers liegen und somit auf einem Schreibtisch (Desktop) Platz finden.
1.3.1. Schichtdruckverfahren fiir den Privatanwender

Die meisten 3D-Drucker fiir den Privatgebrauch funktionieren per Schichtdruckverfah-
ren (FDM fiir fused deposition modeling, alternativ FFF fiir fused filament fabrication),
bei dem ein harter Plastikfaden (Filament) in einem beweglichen Druckkopf geschmolzen
wird und damit ein zweidimensionales Bild gelegt wird. Durch die absenkbare Druckplatte
kénnen diese zweidimensionalen Bilder nun gestapelt werden, sodass ein dreidimensiona-

les Objekt entsteht (siehe Abbildung [1.4).

Dieses Verfahren wird zu den additiven Fertigungsmethoden gezdhlt und hat die Vorziige,
im Gegensatz zum herkémmlichen Verfahren mit Gussformen, viel weniger Ausschuss zu

produzieren, da jede Geometrie direkt gedruckt werden kann.
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Abbildung 1.4.: 3D-Druck per FDM Verfahren. Beheizte Elemente wurden mit @ gekenn-
zeichnet. Nach Horsch 2013.[51]
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1.3.2. Filamente fiir das Schichtdruckverfahren

Beim Schichtdruckverfahren wird ein dicker Kunststofffaden (Filament) im Druckkopf
geschmolzen und Schicht fiir Schicht aufeinander gelegt. Dabei soll er sich gleichméfig
abkiihlen und mit den angrenzenden Schichten verbinden. Die Anforderungen an einen

Kunststoff sind daher vielfaltig. Er sollte folgende Eigenschaften besitzen:

e cine geeignete Schmelztemperatur, idealerweise in einem Bereich von mehreren
+10°C, damit Schwankungen der Temperatur im Druckkopf keine Auswirkungen
haben.

e einen kleinen Ausdehnungskoeffizienten, um Verzerrungen aufgrund ungleicher ther-

mischer Kontraktion beim Abkiihlen (engl. warping) zu minimieren.

e einen passenden Elastizitdtskoeffizienten, sodass das Druckobjekt ausreichende Sta-

bilitdt aufweist, das Filament jedoch nicht leicht brechen kann.

e Des weiteren bevorzugen Hersteller einen Kunststoff, der leicht einfarbbar und billig

in der Herstellung ist.

Mittlerweile befinden sich verschiedenste Kunststoffe fiir den FDM-Druck auf dem Markt
- von flexiblen Nylon bis lebensmittelechtem PET.[52]

Die zwei am hiufigsten verwendeten Materialien im Bereich der Privatanwender sind

derzeit

e Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS)

e Polylactid (PLA)

ABS ist in allen Bereichen der Industrie sowie im téglichen Leben weit verbreitet und
viele robuste Plastikteile sind daraus gefertigt - vom Autoarmaturenbrett bis hin zum
Legostein. Neben dem giinstigen Preis zeichnet es sich durch seine gute Thermostabilitit
aus, und ferner der Mdoglichkeit, die gedruckte Oberfliche, z.B. mit Aceton, nachtriglich
zu glatten. Allerdings muss ABS bei einer hohen Temperatur (215 — 250 °C) gedruckt
werden, ebenso ist ein beheizbares Druckbett von Vorteil, um ein Verziehen wihrend der

Abkiihlung zu verhindern.
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PLA zihlt zu den Biorohkunststoffen, da es aus erneuerbaren Rohstoffen (u.a. Mais-
starke) gewonnen wird. Fiir das fertige 3D-Druckfilament werden Additive hinzugefiigt,
welche Farbe und Biegsamkeit bestimmen. PLA kann bei etwas geringeren Temperaturen
(160 — 220 °C) gedruckt werden, allerdings zieht dies auch eine verminderte Haltbarkeit
und Stabilitdt nach sich. Die gute Haftung auf der Druckoberfliche, die keine zusétzliche

Beheizung erfordert, macht PLA zu einem einfach zu druckenden Material.[53)]

Schon anhand weniger Partikelmessungen, die vorangehend zu dieser Studie an verschie-
denen 3D-Druckern durchgefiihrt wurden, wurde ersichtlich, dass sich ABS und PLA in
ihrer Partikelemission stark unterscheiden. Diese Beobachtung wurde von anderen Stu-
dien bestétigt.[18, [11] [54] Da sich die Materialien verschiedener Hersteller durch die Bei-
setzung unbekannter Additive unterscheiden, sind jedoch keine spezifischen Vorhersagen

des Emissionsverhaltens verschiedener Filamente mdglich.

1.4. Stand der Forschung

1.4.1. Gesetzliche Regelungen

Die Gesundheitsgefahrdungen von Staub sind seit langem bekannt. In der Européischen
Union wurde 1980 erstmals ein Grenzwert fiir ,,Schwebestaub“ festgelegt [55]. Generell
wird in Deutschland zwischen Arbeits- und Umweltschutz unterschieden. Die gesetz-
lich verbindlichen Grenzwerte werden vom Ausschuss fiir Gefahrstoffe (AGS) festgelegt,
welcher vom Bundesministerium fiir Arbeit und Soziales (BMAS) berufen wird. Dar-
iiber hinaus hélt die MAK-Kommission (Sténdige Senatskommission zur Priifung ge-
sundheitsschadlicher Arbeitsstoffe ) der deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) einen
beratenden Status inne und gibt Vorschlédge fiir (unter anderem) maximale Arbeitsplatz-
konzentrationen (MAK-Werte).[50]

Der seit 2015 geltende Grenzwert fiir die PMjy 5-Fraktion im Umweltschutz liegt bei
25 1g m~? als Jahresmittelwert[57] und soll bis 2020 auf 20 ng m 3 herabgesetzt werden. [58]
Bei den Arbeitsplatzgrenzwerten (AGW) wird zwischen E-Staub (einatembare Fraktion)
und A-Staub (alveolengéingige Fraktion) unterschieden, siche Abbildung[I.5] Seit 2006 be-
stimmt die Technische Regel fiir Gefahrstoffe 900 (TGRS) den AGW als Mittel iiber eine
8-stiindige Arbeitsschicht fiir E-Staub auf 10 mgm~3 und fiir A-Staub auf 3 mgm=3.[57]
Hier ist darauf hinzuweisen, dass beide Werte ausdriicklich nicht fiir ultrafeine Parti-

kel gelten.[59] Die Grenzwerte werden kontrovers diskutiert, da diese sich nur auf das
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Abbildung 1.5.: Konventionen definierter Staubfraktionen in Deutschland. Im Arbeits-

schutz wird zwischen E- und A-Staub unterschieden (siehe Kapitel [1.1.1]).
Zur Emissionsmessung im Umweltschutz dienen die PM Fraktionen.
Nach Mattenklott & Hofert 2009.[21]

Gewicht pro Volumen beziehen und somit eine stérkere Gewichtung von gréferen Par-
tikeln vorliegt. Es sind jedoch gerade kleinere Partikel, die vermehrt deponiert werden
(siehe dazu Abbildung in Kapitel , zusétzlich durch ihr hohes Oberfliche-zu-
Masse-Verhéltnisses besonders stark mit Zellen in Wechselwirkung treten, sowie sich der

mukozilidren Clearance entziehen koénnen.[22] [60]

Ein weiterer Marker fiir die Luftqualitit ist der Gehalt von fliichtigen organischen Verbin-
dungen (VOC von wolatile organic compound). Die aktuellen Grenzwerte vieler interna-
tionaler Staaten konnen in der GESTIS Datenbank (Gefahrstoffinformationssystem) auf
der Webseite des Instituts fiir Arbeitsschutzes (IFA) der deutschen gesetzlichen Unfallver-
sicherung (DGUV) abgerufen werden.[59] Falls vorhanden, werden hier die verbindlichen
AGW des AGS, sowie die Vorschlige der MAK-Kommission als Richtwerte angegeben.

Da fiir private Innenrdume, die nicht in den Arbeitsplatzbereich fallen, keine Grenzwerte
nach der Gefahrstoffverordnung existieren, ermittelt der Ausschuss fiir Innenraumricht-

werte des Umweltbundesamtes (UBA) Richtwerte fiir die Innenraumluft.
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Abbildung 1.6.: Zeitliche Entwicklung der Anzahl wissenschaftlicher Verdffentlichungen
(inkl. Konferenzbeitrige und Leserbriefe ,Letter to the editor”) zu den
Schlagwortern ,3D printer, Emissions®, ,UFP¥,  Health“. * Anzahl der
Publikationen bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit und Hochrechnung fiir
das ganze Jahr 2018 (gestrichelte Linie).

Fiir Feinstaub in der Innenraumluft hat das UBA 2008 einen Leitwert von 25pgm™3
fiir PMy 5 (24-h-Mittelwert) festgelegt. Auferdem werden Leitwerte fiir die Summe aller
VOCGCs (TVOC fir total volatile organic compounds) und deren Einstufung in 5 Stufen
von < 0,3mgm™? fiir  hygienisch unbedenklich* bis > 10mgm™2 fiir ,hygienisch inak-
zeptabel” empfohlen. [61]

1.4.2. Ultrafeinstaub aus 3D-Druckern

Im Jahr 2013 wurde die erste Analyse zu UFP-Emissionen von Desktop-3D-Druckern
(FDM-Verfahren) von Stephens et al. [18] verdffentlicht. In einem Zeitungsartikel dazu
stellte er damals schon die Frage ,,Could particle emissions from desktop 3D printers reach
unhealthy levels?“) also ob Partikelemissionen aus 3D-Druckern gesundheitliche Relevanz
haben konnen.[62] Ein Jahr verging, bis 2015 die ersten weiteren Veroffentlichungen zum
UFP- und VOC-Ausstof erschienen.[11],[7, [63] Die Zunahme der Anzahl der Publikationen
zu Emissionen von 3D-Druckern ist in Abbildung dargestellt.

Die zunehmende Verbreitung von 3D-Drucker in Instituts-, Schul- und Privatrdumen

liefs das Interesse an deren Emissionen steigen, sodass 2016 einige Studien mit Analysen
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verschiedener Druckmaterialien sowie Zeitungsartikel iiber diese Emissionen veroffentlicht
wurden.[64] [14], 9 8] [65], 66, 67, 68, 69]

Im Jahr 2017 fragten auch Wojtya et al. ,Is 3D printing safe?.[I3] Doch nicht nur die
Emissionen wihrend des Druckes kénnten ein gesundheitliches Risiko bergen. So wiesen
Oskui et al. [I5] 2016 auferdem eine toxische Wirkung der fertigen Druckobjekte auf
Zebrafischembyos nach. Sie verglichen dabei Objekte, die per FDM-Verfahren mit ABS
gedruckt wurden, mit solchen, die per Stereolithographie (STL) produziert wurden. Da-
bei wird ein fliissiges, mit Chemikalien versetztes Harz punktgenau mit einem Laserstrahl
gehirtet. Am Objekt haftende Substanzen waren eventuell der Hauptausloser fiir die ex-
trem toxische Wirkung auf die Fischembryonen. Doch trotz der viel hoheren Toxizitét
der STL-Druckobjekte ist eine Wirkung der ABS-Drucke ebenso bedenklich, da fast jeder
3D-Drucker (FDM) fiir deren Verwendung geeignet ist.[15], [16] Denkbar wére eine Expo-
sition von Kindern, deren Spielzeug frisch aus dem 3D-Drucker kommt und eventuell mit

deren Schleimhiuten in Kontakt kommen kann.

Neben zahlreichen weiteren Studien zu den UFP- und VOC-Emissionen von 3D-Druckern
(10, 12], [13] 70, [71] (72, [73] [74) [75), B4l 76, 77, [78, [79], 8O] folgte 2017 das erste jéhr-
liche Treffen zum Thema ,Safety Science of 3D-Printing“ in Atlanta [81], was zeigt,
wie die Wahrnehmung {iber mogliche gesundheitliche Risiken zunimmt. Aufserdem wur-
den 2017 erstmals Tierversuche mit Emissionen aus 3D-Druckern durchgefiihrt, welche
einen blutdrucksteigernden Effekt feststellten, der durch weitere Studien bestétigt werden
soll.[82), 83] Die mogliche Toxizitat von 3D-Drucker-Polymeren wurde in Zellexperimen-
ten untersucht, und der verantwortungsvolle Umgang, vor allem eine korrekte Entsor-
gung, wird diskutiert, um eine Kontamination der Umwelt zu verhindern.[84][85] Daten
aus Tierexperimenten oder Zellversuchen lassen sich allerdings nur schwer auf huma-
ne Expositionsszenarien iibertragen. Unseres Wissens nach wurden noch keine humanen
Expositionsdaten erhoben, weshalb diese Studie als Pilotstudie konzipiert wurde, um ei-
ne Einschatzung iiber mogliche gesundheitliche Effekte treffen zu konnen. Sie wurde im
Februar 2018 im Journal INDOOR AIR publiziert (fiir weitere Informationen siehe An-
hang [A.3).[86] Da jede Filament-3D-Drucker-Kombination unterschiedliche Emissionen
verursacht, werden weiterhin Studien dazu verdffentlicht.[87] Bei zukiinftigen Analysen
ist auf die Vergleichbarkeit der Daten mit vorherigen Studie zu achten, ebenso auf die
Verwendung mehrerer Messmetriken wie Partikelanzahl und LDSA, um mégliche Ge-

sundheitsrisiken besser abschitzen zu konnen.
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1.5. Expositionsstudie

Diese Expositionsstudie erfasste Kurzzeiteffekte von Emissionen aus einem handelsiibli-
chen 3D-Drucker an freiwilligen, gesunden Probanden. Verschiedene Gesundheitsparame-
ter wurden vor und an zwei Zeitpunkten nach der Exposition gegeniiber Druckemissionen

mit zwei verschiedenen Materialien erhoben.

Im Folgenden wird die Auswahl der biochemischen Entziindungsmarker, die im Nasen-
sekret, im Urin und in der Ausatemluft gemessen wurden, vorgestellt.

1.5.1. Entziindungsmarker im Urin

Oxidativer Stress

Oxidativer Stress ist eine Stoffwechsellage, bei der die Konzentration von freien Sau-
erstoffradikalen das physiologische Mal {iberschreitet und somit eine Verschiebung des

Fliefsgleichgewichtes herrscht:

Oxidantien > Antioxidantien

Diese sogenannten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS fir reactive oxygen species) werden
sowohl bei normalen, physiologischen Prozessen im Korper freigesetzt, entstehen aber
auch durch toxische Umwelteinfliisse (ionisierende- und UV-Strahlung, Stickoxide, Fein-
staub, Ozon, Nanopartikel).[88] Ferner werden sie von Immunzellen wie Makrophagen,
Eosinophilen und Neutrophilen als Antwort auf eindringende Mikroorganismen, aber
auch auf beispielsweise Rufpartikel, gebildet. ROS wiederum aktivieren die Expressi-
on proinflammatorischer Zytokine, die chronische Entziindungsvorginge zur Folge haben
kann.[89, 57|

ROS konnen verschiedene Effekte im Organismus hervorrufen:

e DNA-Schiaden
e Proteinoxidation

e Lipidperoxidation

Um oxidativen Stress im Organismus nachzuweisen, lisst sich entweder der Gehalt an

ROS, oder die Menge an Antioxidantien, oder eine der eben genannten Schidigungen
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analysieren. Fiir letzteres existieren Methoden zur Analyse verschiedener Marker im
Blut, Zellgewebe und Urin. Eine umfassende Ubersicht iiber die jeweiligen Marker, de-
ren Probenmaterial, sowie die empfohlene Bestimmungsmethode findet sich im Bericht
des Robert Koch-Instituts von 2008 [89]. Dieser Bericht empfiehlt unter anderem auch
die Verwendung von Isoprostanen in Urin und Plasma als in vivo-Marker fiir oxidative
Lipidschadigung, welcher in dieser Studie verwendet wurde und im folgenden Kapitel

beschrieben wird.

8-is0-PGF 54

Isoprostane sind Biomarker, iiber deren Konzentration in Blut und Urin sich die, durch
oxidativen Stress ausgeloste, Lipidperoxidation (oxidative Degradation von Lipiden) be-
stimmen lisst. Ein Bestandteil von Lipiden, in diesem Fall Phospholipiden der Zellmem-

bran, ist Arachidonséure, die auf zwei verschiedene Wege abgebaut werden kann, siehe

Abbildung

Isoprostane entstehen durch einen nicht-enzymatischen Abbaupfad der Arachidonsiure,
der von freien Radikalen induziert wird, welche bei der Reaktion ein Elektron von der
Arachidonsdure annehmen. Die Gruppe der F2-Isoprostane besteht aus 64 Isomeren. Das
am besten untersuchte und als in vivo-Biomarker fiir oxidativen Stress eingesetzte Isomer
8 —iso — Prostaglandin Fy, (alternativer Name: 15-F2t-IsoP) wurde in dieser Studie im
Urin bestimmt, um den durch die Druckeremissionen moglicherweise ausgeldsten oxida-

tiven Stress zu ermitteln.

Es besteht die Moglichkeit, 8—iso— Prostaglandin Fs, (8—iso— PG Fy,) per Fluoreszenz-
Enzym-Immunoassay (ELISA fir enzyme-linked immunosorbent assay) zu analysieren|[90],
allerdings konnen aufgrund der grofen Anzahl an Isomeren Kreuzreaktivitdten nicht
ausgeschlossen werden, was eine Uberschitzung der 8 — iso — PG Fy,-Konzentration
zur Folge hitte. Deshalb gilt eine massenspektrometrische Analyse als ,,Goldstandard®-
Methode.[91] Aus diesem Grund wurde fiir diese Studie eine Methode zur Bestimmung

von 8 — iso — PGF5, im Urin per Gaschromatografie mit Tandemmassenspektrometer
(GC-MS/MS) etabliert, siehe Kapitel Methoden
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Abbildung 1.7.: Schematische Darstellung des Abbaus von Prostaglandinen und Iso-
prostanen aus der Arachidonsdure. Ein enzymatischer und ein nicht-
enzymatischer, durch freie Radikale induzierter Pfad sind moglich. Teile

aus Mannello et al. 2007 (S. 1975)[92] und Cavalcante & de Bruin 2009
(S. 1231)[93].
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1.5.2. Entziindungsmarker im Nasensekret
Zytokine im Nasensekret

Zytokine sind Proteine, die die Zellaktivierung steuern und wichtige Mediatoren des Im-
munsystems bei Entziindungsprozessen darstellen. Zytokine werden in fiinf Untergruppen

eingeteilt, welche im Folgenden kurz vorgestellt werden[29] 36, 94] [95]:

Interleukine dienen als Botenstoffe zwischen Immunzellen (Leukozyten, Makrophagen

etc.) und kénnen sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch wirken.

Interferone vermitteln hauptsichlich die Immunantwort auf virale Infektionen. Dem
Typ II-Interferon (Interferon-y, IFN-v) steht ein weiterer Aufgabenbereich zu (siehe

unten).

Koloniestimulierende Faktoren regulieren das Wachstum von roten und weifen Blut-
korperchen sowie die Reifung von Stammzellen im Knochenmark und stellen somit
wichtige Faktoren fiir das Immunsystem dar. Der GM-CSF (fiir granulocyte macro-
phage colony-stimulating factor) ist insbesondere in der Lunge an der Aktivierung
alveoldrer Makrophagen und deren Expression von ROS, sowie deren Interaktion
mit Oberflichenproteinen beteiligt. Im Laufe einer allergischen Entziindung ist er

fiir die Aktivierung von Eosinophilen verantwortlich.

Tumornekrosefaktoren sind Oberflichenproteine, die von Immunzellen freigesetzt wer-
den, als Signalstoff wihrend einer Immunantwort bei Entziindungen dienen und
unter anderem die Bildung von Akute-Phase-Proteinen triggern. Sie wirken zudem

zytotoxisch auf Krebszellen und migrationsférdernd auf neutrophile Granulozyten.

Chemokine wirken als chemische ,Lockstoffe”, die durch ihren Konzentrationsgradienten

(Chemotaxis) die Zellenmigration von Immunzellen auslésen.

Generell gibt es pro-inflammatorisch wirkende Zytokine, die die Immunzellen anregen und
z.B. Fieber auslosen, sowie anti-inflammatorisch wirkende Zytokine. Aus Zellversuchen
gibt es Hinweise, dass die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen von nasalen
Epithelzellen durch Feinstaub, insbesondere Nanopartikel ausgelst werden kann.[96] 97,
8]

Folgende vier Zytokine wurden in dieser Studie im Nasensekret analysiert:
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Interleukine IL-1B und IL-6 Die Interleukine IL-13 und IL-6 zdhlen zusammen mit IL-
8, TNF-o und MIP-1a (macrophage inflammatory protein-loa) zu den wichtigsten
pro-inflammatorischen Zytokinen und werden bei der initialen Immunantwort frei-
gesetzt, was die Produktion von weiteren Zytokinen anregt. IL-13 wird vor allem
von Monozyten produziert und kann schon in geringen Mengen Fieber, Kopfschmer-
zen und weitere Entziindungssymptome auslosen.[95] Ebenso wurde eine Erhéhung
des entziindungsfordernden IL-15 unter Einfluss von Endotoxin gemessen.[98] IL-6
wird eine wichtige Rolle beim Ubergang von angeborener zu erworbener Immunitét
zugesprochen und ist zudem notwendig fiir die Reifung von T-Lymphozyten. Neben
der Aktivierung des Immunsystems hélt IL-6 eine Vielzahl zusétzlicher Aufgaben

in regenerativen Prozessen, bis hin zum Schmerzempfinden inne.[99] 100]

Tumornekrosefaktor TNF-ao TNF-a zahlt ebenfalls zu den wichtigsten pro-inflammato-
rischen Zytokinen, ist eines der ersten, die bei einer Entziindungsreaktion ausge-
schiittet werden und zudem mit IL-18 und IL-6 gekoppelt. In Zellkulturversuchen
wurde gezeigt, dass alveolare Makrophagen unter Exposition von ultrafeinen Par-
tikeln vermehrt TNF-a freisetzen.[10T] 88]

IFN-v Das einzige Interferon des Typs Il regt, zusétzlich zu seiner antiviralen Wirkung,
antigenprisentierende Zellen an und stimuliert deren Produktion weiterer Zyto-
kine. Des weiteren aktiviert IFN-y die Phagozytose von neutrophilen Granulozy-
ten und Makrophagen und deren Freisetzung von ROS (respiratory burst) und
Stickstoffmonoxid.[95]

Eosinophiles kationisches Protein (ECP) im Nasensekret

Bei einer Immunantwort, z.B. einer allergischen Reaktion, werden Leukozyten (weife
Blutkorperchen) aktiviert. Darunter fallen auch die sogenannten eosinophilen Granu-
lozyten, die ihren Namen zum einen ihrer Anfarbbarkeit verdanken (eosinophil), zum
anderen ihrer Féhigkeit, Vesikel (Granula) abzugeben und somit bestimmte Substanzen
ins umliegende Gewebe abzusondern. Das eosinophile kationische Protein (ECP) wird
nur von aktivierten eosinophilen Granulozyten freigesetzt und kann somit als Marker
fiir die Anzahl und den Aktivierungsgrad der Eosinophilen dienen. Da ECP zyto- und
neurotoxisch wirkt, um z.B. Oberflichen von Parasiten zu zerstéren, kann es jedoch auch
zur Epithelschidigung von kdrpereigenem Gewebe fithren. Bei verschiedenen entziind-
lichen Erkrankungen im Koérper, wie der atopischen Dermatitis, entziindlichen Darmer-

krankungen und parasitdren Infektionen, ebenso bei atemwegsspezifischen Entziindungen
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Abbildung 1.8.: Strukturformel von Stickstoffmonoxid (NO). Das freie Elektron macht
das Molekiil zu einem freien Radikal mit kurzer Halbwertszeit (1-5s)
und hoher Reaktivitat.[105]

wie Asthma Bronchiale und Rhinitis, ist die Konzentration des ECP im Serum und in
anderen Korperflussigkeiten erhoht.[102] [36], [103] Die Nasensekretgewinnung durch Ab-
sorption mit Baumwollwatte stellt eine geeignete Methode dar, um die Proben auf ihren
ECP-Gehalt zu bestimmen.[104]

1.5.3. Fraktioniertes exhaliertes Stickstoffmonoxid (FeNO)

Stickstoffmonoxid (auch Stickoxid, NO) ist ein kleines Molekiil mit einem freien Elektron,
das die erhohte Reaktivitét verursacht (Strukturformel siehe Abbildung [1.8). NO kann
im Korper auf zwei Weisen wirken: in niedriger Konzentration als Mediator und Signal-
molekiil, sowie in hoher Konzentration als zytostatische und zytotoxische Substanz, die
von den Immunzellen gebildet und als Abwehrmechanismus gegen Krebszellen eingesetzt
wird. [105]

In der Lunge wird NO u.a. von Endothelzellen freigesetzt und wirkt geféferweiternd
(Vasodilatation).[34] Die Analyse des fraktionierten expiratorischen Stickstoffmonozidge-
halts (FeNO), das hauptsichlich von Epithelzellen produziert wird, dient zur Diagnose
eosinophiler Entziindungsreaktionen. Erhohte FeNO-Werte werden bei Asthma Bron-
chiale und Allergien (z.B. Hausstaubmilbenallergie) beobachtet.[106), 107, 108, 109] Im
Gegensatz dazu werden erniedrigte FeNO-Werte bei Rauchern gemessen.[110] [1T1]
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1.6. Hypothese & Ziel

Aufgrund der erheblichen UFP-Emission von 3D-Druckern scheinen gesundheitliche Ef-
fekte bei Exposition denkbar. Ziel dieser Arbeit war es, eine explorative Expositionsstudie
an Gesunden aufzubauen und durchzufiihren, bei der durch Messung verschiedener bio-
chemischer Parameter untersucht werden sollte, ob mogliche gesundheitliche Auswirkun-
gen der Exposition detektiert werden konnen. Dabei lag der Fokus auf der Vergleichbar-
keit der gemessenen Werte zwischen den beiden Expositionen mit den zwei verschiedenen
Materialien ABS und PLA. Insbesondere wurde ein Anstieg der Entziindungsmarker im

Nasensekret sowie im Urin nach einer oder beiden Expositionen erwartet.

Die in dieser Arbeit durchgefiithrte Charakterisierung der Partikelemissionen, der Nach-
weis der Machbarkeit einer solchen Expositionsstudie, sowie die anschliefsende Analyse
der Proben konnen fiir die Planung weiterer Studien hinsichtlich moglicher Gesundheits-
effekte von 3D-Druckern Hilfestellung bieten.
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2. Methoden

2.1. Probanden

Die 26 jungen, gesunden Freiwilligen (13 Frauen, 13 Méanner) waren iiberwiegend Studen-
ten und wurden iiber direkten Kontakt akquiriert. Alle Probanden waren Nichtraucher
und anamnesisch gesund, insbesondere mit normaler Lungenfunktion. Der Anamnesefra-
gebogen befindet sich in Anhang Die Charakteristikem der Probandengruppe sind
in Tabelle dargestellt. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universi-
tatsklinik der Ludwig-Maximilians-Universitit fiir unbedenklich erklirt. Alle Probanden

gaben nach Aufkldrung ihre schriftliche Einwilligung.

Akquirierung und Ausschlusskriterien

Eine Ubersicht des Ablaufs der Probandenakquirierung ist in Abbildung dargestellt.
Den Interessenten der Studie (N = 49) wurden per E-Mail eine ausfiihrliche Patienten-
aufkldrung mit den Ausschlusskriterien zugeschickt. Potentielle Probanden wurden zu
einer Voruntersuchung eingeladen (N = 36), bei der anhand strenger Kriterien der Ein-
bzw. Ausschluss zur Studie entschieden wurde. Zusétzlich wurde ein Fragebogen zur che-
mischen Sensitivitit (acht Fragen des Fragebogens CAUS von Bailer et al. 2004, des che-
mischen Teils[I12]) erhoben. Aus folgenden Griinden wurden alle Messverfahren (bis auf
den Symptomfragebogen) bei der Voruntersuchung einmal durchgefiihrt. Erstens konn-
ten sich die Probanden mit der Methodik vertraut machen, was einen Lerneffekt vorweg
nehmen sollte, wodurch sich die Vergleichbarkeit der Untersuchungen an den Expositi-
onstagen erhohte. Zweitens konnten diese Werte zur Bestdtigung eines gleichbleibenden
Zustandes der Probanden herangezogen werden, indem sie mit den Werten jeweils vor

den Expositionen verglichen wurden.
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# Geschlecht Alter Groke Gewicht BMI Material bei 1. Expo
w = weiblich [Jahre] [cm] [kg] [kg m? 0=PLA
m = ménnlich 1=ABS
1 w 26,3 181 68,7 21 0
2 m 28,1 179 90,0 28 1
3 w 25,6 175 60,8 20 0
4 w 28,8 169 55,4 20 1
5 m 25,0 171 68,7 23 0
6 w 20,1 171 57,2 20 1
7 m 21,4 196 90,8 24 1
8 m 25,0 199 82,0 21 1
9 m 21,9 181 77,0 24 0
10 m 26,4 170 70,3 24 1
11 w 29,8 162 53,6 20 0
12 w 28,1 175 77,9 26 1
13 w 18,1 176 70,6 23 1
14 w 27,9 175 62,4 20 0
15 w 27,0 166 64,1 23 0
16 w 29,5 164 71,1 27 1
17 m 30,5 163 78,8 30 1
18 w 26,2 170 57,7 20 1
19 w 22,3 168 58,8 21 0
20 w 26,3 173 61,4 21 0
21 m 24,3 192 76,0 21 1
22 m 25,3 167 61,4 22 0
23 m 23,0 186 93,4 27 0
24 m 27,4 177 79,9 26 0
25 m 18,4 186 75,5 22 1
26 m 27,7 180 76,5 24 0

Mittelwerte (+SD) | 25,4 (43,3) | 176 (£9,6) | 70,8 (+11,0) | 23,0 (£2,8) |

Tabelle 2.1.: Charakteristiken der 26 Studienteilnehmer, sowie randomisierte Reihenfolge
der Expositionen. Mittelwerte (+Standardabweichung) sind angegeben.
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Einschluss

N=27  méglich

Studien- N-26
teilnahme

Abbildung 2.1.: Skizze des Ablaufs der Probandenakquirierung mit jeweiliger Anzahl ver-
bleibender Probandenkandidaten (N).

Die durchgefiihrten Messungen beinhalteten eine Spirometrie, die Messung exhalierten
Stickstoffmonoxids (FeNO fur fraktioniertes, ezhaliertes Stickstoffmonozid) und exha-
lierten Kohlenstoffmonoxids (eCO), sowie die Probenahme von Nasensekret und Urin.
Ausgeschlossen wurden Probanden deren Lungenfunktionswerten mehr als +£20 % von
ihren Sollwerten abwichen, als auch solche, bei denen der Verzicht auf Nikotin durch
die Messung von erhthtem (= 5ppb [113]) eCO nicht bestitigt werden konnte. An den
Expositionstagen dienten die eCO-Werte als Verifikation des Nichtraucherstatusses der
Probanden. Fiir FeNO wurde ein Wert {iber 50 ppb als Ausschlusskriterium gewertet, da
dieser als Hinweis auf eine akute allergische Entziindung der Atemwegen oder eine Aller-
gie gewertet werden kann.[107, 109, 114] Kein Proband berichtete von einer ganzjihrigen
Allergie, und bei einer saisonalen Allergie wurde darauf geachtet, die Untersuchungen
nicht in diesem Zeitraum durchzufiihren. Es wurden 27 Probanden akquiriert, von denen

26 an der Studie teilnahmen.
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Zeitpunkt Messung

Urinprobe
eCO
Vor Exposition FeNO
Nasensekret
Spirometrie

1h Exposition

Symptomfragebogen
FeNO
Spirometrie
Urinprobe

Direkt nach Exposition

Nasensekret
2-3h nach Ende der Exposition FeNO
Urinprobe

Tabelle 2.2.: Ablauf eines Expositionstages. Die Zeitungenauigkeit beim letzten Probe-
nahmezeitpunkt ergab sich aufgrund von probandenabhingigen Verzdgerun-
gen bei der Urinabgabe, den Spirometriemanovern oder der Nasensekretent-
nahme.

2.2. Studienprotokoll

Die Studie wurde einfach-blind, randomisiert und in einem ,Cross-Over-Design“ (Ver-
gleich zweier Behandlungs- bzw. Expositionsszenarien) durchgefithrt. Die Messungen
wurden jeweils vor, direkt nach und 2-3h nach der Exposition durchgefiihrt. Die ein-
fachverblindete Durchfiithrung musste aufgrund technischer Anforderungen beim Bedie-
nen der Instrumente gewéhlt werden. Es wurde jedoch streng darauf geachtet, dass die
Probanden keine Unterschiede bei den Expositionstagen beobachten konnten und die

Interaktion mit dem Betreuer minimal gehalten wurde.

Nach der Voruntersuchung wurden die Probanden fiir zwei Expositionstage eingeladen,
die 5-7 Tage auseinander lagen und fiir alle Probanden um 10:00 Uhr begannen, um mog-
liche circadiane Effekte zu beriicksichtigen. Der Ablauf der Expositionstage mit den Zeit-
punkten der Probenahmen sind in Tabelle aufgefiihrt.

Die Nasensekretentnahme erfolgte nur vor und 2-8h nach der Exposition, da zum einen
eine wiederholte Probenahme innerhalb kurzer Zeit die Messungen beeinflussen kann, weil
die Nasenschleimhaut gereizt wird, zum anderen die Freisetzung biochemischer Antwor-
ten der Zellen eine gewisse Zeit bendtigt. Uberdies wurde das exhalierte CO nur einmal

zu Beginn jedes Expositionstages gemessen, da es hauptsichlich zum Ausschluss vorher-
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gehender Expositionen, insbesondere durch Rauchen oder Passivrauchen, diente. FeNO
wurden an allen Messzeitpunkten bestimmt, um unmittelbare und verzégerte Reaktio-
nen zu erfassen, und eine Beeinflussung anderer Messungen sehr unwahrscheinlich ist. Die
Lungenfunktionsmessung via Spirometrie wurde nur vor und direkt nach der Exposition
durchgefiihrt, da akute Effekte denkbar erschienen und die Messung Storeffekte ausiiben
kann. Aufierdem wurden diese jeweils nach der FeNO-Messung durchgefithrt, um poten-
tielle Effekte der forcierten Atemmandver zu vermeiden. Der Symptomfragebogen wurde
nur direkt nach der Exposition erhoben, weil sich viele Fragen auf die Erfahrungen mit
der Drucksituation bezogen und die Probanden nicht vor der Exposition mit moglichen
Symptomen konfrontiert werden sollten. Um einen moglichen Einfluss des Untersuchers
durch den einfach-blinden Aufbau zu verhindern, wurde der Symptomfragebogen unmit-

telbar im Anschluss an die Exposition in der Messkammer ausgefiillt.

2.3. 3D-Druck

Fiir alle Drucke wurde der kommerziell erhéltliche Desktop-3D-Drucker ULTIMAKER 2
(Ultimaker B.V., Niederlande) verwendet (erworben iiber https://
www.3dmensionals.de). Der ULTIMAKER 2 ist mit einer beheizbaren Druckplatte ausge-

stattet, was ein temperaturbedingtes Verziehen der Druckobjekte verhindern soll.

Es wurden die Expositionen gegeniiber den Materialien ABS und PLA verglichen. Diese
beiden Filamente stellen eine realitdtsnahe Exposition dar, da sie derzeit die am hau-
figsten verwendeten Filamente fiir FDM-Geréte sind. Es wurde schwarzes ABS (EASYFIL,
2,85 mm Durchmesser, 750 g Premium Filament) mit schwarzem PLA (EAsYF1L, 2,85 mm
Durchmesser, 750 g Premium Filament) verglichen. Alle Filamente wurden iiber die Web-
seite www.3dmensionals.de vom gleichen Hersteller bezogen (Formfutura BV, Nieder-
lande). Als Druckeinstellungen (u.a. Druckkopf- und Heizbetttemperatur) wurden die

empfohlenen Werte der Hersteller von Drucker und Filamenten iibernommen.

Um eine einheitliche und realistische Exposition zu gewahrleisten, wurde ein Druckob-
jekt gewdhlt, dessen Komplexitdt und Groéfse innerhalb einer Stunde realisiert werden
konnte. Das gewidhlte Objekt (FisH FossiLz, veroffentlicht am 18. Januar 2016 unter
www.thingiverse.com /thing:1276095) ist in Abbildung zu sehen. Um einen eventuel-
len Rest eines Materials im Druckkopf zu vermeiden, wurde fiir jedes Material eine eigene

Druckdiise verwendet und diese entsprechend ausgetauscht.
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Abbildung 2.2.: Wahrend der einstiindigen Exposition gedrucktes Objekt. Oben: Objekt
direkt nach dem Drucken mit sogenannter ,Brim“, einer diinnen Rand-
schicht fiir einen besseren Halt auf der Druckoberfliche, welche sich nach
Fertigstellung leicht entfernen l&sst. Unten: das fertige Objekt ohne Brim
ist nun dank der ineinander gedruckten Gelenke beweglich.Vorlage von
www.thingiverse.com /thing:1276095.[115] Das untere Bild ist Teil der
ySupporting Information* von Giimperlein et al. 2018.[86]
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Abbildung 2.3.: Position des Probanden wahrend der Exposition. Die Probanden hatten
die Moglichkeit zu lesen. Eine Funksprechanlage ermoglichte einen Kon-
takt fiir Notfélle. Der Nanopartikeldetektor PARTECTOR lief wihrend der
gesamten Exposition. Der Wert auf dem Display war fiir die Probanden
nicht einsehbar. Ubernommen aus Giimperlein et al. 2018.[86]

Die Studie wurde in einer Messkammer (32m? Volumen) fiir arbeits- und umweltbezo-
gene Expositionsmessungen durchgefiihrt.[5, 6] Die Probanden safen direkt vor dem auf
einem Tisch stehenden 3D-Drucker mit einem Abstand von etwa 40 cm zwischen Gesicht
und Druckkopf (vergleiche Abbildung. Wihrend den Expositionen war die Klimaan-
lage ausgeschaltet, um einerseits eine Absaugung der emittierten Partikel zu verhindern
und andererseits eine realistische Expositionssituation zu gewéhrleisten. Viele Anwender
verzichten in ihren Rdumen auf eine Beliiftung, da 3D-Drucke anfillig fiir Temperatur-

gradienten sind.

2.3.1. Uberwachung der Partikelemissionen
Messgerdte

Vor dem Start der Studie wurden die UFP-Emissionen des 3D-Druckers detailliert cha-
rakterisiert. Diese Untersuchungen bestdtigten, dass die Wahl des Filaments der entschei-
dende Faktor fiir die Hohe der UFP-Emissionen ist.[10], [19] Drei verschiedene Messgeréte
wurden hierfiir verwendet: ein Kondensationspartikelzdhler Model CPC 3007 der Firma
TSI (TSI Inc, USA), ein Partikelgrofenspektrometer Model EEPS 3090 von TSI, sowie
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Abbildung 2.4.: Einstiindiger Druck mit ABS. Oben: EEPS mit Grofenkanidlen von
10nm — 0,56 pm. Mitte: EEPS mit allen Grofenkanilen (5,6nm —
0,56 pm). Unten: CPC3007 (Bereich von 10nm — 1pum).

der Nanopartikeldetektor PARTECTOR der Firma Naneos (naneos particle solution GmbH,
Schweiz). Mit Hilfe dieser drei Geréte lassen sich folgende Metriken messen: die Partikel-
konzentration [cm ™3], die PartikelgréRenverteilung [pgm =3 fiir alle GroRenkanile], sowie

die lungengingige Partikeloberfliche LDSA [pm? cm™3].

Die Messung des einstiindigen Druckes mit ABS mit den Messgeréiten EEPS und CPC3007
ist in Abbildung dargestellt und zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung. Um den un-
terschiedlichen Partikelgréfsenbereich der Geréte auszugleichen, wurden im oberen Teil
der Grafik nur die Grofenkanéle des EEPS aufgetragen, die das CPC3007 auch anzeigen

kann.
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Abbildung 2.5.: Korrelation zwischen Partikelzdhler CPC3007 (Partikelanzahl in
#cm~3) und Partector (LDSA in pm?cem—3). Der Korrelationskoeffi-
zient R (nach Pearson) sowie das Bestimmtheitsmaf R? sind angegeben.

Korrelation Partikelanzahl und LDSA

Um die Korrelation zwischen den Metriken Partikelanzahl und lungengdingiger Partikelo-
berfliche zu tiberpriifen, wurden die Messdaten des Partikelzdhlers CPC3007 und des
Nanopartikeldetektors PARTECTOR. vor Beginn der Studie miteinander verglichen, siehe
Abbildung

Messaufbau

Die Partikelmessungen fanden in der gleichen Messkammer wie die Expositionen statt.
Abbildung [2.6] zeigt den Aufbau der Messinstrumente. Zusétzlich zu den Ultrafeinparti-
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CPC3007 | EEPS3090 | PARTECTOR | Environ. Dust Monitor

Metrik cm™3 cm ™3, pgm™3 LDSA [pm? cm™3] em™® | pgm~3, PMyg / PMas/ PM;
Konzentrationsbereich || 0 —100.000cm™3 | >200cm™ | 1 —20.000 pm?cm™3 0 —2.000cm™3
Grofenkanile - 32 - 31
zeitliche Auflésung 1Hz 10Hz 1Hz 6s—1h
min. 10nm 5,6 nm 10nm 250 nm
max. 1pm 0,56 pm 10 pm 32 pm
Nachteil Buthanolgeruch grofs, schwer keine Partikelanzahl keine UFP
Vorteil tragbar Grofenbereich handlich, LDSA PM
Hersteller TSI TSI Naneos GRIMM

Tabelle 2.3.: Messeigenschaften der Partikeldetektoren CPC 3007, EEP 3090, PARTEC-
TOR und des Environmental Dust Monitors.

Partector

10nm — 10pm
[pm? em¥]

Abbildung 2.6.: Aufbau der Geréte bei den Partikelmessungen. Fiir das grofere EEPS-
Gerat wurde ein spezieller, antistatischer Probenahmeschlauch verwen-
det, dessen Offnung neben den Einlissen des Partectors und des CPCs
angebracht wurde (Pfeil).

kelzdhlern wurde der Environmental Dust Monitor (Model 1.109, GRIMM Aerosol Tech-
nik Ainring GmbH & Co. KG, Deutschland) zur Messung groferer Feinstaubpartikel,
sowie ein Q-Trak (TSI GmbH) zur Uberwachung von Temperatur, Luftfeuchte und C'Os-
Konzentration eingesetzt. Die Eigenschaften der Partikelmessgerdte sind in Tabelle

zusammengefasst.

Die Charakterisierung der Emissionen bei Druck mit ABS bzw. PLA zeigte eine ausrei-
chende Korrelation der Partikelmessgerite (siehe Abbildungenund. Deshalb wur-
de nur ein Gerit, der Partikeldetektor PARTECTOR, wihrend den Expositionen der Pro-
banden eingesetzt, da dieser zum einen sehr handlich und leise ist, zum anderen fiir den
Betrieb keine Losemittel (wie z.B. Butanol) benétigt, und somit eine mogliche Stérung

der Probanden durch einen Lésemittelgeruch vermieden wurde. Zur zusétzlichen Cha-
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Abbildung 2.7.: Partikelgrofsenverteilung zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend eines
einstiindigen ABS-Druckes. Der Anstieg der Partikelanzahl wihrend des
Druckes bestiitigt die Messungen der anderen Partikelanzahlmessgera-
te. Die Verschiebung des mittleren Partikeldurchmessers hin zu groferen
Partikeln im Laufe des Druckes ldsst sich auf Aggregation der Partikel
zuriickfithren. Ubernommen aus Giimperlein et al. 2018 und ins Deutsche
iibersetzt.[36]

rakterisierung der Partikelgrofenverteilung wurde ein Partikelgréfienspektrometer EEPS
der Firma TSI GmbH zur Verfiigung gestellt. Die Anderung der Partikelgréfenverteilung
wahrend eines Druckes mit ABS ist in Abbildung dargestellt. Es wurde das glei-
che Objekt wie bei den Probandenexpositionen gedruckt. Mit dem EEPS wurde fiir den

ABS-Druck eine mittlere Partikelanzahl von 160.000 cm ™ gemessen.

2.4. VOC-Emissionen in separatem Messaufbau

Wihrend eines Druckes in der Messkammer konnten mit TENAX-Kartuschen aufgrund
der geringen Emissionen und der hohen Verdiinnung keine VOCs detektiert werden. Aus
diesem Grund erfolgte die Analyse der VOC-Emissionen der erhitzen Kunststoffe in einem
separatem Versuchsaufbau. Mégliche Aldehyde und Ketone in den Abgasen der erhitzen
ABS- und PLA-Druckteile wurden dabei als DNPH-Derivat per Hochleistungsfliissigkeit-
schromatographie (HPLC fiir high performance liquid chromatography) analysiert, weitere
Substanzen per Festphasenmikroextraktion (SPME fiir solid phase microextraction) mit

einem Gaschromatografen mit Massenspektrometrie-Kopplung (GC-MS/MS).
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Abbildung 2.8.: Versuchsaufbau fiir die Probenahme per DNPH-Kartusche. Das
Druckobjekt wurde in einer Flasche erhitzt, deren Luftinhalt eine Stunde
lang permanent durch eine DNPH-Kartusche hindurch abgepumpt wur-
de. Teil der ,Supporting Information“ von Giimperlein et al. 2018 und
ins Deutsche iibersetzt.[86]

Aldehyde und Ketone via HPLC

Abbildung 2.8 zeigt den Aufbau der Probenahme fiir die HPLC Messungen. Das Druckob-
jekt, das auch wéhrend der Probandenexpositionen gedruckt wurde (Gewicht ca. 5g)
wurde in einer Glasflasche (0,5L) auf 250 °C bei ABS und 210°C bei PLA erhitzt. Die
Gasphase wurde iiber eine DNPH-Silika-Kartusche (2,4-Dinitrophenylhydrazin, LpD-
NPH H10 Cartridge, Supelco, USA) mittels Pumpe (0,97 Lmin~!) 1h lang angesaugt.
In der Kartusche findet eine Derivatisierungsreaktion statt, die die vorkommenden Alde-
hyde/Ketone bindet.

Die anschliefende Elution der Kartuschen erfolgte mit Acetonitril (Merck KGaA, Deutsch-
land). Das Eluat wurde direkt in die HPLC (Shimadzu, Japan) eingespritzt. Um alle Sub-
stanzen im Carbonyl Standard Mix (Merck KGaA, Deutschland) auftrennen zu kénnen,

wurde ein Losemittelgradient angelegt. Dabei wurden folgende HPLC-Einstellungen vor-
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genommen: Sdule NUCLEODUR C18ec 25 cm (Macherey-Nagel, Deutschland), Detektor
UV-360 nm, Injektionsvolumen 20 pL, Gradient Acetonitril/Wasser; 0 — 7min 60/40 %;
20min100/0 %, Flufrate 1,5 mLmin~!. Die Quantifikation erfolgte wie iiblich durch Ver-
gleich der Peakflichen von Probe und Standard. Die Luftproben wurden auf folgende
Substanzen hin untersucht, die im Carbonyl Mix enthalten sind: Acetaldehyd, Aceton,
Acrolein, Benzaldehyd, 2-Butanon, Butyraldehyd, Crotonaldehyd, Formaldehyd, Hexal-
dehyd, Methacrolein, Propionaldehyd, p-Tolualdehyd und Valeraldehyd.

Gaschromatografie

Zusidtzlich wurden folgende Substanzen per Gaschromatografie bestimmt: Aceton, Ace-
tophenon, Cyclohexanon, Ethylbenzol, Pentan, Styrol und Toluol. Dabei wurde die Gas-
phase iiber erhitztem 3D-Druck-Filament mit einer SPME-Faser beprobt. Alle Standards
fiir die Kalibration wurden von Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Deutschland) bezogen.

Es wurden 0,1g gedruckter Kunststoff (ABS oder PLA) bzw. die Kalibrationssubstanz
in einem geschlossenen 20 mL-HEADSPACE-Glasflaschchen mit Gummideckel (Chroma-
col, England) fiir 10 min erhitzt. Anschliefend wurde eine 65 um PDMS/DVB (polydi-
methyl siloxane/ divinylbenzene) Faser (Supelco, Merck KGaA, Deutschland) durch das
Septum eingefithrt und fiir 1 min exponiert. Die Faser wurde unmittelbar anschlielend
in den GC-MS/MS injiziert, und die qualitative Analyse erfolgte via SIM (selected ion

monitoring).

2.5. Biomarker im Nasensekret

2.5.1. Sekretgewinnung

Das Nasensekret wurde, neben der Voruntersuchung, an jedem Expositionstag vor und
2-83h nach der Exposition gewonnen. Die Nasensekretgewinnung wurde mit Baumwoll-
streifen durchgefiihrt, wie bereits in Klimek & Rasp 1999[104] und Kramer et al. 2004[116]
beschrieben. Die Vorteile dieser Methode gegeniiber der Nasenlavage sind ein geringeres

Unwohlsein der Probanden sowie eine geringere Reizung der Nasenschleimhéute.

Die Probanden wurden aufgefordert, vor der Entnahme die Nase zu schnduzen. Zur Auf-

nahme des Nasensekretes wurde ein ca. 2 — 3 cm langes Baumwollrdllchen mit Hilfe eines
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Spekulums und einer Bajonettpinzette in die mittlere Nasenmuschel des Nasenloches
eingefiihrt. Diese Methode vermeidet die ungewollte Verdiinnung mit Tranenfliissigkeit.
Das Einfiihren war fiir den Probanden meist mit einem unangenehmen Gefiihl verbun-
den, wihrend der 15 miniitigen Verweildauer war die Watte jedoch nicht zu spiiren.
Bei der Entnahme der Watte wurde darauf geachtet, die Nagsenwand mit der Pinzette
nicht zu berlihren bzw. zu beschidigen. Das Watterdllchen mit dem Nasensekret wur-
de direkt nach der Entnahme in den Zylinder einer 2mL-Spritze gegeben, die in ein
15 mL-Reagenzrohrchen (Sarstedt) gestellt wurde. Bei der anschliefienden Zentrifugati-
on (Zentrifuge 5702 R, Eppendorfer AG, Deutschland) mit 3000 - g RZB (relative Zen-
trifugalbeschleunigung) bei 4°C fiir 10 min sammelte sich das Sekret am Boden des
Réhrchens, wobei die Watte vom Zylinder der Spritze zuriickgehalten wurde. Bei einer
Sekretgewinnung von deutlich unter 100 pL wurde erneut ein Watterdllchen in ein Nasen-
loch des Probanden eingelegt. Watte, die sichtbar blutig tingiert war, wurde verworfen.

Das erhaltene Sekret wurde aliquotiert und bis zur Analyse bei —20°C gelagert.

2.5.2. Zytokine

Die Analyse der vier Zytokine erfolgte per Immunnoassay (ELLA, ProteinSimple, USA).
Das System nutzt Mikrofluid-Kanéle und kann, bei gleichzeitiger Minimierung der Kreuz-

reaktivitit, mehrere Analyten auf einmal bestimmen.

Die Nasensekrete wurden mit einer Verdiinnung von 1:2 zur Analyse eingesetzt. Dabei
wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Pro Durchgang (Platte) konnten
bei 16 Proben gleichzeitig alle vier Analyten gemessen werden. Die Detektionsgrenzen fiir
die Analyten IL-18, IL-6, TNF-o und IFN-y lagen bei 0,06, 0,26, 0,28 bzw. 0,49 pg mL !

2.5.3. ECP

Das eosinophile kationische Protein (ECP) wurde in denjenigen Nasenseketproben be-
stimmt, die nach der Zytokinanalyse noch genug Material (50 pL) aufwiesen. Die Analyse
erfolgte via Fluoreszenz-Enzym-Immunoassay (ELISA fiir enzyme-linked immunosorbent
assay) mit Kit (ImmunoCAP® ECP) und Analysegerit (UNICAP®100) von Phadia
AB, Schweden (Thermo Fisher Scientific, USA). Es wurden 40 pL. Nasensekret mit einer

Verdiinnung von 1:5 (Verdiinnungsmittel im Kit enthalten) eingesetzt.
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2.6. Bestimmung von 8-iso-Prostaglandin Fj4 im Urin

Jeder Proband gab im Laufe der Untersuchungen sieben mal Urin ab: bei der Voruntersu-
chung, sowie jeweils am Expositionstag den Morgenurin, direkt nach der Exposition und
2-8 h nach der Exposition. Die Urine wurden aliquotiert und bei —20 °C bis zur Analyse

eingefroren.

Zur chromatografischen Bestimmung des 8 — iso — PG Fj,, Levels (CAS No.: 27415-26-5,
Cayman, USA) im Urin wurden die Methoden von Milne et al. 20007[117], Tsikas & Suchy
2016[118], Bessard et al. 2001[119] und Xiao et al. 2016[120] modifiziert. Um mégliche
Schwankungen in der Probevorbereitung zu erfassen wurde das deuterierte PGFs, — d4
(CAS No.: 3410-11-2, Cayman, USA) als interner Standard (IS) verwendet.

2.6.1. Probenaufbereitung

2mL Urin wurden mit 2mL phosphatgepufferter Salzlosung (PBS fiir phosphate buffe-
red saline), 50 uL 1S (1ngpuL~!) sowie 100 pL. Ethanol vermischt, mit 150 pL. 5 molarer
Ameisensiure angesduert und bei Raumtemperatur 30 min inkubiert. In der Zwischenzeit
wurden C8-Saulen zur Festphasenextraktion (SPE fiir solid phase eztraction) (Chromafix,
Macherey-Nagel, Germany) mit jeweils zwei Sdulenfiillungen (5mL) Methanol und 0,05
molarer Ameisensdure konditioniert, wobei darauf geachtet wurde, die Sdulen zwischen
den Schritten nicht trockenlaufen zu lassen. Nach der Inkubationszeit wurden die Pro-
ben auf die SPE-Siulen gegeben und anschliefend mit 2,5mIL Ameisensdure/Acetonitril
(im Verhéltnis 6:1 V/V), sowie 2,5mL HyO (destilliert) und 1mL n-Hexan gereinigt.
Die Elution erfolgte mit 2mL Ethylacetat. Das Eluat wurde bei 50 °C unter Stickstoff
eingedampft.

2.6.2. Derivatisierung mit BSTFA

Zur gaschromatografischen Analyse nicht fliichtiger Proben werden polare Gruppen wie
—OH in leichter fliichtige, unpolare Derivate iiberfiithrt. Dies geschieht beim 8 — iso —
PGF,, durch Silylierung. Die Derivatisierung erfolgte mit 75 pLb N,O-Bis(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamid (BSTFA) mit 1% Trimethylchlorosilan (TMCS) (99:1) (SiLyn 991,
Chromatographie Service GmbH, Deutschland) fiir 1h bei 60°C. 1pL des gewonnenen
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Abbildung 2.9.: Silylierung von 8 — iso — PG Fy, zum TMS-Derivat. Vier Wasserstoffa-
tome wurden durch Si(C'Hs)s ersetzt. Wird dieses Bruchstiick (mit dem
anhéngenden O) abgespalten, muss fiir die Masse folglich TMSOH (=
90 m/z) abgezogen werden.

Trimethylsilyl (TMS)-Esters wurde in einen Gaschromatografen mit Tandemmassenspek-
trometrie (GC/MS-MS) mit Elektronenionisation (EI) (GC/MS TRIPLEQUAT 7000, Agi-
lent Technologies, USA) injiziert. Abbildung [2.9] zeigt das 8 — iso — PG Fs, Molekiil an

dem vier Wasserstoffatome durch das TMS ersetzt wurden.
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Abbildung 2.10.: Massenspektrum eines derivatisierten 8 — iso — PG Fy,. Das gesamte
Molekiil (Molekiilionpeak) mit Gesamtmasse M+ entspricht 642 m/z
(Masse-zu-Ladung); die Peaks der weiteren Bruchstiicke sind markiert.
Zur Erkldarung der Bruchstiicke, siche Abbildung

2.6.3. Gaschromatographische Analyse

Das derivatisierte Molekiil passierte die Trennsdule des Gaschromatografen, wurde in

den Quadrupolen des Massenspekrometers zuerst ionisiert, danach selektiv fragmentiert,
und anschliefend erfolgte die Detektierung dieser Bruchstiicke. Grafik zeigt das
Massenspektrum des derivatisierten 8 —iso — PG Fy, . Die Entstehung der verschiedenen
Masse-zu-Ladung-Peaks (m/z) der Bruchstiicke wird in Abbildung erklart.

Die chromatografische Auftrennung wurde mit einer 2215 m VF-5ms-Trennséule (Agilent

Technologies, USA) erreicht. Das Temperaturprogramm fiir den Ofen war wie folgt: 70 °C
fiir 2min, Aufheizen in 25°Cmin~" Schritten bis 280 °C, dann mit 5°C min~' aufheizen
bis zur Endtemperatur von 290 °C. Um das System vor Verunreinigungen zu schiitzen,

wurde ein sogenannter ,back flush® fiir 2,5 min angelegt. Dabei wird der Trigergasfluss

nach einiger Zeit umgekehrt und Molekiile, die ldnger in der Sdule verbleiben, zuriickge-

spiilt.
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Abbildung 2.11.: Fragmentierung des TMS-Derivats von 8 — iso — PG Fs,. Im Schema
ist dargestellt, wie das Massenspektrum von Abbildung zustande
kommt, d.h. die systematische Entstehung der Bruchstiicke und die
zugehorigen Massenpeaks.

Die Quantifizierung von 8 — iso — PGFy, liber den internen Standard (IS) PGFg,-d4
erfolgte im MRM-Modus (multi reaction monitoring) mit den Ubergéingen m/z 481 —
m/z 391 fiir den Analyten 8 —iso — PGFy, und m/z 485 — m/z 395 fiir den IS. Alle
Werte wurden an einer externen Kalibrationskurve abgelesen. Als Qualifier dienten die
Ubergéinge m/z 481 — m/z 169 fiir 8 — iso — PGFy, und m/z 395 — m/z 173 fiir
PGFy, — d4.
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2.6.4. Methodenentwicklung und Validierung

Um die Methode zu optimieren, wurden verschiedene Komponenten getestet, unter an-
derem der Vergleich von C18- und SAX/HLB-Festphasensaulen und Ausschiitteln mit
Dichlor anstatt SPE-Sdulen, welche jedoch keine Verbesserung darstellten. Eine Matrix-
kalibrierung mit Poolurin war nicht méglich, da 8 —iso— PG Fy,, (und PG F,) in geringen
Mengen in jedem Urin vorhanden sind und sich somit kein absoluter Nullpunkt der Ka-

librationsgeraden berechnen lisst.

Aus diesem Grund wurde eine externe Kalibrationsgerade mit zudotierten PBS-Proben
erstellt, die die gleiche Probenvorbereitung durchliefen wie die Urinproben. Um die Sen-
sitivitdt zu erhohen, erfolgte fiir jede Probe eine Zweifachbestimmung mit dem puren
Urin und zusitzlich einer Zudotierung von 500ngL~! 8 — iso — PG Fy, Standard. Die
untere Nachweisgrenze LLOD (lower limit of detection) betrug 100ng L~! bei einer Un-
sicherheit von 10 %. Zudem wurde eine ausreichende Auftrennung von 8 —iso — PG Fj,
und PG F5,(CAS No.: 551-11-1, Merck KGaA, Deutschland) gepriift.
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2.7. Lungenfunktion und Biomarker in der Ausatemluft

2.7.1. Spirometrie

Die Durchfiihrung der Lungenfunktionsmessung mittels Spirometrie erfolgte geméf eta-
blierten Leitlinien [I121] mit einem System zur pulmonalen Funktionsdiagnostik (MASTER-
SCREEN-PFT| Viasys Healthcare GmbH, Deutschland). Die erhaltenen Werte wurden
mit einer Software der EUROPEAN RESPIRATORY SOCIETY (ERS)[122] mit den Normal-
bzw. Sollwerten jedes Probanden verglichen. Die wihrend des forcierten Atemmandvers
gemessenen Parameter waren die Einsekundenkapazitat (FEV fiir forced expiratory vo-
lume in 1 second), die das ausgeatmete Volumen in der ersten Sekunde eines forcierten
Ausatmens erfasst, sowie die forcierte Vitalkapazitit (FVC fiir forced vital capacity), d.h.
das Atemvolumen, das nach maximaler Inhalation vollstdndig ausgeatmet werden kann.
Verminderte FEV;- und FVC-Werte konnen ein Hinweis auf eine Atemwegserkrankung

darstellen.

Der sogenannte Tiffeneau-Inder wird aus dem Quotienten von FEV; zu FVC berech-
net und dient als Unterscheidungsmerkmal obstruktiver (z.B. Asthma) und restriktiver
(z.B. Fibrose) Lungenerkrankungen, siche Abbildung Obstruktive Atemstérungen
(eingeengte Atemwege) kennzeichnen sich durch einen erniedrigten FEV{-Wert, wobei
der FVC-Wert im normalen Bereich liegen kann.[29] Beispiele einer obstruktiven Er-
krankung sind COPD (chronic obstructive pulmonary disease) und Asthma bronchiale.
Ein normaler FEV-Wert und ein erniedrigtes FVC-Volumen wiederum sind Zeichen ei-
ner restriktiven Atemstoérung, bei der die Lungendehnbarkeit vermindert oder Teile der
Lunge funktionsuntiichtig sind, wie z.B. bei einer Wirbelsdulenkriimmung oder einer
Lungenfibrose.[123]
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Abbildung 2.12.: Prinzipschema der klinischen Bedeutung von FEV; und FVC. Nach
Silbernagl & Despopoulos 1983.[29]

2.7.2. Exhaliertes Kohlenstoffmonoxid (CO)

Die Messung von Kohlenstoffmonoxid in der Ausatmenluft (eCO) erfolgte mit einem CO-
Messgerit (BreathCO, Vitalograph Ltd, England) nach der Anleitung des Herstellers.
Ohne Nasenklammer atmeten die Probanden rasch durch den Mund ein und hielten fiir
10 Sekunden die Luft an. Danach folgte die vollstandige Expiration in das Mundstiick

des Messgerites.

2.7.3. Fraktioniertes exhaliertes Stickstoffmonoxid (FeNO)

Die Stickstoffkonzentration in der Ausatemluft wurde bei einer Ausatemrate von 50 mLs™!
gemils den Leitlinien der AMERICAN THORACIC SOCIETY und der EUROPEAN RESPI-
RATORY SOCIETY [124] gemessen. Eine eigens programmierte Auslesesoftware fiir das
Stickstoffmonoxidmessgeriat (NOA 280, Sievers Instruments Inc., USA) erméglichte eine
sofortige grafische Darstellung der NO- und der Druckwerte der Ausatemluft. Die FeNO-
Messungen erfolgten immer vor der Spirometrie, um mogliche Effekte eines forcierten

Atemmanovers auf die NO-Werte zu vermeiden.
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2.8. Fragebogen

2.8.1. Fragebogen zur chemischen und allgemeinen Umweltsensitivitdt (CAUS)

Zur Einschétzung der Sensitivitdt der Probandengruppe wurde bei der Voruntersuchung
einmalig ein Teil des CAUS-Fragebogens [112), 125] erhoben. Dafiir wurden acht Fragen
ausgewdhlt, die sich auf die individuelle chemische Geruchssensitivitdt beziehen. Alle
Fragen waren mit einer Skala von 1 (,gar nicht zutreffend®) bis 5 (,sehr zutreffend®)

versehen und kénnen in Anhang nachgeschlagen werden.

2.8.2. Symptomfragebogen

Der Symptomfragebogen wurde den Probanden nach jeder Exposition vorgelegt, wobei
sie sich noch im Expositionsraum befanden und keine Interaktion mit dem Studiendurch-
fithrenden bestand. Englischsprachigen Probanden wurde eine englische Version des Fra-
gebogens vorgelegt. Als Antwortmoglichkeit aller Fragen diente eine 10 cm lange visuelle
Analogskala (VAS), die von ,jiberhaupt nicht* bzw.  sehr schlecht* nach ,sehr stark® bzw.
ysehr gut” reichte. Der detaillierte Fragebogen befindet sich im Anhang Neben Fra-
gen zu moglichen Symptomen zu Nasen, Augen, Kreislauf usw. wurden vier Fragen zur

allgemeinen Befindlichkeit wihrend der Exposition gestellt:

Wie war Thr Wohlbefinden in der Kammer?

Wie stark haben Sie den Geruch in der Kammer wahrgenommen?

Wie sehr haben Sie sich durch den Geruch in der Kammer beldstigt gefiihlt?

Wie sehr haben Sie sich durch die Druckaktivitdt in der Kammer insgesamt beein-
trachtigt gefiihlt?
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2.9. Statistische Auswertung

Die Daten wurden entsprechend ihrer Verteilung als Mittelwerte mit zugehoriger Stan-
dardabweichung (SD fiir standard deviation), geometrische Mittelwerte mit zugehori-
ger geometrischer Standardabweichung, sowie Mediane mit zugehorigen Quartilen dar-
gestellt. Als Mafs fiir logarithmisch normalverteilte Daten wurde die geometrische Stan-
dardabweichung verwendet, beispielsweise fiir die 8 —iso— PG F»,-Konzentration im Urin.
Sie entspricht der exponierten Standardabweichung der logarithmierten Ursprungswerte
und ist somit der Faktor, um den der entsprechende geometrische Mittelwert variiert. Sie

13

wird im Folgenden durch ,,+“ symbolisiert.

Die Lungenfunktionswerte sowie die logarithmisch transformierten FeNO-Daten waren
annihernd normalverteilt. Um potentielle Anderungen sowie Unterschiede im zeitlichen
Verlauf nach der Exposition (Interaktionen) zu detektieren, wurden der t-Test fiir ver-
bundene Stichproben und eine Varianzanalyse (ANOVA) fiir Messwiederholungen durch-
gefiihrt.

Als Korrelationsmaf fiir den linearen Zusammenhang zweier Variablen, wurde der Kor-
relationskoeffizient nach Pearson R sowie das entsprechende Bestimmtheitsmals der Re-

gression R? angegeben.

Die Werte der Parameter im Nasensekret und im Urin fiir die Zeitpunkte vor und nach
der Exposition wurden mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir gepaarte Stichpro-
ben verglichen, da diese nicht normalverteilt vorlagen. Dieser Test wurde auch fiir die
Daten des Symptomfragebogens verwendet. Um beide Expositionen miteinander und
aufferdem die Zytokinantworten untereinander zu vergleichen, wurde eine ANOVA fiir
Messwiederholungen eingesetzt. Fiir diese Varianzanalyse wurden logarithmisch trans-

formierte Zytokinwerte verwendet, die dadurch anndhernd normalverteilt waren.

Um die Korrelation der Zytokinantworten genauer zu verstehen, wurde eine orientieren-
de Faktorenanalyse (Hauptkomponentenanalyse) angewendet, obwohl nur Daten von 26

Probanden zur Verfiigung standen.

Eine statistische Signifikanz wurde fiir p-Werte (Fehler erster Art, a-Fehler) von <0,05
angenommen. P-Werte wurden, soweit moglich, explizit angegeben, und es wurde keine
Korrektur fiir wiederholte Tests angewendet. Alle Analysen erfolgten mit der Statistik-
software SPSS StATISTICS (Version 24.0.0.1, IBM, USA).

47






3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Partikelexposition

Der zeitliche Verlauf der Emissionen aller einstiindigen Expositionen ist in Abbildung
in pm?cm=3 (LDSA) aufgetragen. Alle Expositionen hatten einen Partikelanstieg
unmittelbar nach Start des Druckes gemeinsam, den sogenannten initial peak. Bei den
zwel Expositionen, die in der Mitte des Druckvorganges eine besondere Konzentrations-
erhdhung aufzeigten, 16ste sich wihrend des Vorganges das Objekt von der Druckplatte
ab und der Drucker druckte ,jins Leere”. Hierbei musste der Druck neu gestartet werden,

wobei die Gesamtexpositionszeit der Probanden jedoch eingehalten wurde.

Die Mittelwerte der Partikelemissionen sind Grafik zu entnehmen. Schliefst man die
beiden Expositionen mit den Druckfehlern (in der Grafik mit * markiert) von der Aus-
wertung aus, betriigt der Median ({25.; 75. Perzentile}; min; max) der LDSA [pm? cm 3]
Werte fiir die Drucke mit ABS 81,0 ({47,1; 113}; 25,7; 358) ym?cm =3 und fiir PLA-
Drucke 7,2 ({4,8; 10}; 2,9; 17) pm? cm 3.

Die zwei Probanden, wihrend deren Exposition ein Druckfehler auftrat und die folglich
einer erhdhten Partikelbelastung ausgesetzt waren, zeigten keine erhthten Werte relativ

zu den anderen Probanden, weder bei den Messparametern noch bei den Fragebogen.

Grafik zeigt die Luftqualitdtsparameter Temperatur, Kohlenstoffdioxid (CO2) und
Luftfeuchte beispielhaft fiir eine Exposition mit ABS-Emissionen wahrend einer Stunde.
Da die Messkammer abgeschlossen war, stieg die Temperatur an, blieb aber immer unter
28 °C. Allerdings wurden die Probanden darauf hingewiesen, auf mehrschichtige Kleidung
zu achten, um etwaige Temperaturerh6hungen ausgleichen zu konnen. Kein Proband
klagte iiber zu hohe Temperaturen. Ebenso stieg der CO2-Wert wihrend der Exposition
in der geschlossenen Kammer an. Allerdings lag der Maximalwert mit ca. 1000 ppm (parts
per million entspricht 0,1 Volumenprozent oder mLm™>) immer noch im akzeptablen
Bereich von 1000 — 1400 ppm, was einer ,moderaten Innenraumluftqualitit laut der
Norm DIN EN 13779 von 2007 entspricht.[126]
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Abbildung 3.1.: Zeitlicher Verlauf der lungengingigen Partikeloberfliche (LDSA in
pm? em ™3 ) wihrend der einstiindigen Expositionen. Jede Farbe stellt
einen Probanden dar. Oben: Drucke mit ABS. Unten: Drucke mit PLA.
Bei gleicher Auflosung der Skalen wird deutlich, wie sehr sich beide Mate-
rialien in ihrer UFP-Emission unterscheiden. Der Initial Peak (anfanglich
erhohte Konzentration) war bei jedem Druck zu beobachten. Die zwei
sehr unterschiedlichen Emissionsmuster beim ABS-Druck waren auf die
im Text beschriebenen Fehler beim Drucken zuriickzufithren. Aus Giim-
perlein et al. 2018[86]; nachtréglich koloriert.
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Abbildung 3.2.: Mittelwerte der LDSA fiir alle Expositionen. Oben: Druck mit ABS.
Unten: Druck mit PLA. * Exposition bei der ein Druckfehler auftrat.
Diese wurden aus der Berechnung der Mittelwerte ausgeschlossen. Aus
Giimperlein et al. 2018.[86]
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Figure 3.3.: Verlauf von Temperatur, COy und relativer Feuchte (RH) wihrend eines
Druckes mit ABS mit Proband im Messraum.
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Berechnung der Oberflichendosis wihrend eines einstiindigen Druckes mit ABS

Schmid & Cassee 2017[127] merkten in ihrem Artikel an: ,Exposure is a poor surrogate
for delivered dose®, also Exposition sei ein schlechter Ersatz fiir die abgegebene Dosis,
in diesem Fall in der Lunge. Hier zeigte sich der Vorteil, Partikelemissionen auch in der
Metrik LDSA in pm? cm™2 zu messen, da hier bereits die lungengdngige Partikeloberfli-
che angegeben ist. Die Autoren gehen in dem Artikel auf die Vergleichbarkeit von Zell-
bzw. Tierstudien ein und definieren eine normalized delivered dose, bei der die Parti-
kelmasse (oder Oberfliche) auf die Masse der Tierlunge bzw. die Oberflache der Zellen

(Lungenepithelzellen) bei Zellversuchen angerechnet wird.

Trotz der Tatsache, dass nach umgehender Literaturrecherche keine humanen Expositi-
onsdaten in dhnlicher Metrik zum Vergleich vorlagen, folgt eine kurze Abschitzung einer
equal surface area dosage wihrend der Exposition beim Druck mit ABS, d.h. der Anteil

der Partikeloberfliche pro Fliche des humanen alveolaren Epitheliums:

Wie bereits in Kapitel beschrieben, atmet ein Mensch (25 Jahre alt) in der Stun-
de ca. 420300 cm?® Luft ein. Bei einer Partikelexposition wie beim 3D-Druck mit ABS
wird er mit einer mittleren Partikeloberfliche von 81 pm? cm™3 exponiert, atmet also ca.
34044 300 pm? Partikeloberfliche pro Stunde ein. Die Oberfliche der Alveolen betrigt ca.
100m?[28], d.h. es treffen 0,3 cm? Partikeloberfliiche auf 100-10* cm? Alveolenoberfliiche.
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3.2. Biomarker im Nasensekret

3.2.1. Zytokine

Insgesamt standen sechs von 130 Nasensekretproben mangels ausreichendem Probenvolu-
men fiir die Analyse nicht zur Verfiigung. Fiir die Analyten IL-1f3, IL-6 und TNF-o lagen
alle gemessenen Werte innerhalb der entsprechenden Kalibrationsbereiche, wiahrend fiir
IFN-y die meisten Signale unterhalb des Kalibrationswertes mit der kleinsten Konzen-
tration lagen. Trotzdem wurden fiir diese Proben die Konzentrationen berechnet und fiir
die Analyse verwendet. Die Zytokinwerte unterlagen keiner Normalverteilung, weshalb
diese in Tabelle als Mediane (und 1. (unteres) bzw. 3. (oberes) Quartile) angegeben

wurden, um einen besseren Uberblick iiber die Verteilung bieten zu kénnen.
Anderungen nach der Exposition

Paarweise Vergleiche mit dem nicht-parametrischen Wilcoxon-Test zeigten fiir IFN-v kei-
ne signifikanten Anderungen nach einer der beiden Expositionen (p=0,310 und p=0,162
bei ABS bzw. PLA). Im Gegensatz dazu konnten signifikante Anderungen der Konzen-
trationen von IL-1(3, II-6, und TNF-a nach der Exposition mit ABS, sowie von IL-6 nach
PLA-Exposition aufgezeigt werden (siehe Tabelle .

Unterschiede zwischen den Expositionen/Materialien

Es wurde gepriift, ob diese Anderungen bei allen Analyten parallel auftreten und sich
zwischen den Expositionen mit verschiedenen Materialien unterscheiden. Da die logarith-
misch transformierten Werte ndherungsweise einer Normalverteilung unterlagen, wurden

diese zur weiteren Analyse verwendet (Verteilung beispielhaft fiir IL-6, siche Abbildung
5).

Hierzu erfolgte eine Varianzanalyse (repeated-measures ANOVA) basierend auf dem all-
gemeinen linearen Modell (SPSS), bei der die Auswirkung der zwei Innersubjektfaktoren
Zeitpunkt (vor, nach) und Ezposition (ABS, PLA), sowie deren Interaktion Ezpo-Zeit
untersucht wurde[128], siehe Tabelle und deren grafische Darstellung in Abbildung
0.0l
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Median ABS PLA

(unteres; oberes Quartil) vor 2-3h nach vor 2-3h nach

IFN-v [pgmL~1] 0,63 0,75 0,71 0,72
(0,44; 1,1)  (0,47; 1,3) | (0,53; 0,86) (0,47; 1,2)

IL-1B [pgmL™] 15,8 24,1 20,8 32,5
(7,92; 46,7) (17,5;99,1) | (9,70; 49,4)  (19,0; 6,0)

IL-6 [pg mL™!] 38,9 68 27,7 89,6
(12,5; 74,0)  (39,3; 150) | (17,9;74,3) (46,6; 127)

TNF-o [pgmL™!| 6,8 7.8 7 9,6

(5,8; 8,8) (6,5; 13) (5,9; 12) (7,5; 12)

Tabelle 3.1.: Die Zytokinkonzentrationen im Nasensekret sind als Mediane (unteres; obe-
res Quartil) fiir die Messzeitpunkte vor und 2-8h nach der jeweiligen Ex-
position angegeben.

Signifikanz nach minus vor
ABS PLA

IFN-y | 0,310 0,162

IL-13 | 0,049% 0,269
IL-6 | 0,000%*  0,000%*

TNF-o | 0,012  0,055°

Analyt

Tabelle 3.2.: Signifikanzwerte (p-Werte) des paarweisen, zweiseitigen Wilcoxon-Test zwi-
schen Werte vor bzw. nach der Exposition fiir die vier Zytokine im Nagense-
kret. **stark signifikant (<0,01) *signifikant (<0,05) °grenzwertig signifikant
(<0,1).

IL-6 nach ABS

104 81 ]
5 RN
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(I 177

L) T T T T T
100,00 200,00 300,00 400,00 125 150 175 200 225 250

Haufigkeit
Haufigkeit

=

pg mL"! log,, (IL-6/[pg mL'])

Abbildung 3.4.: Histogramm der Zytokinkonzentration von IL-6 nach der Exposition mit
ABS als Druckmaterial inklusive Normalverteilungskurven. Rechts: lo-
garithmierte Werte.
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Faktoren | IFN-y  IL-1§3 IL-6 TNF-a

Exposition | 0,353 0456 0,170 0,123
Zeitpunkte | 0,160 0,005%* 0,000%*  0,006%*
Expo-Zeit | 0,784 0,588 0,942 0,299

Tabelle 3.3.: Signifikanzwerte des Tests der Innersubjekteffekte der Faktoren Zeitpunkte
(vor, nach), Ezrposition (ABS, PLA) und deren Produkt Fzpo-Zeit als In-
teraktion der beiden Faktoren. Es wurden die logarithmierten Zytokinwerte
zur Berechnung benutzt. **stark signifikant (<0,01)
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g S 144 /
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= / =l /
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) / & y
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] I } I
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Abbildung 3.5.: Profildiagramme (Interaktionsdiagramme) zur visuellen Darstellung der
Relationen der Innersubjektfaktoren. X-Achse: Zeitpunkte vor und nach
der Exposition. Blau: ABS; Griin: PLA.
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Fiir IFN-y waren keine signifikanten Anderungen feststellbar. Die Konzentrationen von
IL-1( stiegen mit der Zeit signifikant (p=0,005, Tabelle an, es zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied /Interaktion zwischen den Expositionen/Materialien (p=0,588).
Dieses Muster zeigte sich ebenso fiir IL-6 (p<0.001 bzw. p=0,942) und TNF-a (p=0,006
bzw. p=0,299).

Diese Ergebnisse kennzeichnen einen signifikanten Anstieg der Werte nach den Exposi-

tionen, es gab jedoch keinen Unterschied zwischen den Materialien ABS und PLA.

Um zu klédren, ob die Steigung des Anstiegs fiir diese Zytokine gleich war, wurde wieder
eine Varianzanalyse mit Messwiederholung (repeated-measures ANOVA) durchgefiihrt.
Dieses Mal wurden die Differenzen (nach minus vor) der logarithmisch transformierten
Zytokinwerte der zwei Expositionen miteinander verglichen, um zwischen aktiver Frei-
setzung bestimmter Zytokine und gleichméfiger Sekretion aller Zytokine aufgrund der
Probenahme unterscheiden zu kénnen. Das Ergebnis ist in Abbildung dargestellt.

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Expositionen (p=0,541)
gefunden werden, jedoch zeigte sich ein stark signifikanter Unterschied (p<0,001) zwi-
schen den Zytokinen. Der Anstieg von IL-6 war signifikant stéirker als bei allen anderen
Zytokinen (jeweils p<0,001), um mindestens einen Faktor von 1,6 (siche Abbildung|3.6).
Diese differentielle Antwort deutet auf eine besonders starke Reaktion von IL-6 auf die

wiederholte Probenahme hin.
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Abbildung 3.6.: Mittelwerte der logarithmierten Differenzen (nach minus vor Exposition)
der vier Zytokine mit entsprechendem Standardfehler (£SEM) als Prézi-
sionsangabe. Die Grofe der logarithmischen Anderung, die dem Faktor 2
entspricht, ist angegeben. Die Abbildung ist Teil einer Grafik von Giim-
perlein et al. 2018.[86]
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Korrelation zwischen den Zytokinen

Um die Zytokinantwort genauer aufzukliren, erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Pear-
son, deren Werte Tabelle zu entnehmen sind. Bei beiden Expositionen waren die Re-
aktionen von IFN-y und TNF-a miteinander korreliert (jeweils p<0,01). Ahnlich dazu
waren die Antworten von IL-18 und IL-6 korreliert (jeweils p<<0,001). Die grafische Dar-
stellung der Korrelationen ist in Abbildung fiir IFN-y und TNF-a und in Abbildung
fiir IL-13 und IL-6 zu sehen.

Diese Korrelationscharakteristik wurde in einer versuchsweise durchgefiihrten Faktoren-
analyse bestétigt, obwohl nur die Daten von 26 Probanden zur Verfiigung standen und die
Analyse somit als nur hinweisend gelten kann. Es wurden zwei Faktoren mit Eigenwerten

> 1 gefunden, die die Varianz aufkliren.

Die Analyse ergab, dass die Werte von IL-1B und IL-6 innerhalb jeder Exposition mit-
einander korrelierten, wohingegen IFN-y und TNF-o nicht nur innerhalb, sondern auch
zwischen den Expositionen miteinander korreliert waren. Dies kann auf einen Unterschied
der Zytokinantworten zwischen den Expositionen bzw. den Materialien ABS und PLA
hindeuten, trotz der Tatsache, dass die mittlere Antwort dhnlich und parallel ablief. Eine
statistisch aussagekréftigere Analyse wire Gegenstand einer Folgestudie, die eine grofere

Probandenzahl oder mehrere Wiederholungen der Exposition umfassen sollte.
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Abbildung 3.7.: Korrelationsgrafik der logarithmierten Differenzen (nach minus vor) der
Zytokinwerte fiir IFN-y und TNF-a. Die Korrelation wurde jeweils durch
einen Ausreiffer stark beeinflusst. Oben: bei ABS-Exposition. Unten: bei
PLA-Exposition.
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Abbildung 3.8.: Korrelationsgrafik der logarithmierten Differenzen (nach minus vor) der
Zytokinwerte fiir IL-13 und IL-6. Oben: bei ABS-Exposition. Unten: bei
PLA-Exposition.
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Median ABS PLA
(unteres; oberes Quartil) vorher 2-3h nach p vorher 2-3h nach p
ECP [ugL™} 19,7 25,4 0,015* 18,4 38,7 0,006**
(1,00; 47,7)  (14,8; 134) (1,00; 40,1)  (14,8; 105)

Tabelle 3.5.: Die Konzentrationen von ECP im Nasensekret als Mediane (unteres ; oberes
Perzentil) fiir die Messzeitpunkte vor und 2-3h nach der jeweiligen Expo-
sition. Der p-Wert (Wilcoxon Test) bezieht sich auf den Unterschied vor zu
nach der Exposition. ** p<0,01 *p<0,05 . N=17.

3.2.2. Eosinophiles kationisches Protein (ECP)

Die Konzentrationen von ECP im Nasensekret sind Tabelle [3.5] zu entnehmen. Es stan-

den Proben von 17 Probanden fiir die Bestimmung von ECP vor und 2-8h nach der

jeweiligen Exposition zur Verfligung. Weder die Konzentrationen wvor noch 2-3h nach

der Exposition unterschieden sich signifikant voneinander. Jedoch war ein leichter, si-

gnifikanter Anstieg (jeweils p<0,05) nach beiden Expositionen sichtbar, welcher jedoch

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Expositionen aufwies. Zusétzlich wurde ei-
ne Korrelationsanalyse mit FeNO durchgefiihrt, die in Abschnitt beschrieben wird.
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3.3. Lungenfunktion und Biomarker in der Ausatemluft

3.3.1. Exhaliertes Kohlenstoffmonoxid (CO)

Die CO-Konzentration in der Ausatemluft wurde vor jeder Exposition einmal gemessen,
um den Nichtraucherstatus der Probanden zu bestétigen sowie vorausgegangene Fxpo-
sitionen gegeniiber Rauch oder Abgasen auszuschliefien. Die Werte der Voruntersuchung
sowie jeweils vor den Expositionen konnen in Tabelle im Anhang nachgeschlagen

werden.

Als Grenze zwischen unbelasteten Personen (Nichtraucher) und vorangehender Belastung
wurde ein Wert von 5 ppm CO festgelegt, welcher nur ein einziges Mal um 1 ppm iiber-
schritten wurde. Die CO-Werte an den Messtagen fiir ABS und PLA unterschieden sich
nicht signifikant (p=0,985, t-Test), eine zusétzliche Exposition der Probanden wihrend

der Messtage kann somit ausgeschlossen werden.

3.3.2. Spirometrie

Die Einzeldaten der Spirometriemessungen kénnen im Anhang in Tabelle nach-
gelesen werden. Die Messung im Zuge der Voruntersuchung diente dazu, Probanden mit
Lungenfunktionswerten unterhalb des individuellen Normwertes auszuschliefsen. Abbil-
dung zeigt die Abweichung der Parameter in % vom jeweiligen Sollwert. Um die Ver-
gleichbarkeit der Spirometriemessungen zu bestitigen, wurde eine Korrelation der Werte
vor jeder Exposition bzw. am Voruntersuchungstag berechnet, welche stets auf dem glei-
chen Niveau lagen, siehe dazu Tabelle 3.6l Weder FEV; noch FVC zeigten statistisch
signifikante Verdnderungen beim Vergleich der Werte vor und direkt nach Exposition.
Die Mittelwerte der Spirometriemesswerte sind in Tabelle [3.7] eingetragen. Die grafischen
Darstellung (Abbildung zeigt den parallelen Verlauf der Parameter.
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Abbildung 3.9.: Lungenfunktionsparameter FEV; und FVC bei der Voruntersuchung als
prozentuale Abweichung vom jeweiligen Sollwert. Die Werte eines Pro-
banden (3D-13) waren leicht erniedrigt. Dieser zeigte jedoch weder bei
den weiteren Spirometriemessungen Verdnderungen, noch beeinflusste
ein Ausschluss dieser Werte die Ergebnisse der statistischen Auswertung.

‘ N ‘ Korrelation | Signifikanz

Voruntersuchung & vor ABS | 26 0,977 <0,001%*
FEV, Voruntersuchung & vor PLA | 26 0,978 <0,001%**
vor ABS & vor PLA 26 0,988 <0,001%*
Voruntersuchung & vor ABS | 26 0,901 <0,001%*
FVC  Voruntersuchung & vor PLA | 26 0,876 <0,001**
vor ABS & vor PLA 26 0,985 <0,001%*

Tabelle 3.6.: Korrelation der FEV; bzw. FVC Werte vor den Expositionen bzw. an der
Voruntersuchung (Korrelation bei gepaarten Stichproben; 26 Probanden).
*¥* p <0,001; stark signifikant.
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Mittelwerte ABS PLA
(£ SD) vor direkt nach vor direkt nach
FEV; [L] 42 42 42 42
(£0,82) (£081) | (£083) (&0,81)
FVC [L] 5,2 5,1 5.2 5,1
(£1,0)  (£1,0) | (£1,00 (1,0

Tabelle 3.7.: Mittelwerte (£ Standardabweichung) von FEV;(Einsekundenkapazitit)
und FVC (forcierte Vitalkapazitit) beider Expositionen an zwei Zeitpunk-

ten.
FEV1

70 70

65 65

60 460

55 55

AB S 50 50

45 - 145

40 140

35 35
30 30 .
= 25 T T T T 25 %
E FEV1 vor ABS FEV1 nach ABS FVC vor ABS FVC nach ABS g
=] °
E 70 p— 77771 470 >

65 — Je6s

60 460

55 55

PL A 50 50

45 45

40 140

35 35

30 =sSs— 30

25 T T T T 25

FEV1 vor PLA FEV1 nach PLA FVC vor PLA FVC nach PLA

Abbildung 3.10.: Verlauf der Parameter FEV;und FVC (Spalten) jeweils vor und direkt
nach beiden Expositionen (Zeilen). Jede Farbe stellt einen Probanden
dar. Es konnten keine signifikanten Anderungen beobachtet werden.
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3.3.3. Exhaliertes Stickstoffmonoxid (FeNO )

FeNO-Werte in ppb (parts per billion = 10~ Volumenprozent) sind in Tabelle aufge-
fithrt. Nur ein Proband zeigte an beiden Expositionstagen FeNO-Werte {iber dem Wert
von 50 ppb, obwohl dieser bei der Voruntersuchung im normalen Bereich lag. Ein Un-
terschied zwischen Voruntersuchung und Expositionstagen ist verstdndlich, da der erste
Termin einige Monate vor den Expositionstagen lag. Dennoch ist fiir die Auswertung
mehr von Interesse, dass die Vergleichbarkeit der Werte vor Exposition an beiden Expo-
sitionstagen gewéhrleistet ist, was hier der Fall war. Da sich das Ergebnis der statistischen
Auswertung in Hinsicht auf das Auftreten statistischer Signifikanzen bei Ausschluss dieses

Probanden nicht &nderte, wurden diese Werte in der Auswertung beibehalten.

Der paarweise Vergleich der FeNO-Werte mit dem nicht-parametrischen Wilcoxon-Test
ist in Tabelle [3.9) aufgefithrt. Die Werte jeweils vor den Expositionen (Grundlinie) unter-
schieden sich nicht signifikant (p=0,521, t-Test) voneinander. Die geometrischen Mittel
(= geometrische SD) lagen bei 18,1 (+ 1,7) ppb vor den Expositionen mit ABS und bei
18,0 (= 1,7) ppb vor PLA. Die Auswertung erfolgte ebenso mit logarithmierten Werten,
da die FeNO-Daten nicht normalverteilt vorlagen (Shapiro-Wilk-Test). Die Differenzen
der Werte zwei Stunden nach der Exposition und den vorher gemessenen Werten unter-
schieden sich signifikant (p=0,026) zwischen den Materialien. Nach Logarithmierung der

Werte war dieser Unterschied noch grenzwertig signifikant vorhanden (p=0,058).

Der zeitliche Verlauf wurde mit einer Varianzanalyse mit Messwiederholung (repeated-
measures ANOVA) untersucht, wobei die drei Zeitpunkte und die beiden Materialien als
Kategorien gesetzt wurden (siche Abbildung [3.11)).

Trotz der nicht signifikanten Unterschiede zwischen den Expositionen (siehe Tabelle,
lag sowohl bei den Zeitpunkten (p=0,057), als auch beim unterschiedlichen Zeitverlauf
der zwei Expositionen (Ezpo*Zeit) (p=0,084) ein grenzwertig signifikanter Unterschied
nach dem allgemeinen linearen Modell vor. Wurde beim Test der Innersubjektkontraste
(Tabelle ein quadratisches Modell gewihlt, konnte der allgemeine zeitliche Verlauf
durch ein paraboles Muster (p=0,016) beschrieben werden. Ein zusétzlicher linearer Term
(p=0,028) war fiir die Unterschiede im Zeitverlauf zwischen den Materialien verantwort-
lich.

66



# Proband Vorunters. ABS PLA
vor direkt nach 2-3h nach vor direkt nach  2-3h nach

01 10,81 8,57 8,54 8,47 9,21 10,14 10,90

02 20,05 13,71 14,99 12,63 15,87 15,67 16,77

03 28,78 45,45 40,64 37,54 37,89 35,14 28,64

04 10,13 10,13 12,79 9,52 9,15 10,54 7,77

05 40,20 26,42 28,78 27,73 21,32 25,63 23,38

06 10,87 13,21 11,80 17,73 15,96 14,77 13,03

07 24,98 21,61 25,25 21,94 21,58 23,77 22,74

08 26,77 26,35 28,88 28,79 21,62 21,34 18,68

09 12,93 11,27 9,91 9,36 12,17 12,89 11,06

10 26,47 26,10 27,64 24,79 23,48 22,24 23,44

11 18,67 14,82 12,76 13,90 16,55 13,86 12,73

12 26,01 18,70 21,24 19,83 21,32 25,10 18,12

13 19,80 11,46 10,00 8,02 9,99 9,63

14 14,80 12,95 13,09 11,92 12,35 12,22 13,29

15 17,38 14,82 14,94 14,39 16,10 13,58 14,93

16 14,50 13,72 12,34 12,78 13,83 14,32 13,71

17 16,84 16,73 22,54 19,54 27,79 21,52 20,71

18 15,92 12,21 17,89 19,87 9,07 9,03 8,23

19 9,94 7,39 9,14 10,12 8,07 8,21 9,36

20 31,33 68,26 78,86 75,84 64,39 74,00 67,92

21 25,15 36,78 39,34 41,86 31,05 37,64 31,56

22 17,91 11,08 12,54 12,85 11,06 11,06 13,49

23 24,61 14,66 15,39 16,36 28,50 28,22 17,54

24 48,49 41,41 46,31 44,56 42,35 42,52 43,51

25 21,02 20,07 20,37 20,74 19,68 19,19 21,52

26 26,95 24,65 26,38 28,34 22,86 26,53 24,65
geom. Mittelwert 19,88 18,14 19,04 18,68 18,01 18,43 17,30
geom. SD +1,50 =1,71 =1,72 +1,72 +1,69 =+1,70 =1,70

Tabelle 3.8.: FeNO-Werte in ppb fiir alle sieben Zeitpunkte (Voruntersuchung, sowie vor,
direkt nach und 2-8h nach beiden Expositionen) pro Proband. Ein Wert
fehlt aufgrund eines Gerdtefehlers. Die geometrischen Mittelwerte mit ent-
sprechender geometrischer Standardabweichung (geom. SD) sind angegeben.
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p-Werte
Unterschied ABS zu PLA | original  logig
vor | 0,767 0,925
direkt nach | 0,118 0,328
2-8h nach | 0,080 0,131
Differenz direkt nach minus vor | 0,211 0,166
Differenz 2-3h nach minus vor | 0,026%  0,058°

Tabelle 3.9.: Wilcoxon-Test der FeNO-Werte auf Signifikanz (2-seitig) zwischen den Ex-
positionen mit ABS und PLA. Gegeniiberstellung der Werte vor, direkt nach
und 2-8h nach den Expositionen, sowie der Differenzen direkt nach minus
vor und 2-3h nach minus vor. Erste Spalte: Signfikanzwerte aus Original-
werten berechnet. Zweite Spalte: Signifikanzwerte aus logarithmierten Wer-
ten berechnet. *Signifikant p< 0,05. °Grenzwertig signifikant p< 0,1.

Faktoren ‘ p-Wert

Exposition | 0,498
Zeitpunkte | 0,057
Expo*Zeit | 0,084

Tabelle 3.10.: Signifikanzwerte fiir FeNO mit Test der Innersubjektfaktoren Zeitpunkte
(vor, nach), Exposition (ABS, PLA) und deren Produkt Ezpo*Zeit als
Interaktion der beiden Faktoren. Es wurden die logarithmierten FeNO-
Werte zur Berechnung benutzt.

Maf: logig NO Tests der Innersubjektkontraste
Quelle | Expo Zeit | p-Wert
Expo | Linear 0,498

Fehler(Expo) | Linear

Zeit Linear 0,904
Quadratisch  0,016**

Fehler(Zeit) Linear

Quadratisch
Expo * Zeit | Linear Linear 0,028%*
Quadratisch 0,966

Tabelle 3.11.: Test der Innersubjektkontraste (Allgemeines lineares Modell, SPSS) der
logarithmierten FeNO-Werte. ** p<0,05. Vergleiche dazu Abbildung [3.11}
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Abbildung 3.11.: Mittelwerte der logarithmierten FeNO-Werte zu den drei Zeitpunkten
fiir beide Materialien. Abbildung aus Giimperlein et al. 2018[86]; nach-
traglich koloriert.
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Abbildung 3.12.: Korrelation der FeNO- und ECP-Werte fiir die Zeitpunkte vor und 2-
3 h nach beiden Expositionen. Dieses Korrelationsmuster ldsst auf eine
bemerkenswert ,,gute“ Wechselbeziehung schliefen, da bedacht werden
muss, dass beide Marker aus verschiedenen Bereichen der Atemwege
kommen. Die Proben, bei denen eine ECP-Bestimmung unterhalb der
unteren Nachweisgrenze fiel, wurden hierbei ausgeschlossen. Aus einem
linearen Fit errechnete sich das Bestimmtheitsmaf mit R? = 0,212,
entsprechend einem Korrelationskoeffizienten von 0,46. Abbildung aus
Giimperlein et al. 2018[86]; Trendlinie nachtriglich eingefiigt.

Korrelation von ECP und FeNO

Um die Belastbarkeit der FeNO-Ergebnisse zu iiberpriifen, wurde die Korrelation zu den
ECP-Werten analysiert, da beide Parameter mit der Eosinophilenanzahl verbunden sind.
Erhohtes FeNO wird als Marker fiir Eosinophilie verwendet, ECP wiederum wird in den
Granula der eosinophilen Granulozyten gespeichert und ist somit ein Marker fiir deren
Konzentration. Es standen N=61 Werte fiir die Korrelationsanalyse nach Pearson zur
Verfiigung, wobei sich eine signifikante (p< 0,001) Korrelation (Korrelationskoeffizient
nach Pearson 0,461) zwischen den ECP- und FeNO-Ergebnissen zeigte, welche in Abbil-
dung dargestellt ist. Hierbei wurde allerdings nicht beriicksichtigt, dass die Werte

per Wiederholungsmessung gekoppelt waren.
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3.4. Biomarker fiir oxidativen Stress im Urin

Bei der Analyse von Isoprostanen, wie auch fiir alle anderen Biomarkern im Urin, ist es
iiblich, die Ergebnisse auf das jeweilige Kreatininlevel zu normieren. Die Aussagekraft die-
ser Werte fiir Isoprostane wird jedoch angezweifelt.[129] Tatséchlich variierten die Kreati-
ninkonzentrationen der Probanden enorm zwischen den Werten vor und direkt nach bzw.
2-3 h nach der Exposition. Da die Urine aufgrund der wiederholten Probenahme mitun-
ter stark verdiinnt waren, wurde ein Akzeptanzbereich von 20 — 250 mg/dL Kreatinin
festgelegt. Obwohl 25 der 182 Urinproben auferhalb dieses Bereichs lagen, wurden keine
grundlegenden Anderungen der Resultate beobachtet, wenn diese Proben aus der Ana-
lyse ausgeschlossen wurden. Die Auswertung der 8 — iso — PG Fy,-Konzentrationen im
Urin erfolgte nun fiir alle Probanden jeweils mit und ohne Normierung auf das jeweilige
Kreatininlevel, siehe Tabelle [3.12

Bei der Analyse der unnormierten, logarithmisch transformierten Werte per ANOVA
fiir wiederholte Messungen wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Expo-
sitionen (Materialien) (p=0,093), jedoch eine signifikante zeitliche Anderung (p=0,003)
beobachtet, siehe Abbildung Dieselbe Analyse mit auf Kreatinin normierten Werten
zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den Expositionen (p=0,188),
sowie keinen signifikanten zeitlichen Effekt (p=0,154). Unabhéngig von der Wahl der

Einheit lassen diese Daten auf keinen differentiellen Effekt der Expositionen schliefsen.

Obwohl keine signifikanten Anderungen messbar waren, liefen sich fiir bestimmte Pro-
banden einzelne Muster erkennen. Dazu dient Abbildung in der die Verldufe der
Werte fiir alle Probanden dargestellt sind. Proband 04 beispielsweise zeigte einen klaren
Anstieg nach ABS-Exposition und einen Abfall nach PLA-Exposition, wobei eine Nor-
mierung auf das Kreatininlevel nur einen geringen Einfluss zu haben schien. Dennoch
ergab sich kein einheitlicher Trend des Verlaufs der 8 —iso — PG F5,-Konzentrationen im

Urin nach den Expositionen.
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geometrisches Mittel ABS PLA
(+ geometrische SD) vor direkt nach 2-3h nach vor direkt nach  2-3h nach
8 —iso — PGFy, 232 137 174 327 146 190
[ngL=1 ] (= 2,40) (+233) (= 1,88) | (+2,06) (=228) (+2,36)
8 —is0o — PGFy, 209 257 262 235 302 271
[ng/g Kreatinin] (+ 2,00) (= 2,15) (= 1,82) | (= 1,94) (= 1,94) (= 2,06)

Tabelle 3.12.: Konzentrationen von 8 —iso— PG Fb5,, im Urin als geometrischer Mittelwert
und zugehoriger geometrischer Standardabweichung, da die Daten nicht
normalverteilt vorlagen. Es konnt kein signifikanter Unterschied zwischen
den Materialien festgestellt werden.
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Abbildung 3.13.: Mittelwerte (£Standardabweichung) der logarithmierten 8 — iso —
PGF>o-Konzentrationen im Urin. A) Nicht normierte Werte. B) Auf
Kreatinin normierte Werte. Grafik aus Giimperlein et al. 2018[86]; nach-
traglich koloriert.
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Abbildung 3.14.: Verlaufe der 8 —iso— PG Fy,, -Konzentrationen im Urin fiir alle Proban-
den. Zeilen: verschiedene Expositionen. Spalten: Werte in ngL=! bzw.
auf Kreatinin berechnet in ng/g Kreatinin.
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3.5. Fragebdgen

Die Charakterisierung der Sensitivitit gegen Umweltreize der Probandengruppe erfolg-
te mit acht Fragen des CAUS-Fragebogens (siehe Anhang [A.2)). Der Medianwert aller
Fragen war 2.5 bei einer Antwortméglichkeit von 1 (nicht zutreffend) bis 5 (stark zutref-
fend). Drei Probanden kreuzten erhdhte Werte von 4 an und zeigten damit eine erhdhte
selbstberichtete Sensitivitit. Diese Probanden wiesen jedoch weder erhdhten Werte bei

den anderen Messungen noch erhthte Antworten bei dem Symptomfragebogen auf.

Die Antworten fiir jede Frage des Symptomfragebogens sind in Abbildung gezeigt.
Aufgrund der stark asymmetrischen, und somit nicht gaufsférmigen, Verteilung der Ant-
worten auf der linearen Skala (bestétigt mit Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung),
wurde mit dem nicht-parametrischen Wilcoxon Test fiir verbundene Stichproben getes-
tet. Bei keinem Symptom war ein signifikanter Unterschied zwischen den Expositionen
sichtbar (vgl. Tabelle . Dies war auch nicht der Fall, wenn Symptomgruppen gebil-
det wurden, d.h. nach Gruppieren von Symptomen bezogen auf die Nase (z.B. juckende
Nase und brennende Nase) bzw. auf die Augen, den Hals/Rachen, die Atemwege oder den
Kopf/Kreislauf. Keines der Gesamtscores der Symptomgruppen zeigte einen signifikanten

Unterschied zwischen den Materialien.

Gralfik [3.16zeigt die Antworten zu den Fragen zur allgemeinen Wahrnehmung des Druck-
prozesses bzw. des Geruchs. Die Antworten zur allgemeinen Beeintrachtigung (p=0,098)
und zur Geruchswahrnehmung (p=0,726) zeigten keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Materialien (p-Wert bei einem Signifikanzniveau von 0,05, siehe . Aller-
dings konnte bei den Antworten zum Wohlbefinden (p=0,007) und zur Beldastigung durch
den Geruch (p=0,015) ein signifikanter Unterschied zwischen den Materialien festgestellt
werden. Hier zeigte sich, dass wihrend eines einstiindigen Druckes mit ABS das Wohlbe-
finden signifikant sank, sowie die Geruchsbelastigung signifikant stieg, im Vergleich zum
gleichen Druck mit PLA.
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Hautausschlag :
Juckreiz Haut |
Jucken der Augen |
"Miide" Augen |
Trockenheit der Augen |
Brennen der Augen |
Ubelkeit |
Kreislaufstdrung |
Schwindelgefiihl |
Kopfschmerzen |
Jucken in der Nase |
Brennen in der Nase |
Stockschnupfen |
FlieBschnupfen |
Niesreiz |

Atemnot |

Engegefiihl Brust |
Pfeifend. Atemgeréusch |
Husten Auswurf |
Schluckbeschwerden |
Kratzen im Hals |
Trockener Husten

PLA ABS

0

Abbildung 3.15.:

Mittelwerte der Antworten aller 26 Probanden fiir die Fragen nach Sym-
ptomen. Als Antwortmdoglichkeit diente eine lineare Skala von 1 (iiber-
haupt nicht) bis 10 (sehr stark). Die Abbildung ist Teil einer Grafik aus
Giimperlein et al. 2018[86] und wurde ins Deutsche iibersetzt.
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Symptom nach ABS vs. PLA | p-Wert

Trockener Husten 0,623
Kratzen im Hals 0,638
Schluckbeschwerden 0,463
Husten mit Auswurf 0,498
Pfeifendes Atemgerausch 0,144
Engegefiihl in der Brust 0,271
Atemnot 0,500
Niesreiz 0,666
Fliefsschnupfen 0,495
Stockschnupfen 0,236
Brennen der Nase 0,173
Jucken der Nase 0,700
Kopfschmerzen 0,706
Schwindelgefiihl 0,237
Kreislaufstérung 0,176
Ubelkeit 0,655
Brennen der Augen 0,600
Trockenheit der Augen 0,755
Miide Augen 0,965
Jucken der Augen 1,000
Juckreiz der Haut 0,180
Hautausschlag 0,317
Wohlbefinden insgesamt 0,007*
Wahrnehmung des Geruchs 0,726
Beléstigung durch den Geruch | 0,015%*
Beeintrichtigung insgesamt 0,098
Symptome Nase 0,848
Symptome__Augen 0,494
Symptome Hals 0,532
Symptome__Respiratorisch 0,241
Symptome Kopf Kreislauf 0,205
Symptome _alle 0,775

Tabelle 3.13.: P-Werte (2-seitig) der Unterschiede zwischen den Expositionen gegen-
tiber ABS und PLA bei verbundenen Stichproben (Wilcoxon-Test). * p<
0,05. Die gruppierten Symptome sind wie folgt zusammengefasst: Sym-
ptome Nase: Niesreiz, Fliekschnupfen, Stockschnupfen, brennende Nase,
juckende Nase; Symptome Augen: Brennende Augen, trockene Augen,
miide Augen, juckende Augen; Symptome Hals: Trockener Husten, Krat-
zen im Hals, Schluckbeschwerden; Symptome Respiratorisch: Husten mit
Auswurf, pfeifendes Atemgerdusch, Engegefiihl Brust, Atemnot; Sympto-
me_Kopf Kreislauf: Kopfschmerzen, Schwindelgefiihl, Kreislaufstérung,
Ubelkeit;
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Beeintrachtigung
insgesamt

Belastigung
durch Geruch

Wahrnehmung
Geruch

Wohlbefinden
insgesamt

Abbildung 3.16.:

PLA ABS

Mittelwerte der Antworten aller 26 Probanden zum Teil des Symptom-
fragebogens, der sich auf die allgemeine Wahrnehmung des Druckpro-
zesses/ Geruchs bezieht. Als Antwortmoglichkeit diente eine lineare Ska-
la von 1 (duferst schlecht/gar nicht) bis 10 (&uferst gut/dukerst stark).
Die Antworten zur Beldstigung durch den Geruch und zum Wohlbefin-
den insgesamt unterschieden sich signifikant zwischen den Expositio-
nen. Die Abbildung ist Teil einer Grafik aus Giimperlein et al. 2018[86]
und wurde ins Deutsche iibersetzt.
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3.6. VOC-Emission

Wie fiir die Partikelemission von 3D-Druckern gibt es auch fiir die VOC-Emission bereits
einige Daten der Literatur [7, 8 11}, 10, 9]. Da jedoch Beimischungen zum Material nicht
angegeben werden (missen), kénnen Filamente des gleichen Materials von verschiede-
nen Herstellern grofte Variationen aufweisen. Deshalb sollte jedes Material separat einer

Priifung unterzogen werden, um es mit den Literaturdaten vergleichen zu kénnen.

In dieser Studie war es nicht moglich, VOC-Emissionen wihrend der Expositionen zu
messen, weshalb eine externe Messung der VOC-Emission bei den gleichen Temperatu-
ren wie beim 3D-Druck nachgestellt wurde (siehe dazu Kapitel . Via HPLC wurden
die gingigsten Aldehyde und Ketone (Carboxyl-Mix) quantifiziert. Die rein qualitati-
ve Analyse per GC-MS/MS (Gaschromatografie mit Tandem-Massenspektrometer) be-
schrankte sich auf Substanzen, die bereits von anderen Forschungsgruppen in Emissionen

von 3D-Druckern detektiert worden sind.

3.6.1. Substanzanalyse per GC-MS/MS

Bei der Analyse der Emissionen von erhitzem Filament per Gaschromatografie und
SPME-Faser wurde nach Substanzen gesucht, die bereits von Wojtyta et al. (2017)[L3]
und Stefaniak et. al (2017)[10] in ABS- und PLA-Emissionen detektiert worden sind: Ace-
ton, Acetophenon, Cyclohexanon, Ethylbenzol, Pentane, Styrol und Toluol. Aufgrund des
gegebenen Versuchsaufbaus mit SPME-Faser (siehe Kapitel erfolgte die Analyse per
GC-MS/MS nur qualitativ.

Die Drucktemperatur der Materialien ABS und PLA unterscheidet sich im allgemeinen
um 50-80 °C. Die Ergebnisse der Messungen in Abbildung zeigen, dass sich mit zu-
nehmender Temperatur zwar die Menge der VOCs steigert, sich die Zusammensetzung
der Substanzen jedoch kaum verdndert. Obwohl nur sehr wenig Material eingesetzt wur-
de (0,005g ABS und 0,05g PLA), konnten mehrere Substanzen klar nachgewiesen wer-
den. Der Versuchsaufbau spiegelt sicherlich kein realistisches Expositionsszenario wieder,
trotzdem konnen die gefundenen Substanzen Anhaltspunkte fiir eine mdogliche gesund-
heitsschédliche Wirkung darstellen.
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210°C ‘ 210°C
260°C ‘ 260°C
Aceton [l Acetophenon Ethylbenzol [l Styrol Toluol

Abbildung 3.17.: Anteile der detektierten Substanzen in der Gasphase {iber dem erhitzten
Material ABS (0,005g) bzw. PLA (0,05g) bei drei Temperaturen. Bei
Anderung der Temperatur verinderte sich die Verteilung der Substan-
zen kaum. Die Emissionen wurden mit einer PDMS/DVB SPME-Faser
gesampelt und mit einem GC-MS/MS-System analysiert.

3.6.2. Aldehyde/Ketone per HPLC

Die Messung der Emissionen von erhitztem Filament bei verschiedenen Temperaturen
mit SPME-Faser (siehe Abbildung zeigte, dass sich das Emissionsmuster mit der
Temperatur nur leicht d&nderte. Deshalb wurden fiir die HPLC-Messungen die Materia-
lien bei ihrer entsprechenden Drucktemperatur (230°C fiir ABS und 180°C fiir PLA)

untersucht.

Abbildung zeigt das Chromatogramm bei der Analyse der DNPH-Kartuschen von
Umgebungsluft- bzw. ABS- und PLA- Proben. Ein noch vorhandener DNPH-Peak be-
weist, dass fiir alle Substanzen in den Kartuschen geniigend DNPH vorhanden war, um
den DNPH-Komplex zu bilden und detektiert zu werden.

Der Versuchsaufbau mit Einsaugung der Gasphase durch DNPH-Kartuschen fiir 1h ent-
sprach, im Vergleich zu einer Beprobung mit SPME-Faser, mehr einer realistischen Ex-
positionssituation. Abbildung zeigt das Emissionsmuster von erhitztem ABS und
PLA (jeweils gedrucktes Objekt (ca. 5g) wie bei den Probandenexpositionen) bei den

materialspezifischen Temperaturen.

Die Ergebnisse der HPLC Untersuchungen sind in Tabelle zusammengefasst. Zur
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ABS

PLA

™

Acetaldehyde [l Acetone
Acrolein Benzaldehyde

[/ 2-Butanone Formaldehyde

Abbildung 3.18.: Anteile der Aldehyde in der Gasphase iiber 5g erhitztem Material
(230°C fiir ABS und 180°C fiur PLA). Die DNPH-Kartuschen wur-
den 1h exponiert. Diese Grafik ist Teil der ,Supporting Information®
von Giimperlein et al. 2018[86].

besseren Einordnung der Werte wurden die Orientierungswerte der Arbeitsgemeinschaft
Okologischer Forschungsinstitute e.V (AGOF), sowie Messwerte (95. Perzentile) aus
Schulrdumen in Deutschland hinzugefiigt. Obwohl beim vorliegenden Versuchsaufbau der
Verdiinnunggeffekt, der in einem normalen Raum stattfinden wiirde, fehlt, ist doch eine
gewisse Einschidtzung der VOC-Werte moglich, mit denen ein potentieller Anwender ei-
nes 3D-Druckers exponiert sein kénnte. Der Druckvorgang fiir ein groferes Projekt kann

mitunter iiber 10h andauern, was erhohte VOC-Konzentrationen zur Folge haben kann.
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4. Diskussion

Die vorgestellte Studie untersuchte biochemische sowie psychologische Reaktionen bei ei-
ner kontrollierten Expositionsstudie von gesunden Probanden gegeniiber Emissionen aus
einem 3D-Drucker fiir den Privatgebrauch. Jeder Proband wurde einmal gegeniiber einem
gering UFP-emittierenden (Partikelanzahlkonzentration < 5-10%cm ™3, PLA) und einem
stark emittierenden (Partikelanzahlkonzentration > 10% cm~3, ABS) Material exponiert.
Trotz des grofen Unterschieds in der Partikelemission von zwei Gréfenordnungen konn-

ten keine oder nur sehr geringe Effekte beobachtet werden.

Keinerlei Effekte konnten fiir die spirometrisch gemessene Lungenfunktion detektiert
werden. Die beobachteten Anderungen der Zytokinwerte im Nasensekret traten parallel
fiir beide Expositionen auf und waren vermutlich auf Irritationen der Nasenschleimhaut
durch die Probenahme zuriickzufiihren. Dennoch zeigten nicht alle Zytokine den gleichen

relativen Anstieg, und es konnte eine erhthte Antwort von IL-6 beobachtet werden.

8 —is0o — PGFy, im Urin, ein moglicher Marker fiir oxidativen Stress, zeigte ebenfalls
zeitliche Anderungen, die unter dem Einfluss der Kreatininkonzentration standen. Des
weiteren zeigten die FeNO-Werte zeitliche Anderungen fiir beide Expositionen, wobei ein
signifikanter, wenn auch kleiner, Unterschied zwischen den FeNO-Konzentrationen 2-3
Stunden nach den Expositionen zu ABS und PLA sichtbar wurde. Dieser Unterschied
entstand weitgehend durch einen Abfall des FeNO-Levels nach der Exposition mit PLA.

Beide Expositionen wurden von den Probanden unterschiedlich wahrgenommen, was
durch Antworten im Fragebogen, vor allem durch ein signifikant niedrigeres Wohlbefinden
und eine signifikant héhere Beléstigung durch den Geruch wihrend der ABS-Exposition,

widergespiegelt wurde.

Insgesamt wiesen die Ergebnisse dieser kontrollierten einstiindigen Expositionsstudie ge-
geniiber 3D-Drucker-Emissionen auf keine klinisch relevanten akuten Entziindungspro-
zesse durch ABS- oder PLA-Gebrauch hin. Die beobachteten Anderungen bei der FeNO-
Messung sind schwierig zu interpretieren, es konnte dennoch lohnenswert sein, diese weiter
zu untersuchen, da sie auf subtile biologische Anderungen durch die Materialien hinweisen

konnten.
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4.1. Entziindungsmarker im Nasensekret

Zytokine im Nasensekret als Entziindungsmarker bei Partikelexposition wurden bereits
in einer Studie dieses Instituts zu Laserdruckeremissionen gemessen.[133] 5] Die aktuellen
Ergebnisse stimmen mit den damaligen insofern iiberein, als dass keine signifikanten An-
derungen zwischen dem stark und dem schwach UFP-emittierendem Material gefunden

werden konnten.

In dieser Studie wurden parallele Anstiege fiir beide Materialien (ABS und PLA) beob-
achtet. Dies lésst auf eine Reaktion auf die Probennahme schliefen, bei der wahrscheinlich
die Watte zu einer Irritation der Nasenschleimhaut fiihrte. Diese Irritation bedingte al-
lerdings eine inhomogene Antwort der verschiedenen Zytokine. Im Vergleich zu TNF-q,
IL-18 und IFN-y war der Anstieg von IL-6 wesentlich grofer. Methodische Einflussfak-
toren, wie die Probenahme, sind bei Vergleichen von vor zu nach einer Exposition in
beschrankten Zeitabschnitten unumgénglich, und es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass diese eine differenzielle Reaktion auf die Materialien verdecken. Tatséchlich scheinen
die Unterschiede der Differenzen nach gegeniiber vor Exposition von TNF-a, IL-13 und
[FN-y (wie auch fiir ECP, siehe unten) fiir die Exposition mit ABS geringfiigig grofer
zu sein, wenn auch nicht signifikant. Dies war allerdings nicht der Fall fiir IL-6, was auf
einen sogenannten ,ceiling effect hindeuten kénnte, d.h. die stérkere Antwort von IL-6

versteckte einen moglichen relativen Unterschied zwischen den Materialien.

Abgesehen von diesen Tendenzen sollte darauf hingewiesen werden, dass alle beobachte-
ten Anderungen und Unterschiede sehr klein ausfielen. Deshalb sollten diese eher nicht als
Zeichen eines klinisch relevanten Effektes auf die Nasenschleimhaut in Erwigung gezo-
gen werden, selbst fiir das relativ hohe Expositionslevel von ABS. In dieser Studie liegen
keine Informationen iiber Konzentrationen von Entziindungszellen (z.B. Lymphozyten,
Neutrophile, Plasmazellen [134]) vor, welche die Anderungen der Zytokinwerte hervorge-
rufen haben kénnten. Fiir die Entnahme solcher Zellen wire eine Nasenlavage notwendig
gewesen [135], die im Vergleich zu den hier benutzten Watter6llchen, einen noch gréfseren
Effekt auf anschliekende Messungen gehabt hétte.

Neben Neutrophilen spielen Makrophagen eine wichtige Rolle bei Entzlindungsreaktio-
nen. Wihrend der Phagozytose von Nanopartikeln setzten Makrophagen Zytokine frei,
die zur Bestimmung des Entziindungspotentials des Reizes dienen kénnen.[136] In einem
ahnlichen Vorgang kénnen Eosinophile (eosinophile Granulozyten) Granula freisetzen, die
Substanzen wie das ECP enthalten, die weitere Reaktionen der Nasenschleimhaut aus-

16sen konnen.[I37] Nachdem die Anzahl von Eosinophilen und die ECP-Konzentration
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sehr gut korrelieren, wird ECP oft als Marker aktivierter eosinophiler Granulozyten und
der Eosinophilie des Gewebes eingesetzt.[104] Die ECP-Konzentration konnte in 17 Pro-
banden bestimmt werden, bei denen nach der Analyse der Zytokine fiir alle vier Mess-
zeitpunkte (vor und nach je Material) genug Nasensekret iibrig war. Ein kleiner, nicht
signifikanter Anstieg nach beiden Expositionen, ohne einen Unterschied zwischen den
Materialien, konnte beobachtet werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den Analysen des

ECP im Serum bei Expositionen gegeniiber Laserdruckeremissionen iiberein.[5]

4.2. Spirometrie

Die Lungenfunktion via Spirometrie wurde in die Gruppe von Messparametern aufge-
nommen, um einen vergleichbaren Status der Probanden an jedem Expositionstag si-
cherzustellen. Es wurden keinerlei Verdnderungen beobachtet. Dies zeigt, dass eventuelle
Irritationen von 3D-Drucker-Emissionen zu gering waren, um einen messbaren Effekt
hervorzurufen. Akute Effekte eingeatmeter Reizstoffe auf die Lungenfunktion im Kon-
zentrationsbereich von wenigen ppm kdénnen z.B. bei Toluol-2,4-diisocyanat beobachtet
werden[I38], welches jedoch ein viel stirkerer Reizstoff als 3D-Drucker-Emissionen zu

sein scheint.

4.3. Exhaliertes Stickstoffmonoxid (FeNO)

Eosinophilie ist hdufig mit erhohten Stickstoffmonoxidwerten verbunden, weshalb ECP-
Konzentrationen (hier im Nasensekret) mit NO-Werten (hier in der Ausatemluft) vergli-
chen werden kénnen, obwohl ihre Quelle in verschiedenen Kompartimenten der Atemwege
liegt. Fiir diese Analyse wurden ECP- und FeNO-Werte der gleichen Zeitpunkte (vor und
2-8 h nach Ende der Exposition) gegeniibergestellt. Tatséchlich wurde eine signifikante
Korrelation von ECP und FeNO zwischen den Werten aller Probanden ermittelt (siehe
Kapitel und Abbildung , welche die Zuverlédssigkeit beider Parameter unter-
streicht. Zum Zeitpunkt direkt nach der Exposition liegen keine ECP-Daten fiir einen
Vergleich mit FeNO vor, dennoch gibt es keinen Grund anzunehmen, dass die FeNO-
Daten zu diesem Zeitpunkt weniger zuverldssig waren. Es ist bemerkenswert, dass selbst
bei nur 17 Probanden, die als Gesunde im unteren Bereich der ECP- und FeNO-Werte
lagen, eine solche Korrelation zwischen Parametern aus verschiedenen Bereichen des Kor-

pers zu finden war. Dies ldsst auf eine gute Reproduzierbarkeit der Messungen schlieffen.
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Wihrend fiir ECP kein Unterschied zwischen den Expositionen sichtbar war, konnte
beim FeNO ein statistisch signifikanter Unterschied im zeitlichen Verlauf nach der ABS-
Exposition im Vergleich zur Exposition mit PLA beobachtet werden. Fiir beide Mate-
rialien war ein leichter Anstieg der Werte direkt nach der Exposition zu sehen. Jedoch
waren die FeNO-Werte 2-3h nach der PLA-Exposition niedriger im Vergleich zu denen
nach ABS-Exposition und den Ausgangswerten vor den Expositionen. Folglich gab es
einen relativen Anstieg von FeNO nach der ABS-Exposition, oder, anders ausgedriickt,

einen relativen Abfall nach der Exposition mit PLA.

Diese Effekte lassen sich nicht ohne weiteres erkléren, da der Einfluss mehrerer Faktoren
eine Rolle spielen kénnte. Anderungen des FeNO-Levels kénnen Verschiebungen in der
biochemischen Produktion oder in deren Ausschiittung als Ursache haben. Ferner kénnen
Reaktionen mit anderen Verbindungen, insbesondere das Abfangen durch Oxidantien,
eine Verminderung des FeNO-Levels bewirken. Eine Vielzahl von Substanzen kann als
Oxidantien fungieren. Es ist z.B. bekannt, dass das Rauchen von Zigaretten mit einer
Abnahme der FeNO-Werte verkniipft ist.[I39] Marini et al. 2014 beobachteten abfallende
FeNO-Level nicht nur nach der Inhalation von Zigarettenrauch, sondern auch beim Rau-
chen von elektronischen Zigaretten (E-Zigaretten), von deren Rauch bekannt ist, dass er
UFP und VOCs enthélt.[140] Sowohl das Abfangen durch Oxidantien als auch ein Herab-
regeln der NO-Produktion kénnen eine wesentliche Rolle bei diesen Ergebnissen gespielt
haben. Im Gegensatz dazu haben Zhang et al. 2016 einen positiven Zusammenhang zwi-
schen FeNO und der Belastung mit Luftschadstoffen, z.B. Ultrafeinstaub, gefunden|141],
was auf eine Hochregulation hindeuten kénnte. Ein weiterer Faktor kann eine Anderung
in der Diffusionsbarriere von NO in die Atemwegen sein, was in Uberstimmung mit einer

Reduktion von FeNO nach Inhalation von hypertoner Kochsalzlosung stiinde.[142] 110]

Es ist nicht bekannt, welche Faktoren wihrend der Exposition mit dem low-Emitter
PLA eine solche Verdnderung auslésen kénnten. Zwar konnten Unterschiede in der VOC-
Emission withrend des Druckes mit ABS und PLA festgestellt werden, die in Ubereinstim-
mung mit den Daten in der Literatur stehen[IT] 3], dennoch ist ein Effekt eher unwahr-
scheinlich, da sowohl die Partikel- als auch die VOC-Emission beim Druck mit PLA sehr
gering war. Umgekehrt ist es ebenso unwahrscheinlich, dass zirkadiane Anderungen eine
merkliche Wirkung wahrend einer Zeitspanne von 4—5 h hatten. Des weiteren wurden die
FeNO Messungen stets vor denen der Spirometrie vorgenommen, um eventuelle Effekte
der forcierten Atemmandéver auf die FeNO-Messung|I14] zu vermeiden. Dennoch wurden
die FeNO-Messungen an zwei Zeitpunkten nach der Nasensekretentnahme durchgefiihrt.
Indirekte Effekte durch die Sekretentnahme auf FeNO sind bis jetzt nicht bekannt. Des-
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halb kénnen die unterschiedlichen Reaktionen von FeNO zwischen den Expositionen mit

ABS bzw. PLA zum jetzigen Zeitpunkt nicht im Detail geklart werden.
4.4. Entziindungsmarker im Urin

Da oxidativer Stress, von Luftschadstoffen ausgelost, als ein Faktor fiir gesundheitliche
Effekte angesehen wird, wurde die Konzentration des Markers 8 — iso — PG F,, vor und

nach den Expositionen im Urin bestimmt.

Es wurden keine signifikanten Unterschieden zwischen den zeitlichen Anderungen der
8 —iso — PG Fy,-Konzentrationen, die fiir die ABS- und PLA-Expositionen beobach-
tet wurden, gefunden. Die wiederholte Probenahme innerhalb einiger Stunden hatte ei-
ne Verdnderung der Urinzusammensetzung zur Folge, was durch die unterschiedlichen
Kreatininkonzentrationen gekennzeichnet war. Eine Normierung der Werte auf Kreatinin
deutete ebenfalls auf keine Unterschiede zwischen den Expositionen hin. Die Normierung
bewirkte eine Umkehrung des zeitlichen Verlaufs von 8 — iso — PGFy, im Vergleich zu
den Werten ohne Normierung auf Kreatinin. Die statistische Analyse erfolgte mit beiden
Metriken (ngL~! und ng/g Kreatinin), dennoch waren keine Unterschiede zwischen den

Expositionen zu detektieren.

Es konnte ein zeitversetzter Effekt zwischen Exposition und potentielle Verdnderungen
im Urin eine Rolle spielen. Deshalb sollten weiterfithrende Studien eine verlingerte Pro-
benahme bis in den néchsten Tag in Betracht ziehen, da die Ausscheidung von Isoprosta-
nen verlangsamt ablaufen konnte. Uberdies kénnten im Urin Metaboliten von Reizstoffen
untersucht werden, um deren mogliche Aufnahme zu untersuchen. Zu diesen potentiell
relevanten Substanzen, die beim 3D-Druck emittiert werden und durch ihre Metaboliten
bestimmt werden kénnten, gehoren Styrol, Toluol, Benzol und Ethylbenzol.[143], [144] 145]

Vergleich mit anderen Studien

Isoprostan 8 — iso — PGFy, wird auch als Marker fiir oxidativen Stress durch Zigaret-
tenrauch verwendet. Beim Vergleich mit unseren Frgebnissen ist interessant, mit welcher
Methode die Bestimmung im Urin erfolgte und ob die Konzentrationen der Nichtrau-
cher bzw. die Werte vor der Exposition vergleichbar sind. Die Gruppe um Pilz et al.
2000[146] untersuchte die Verédnderung des 8 — iso — PGFh,-Levels bei Rauchern wih-
rend einer Abstinenzphase. Analysiert wurden aufgereinigte Urinproben per ELISA. Aus
der Ergebnisgrafik fiir Raucher ohne weitere Risikofaktoren ist herauszulesen, dass erhéh-

te 8 —iso— PG Fy,-Konzentrationen (ca. 585 pg/mg krea = 585 ng/g krea) wihrend einer
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zweiwochigen Rauchpause auf ca. 325 ng/g krea absanken. Als Normalwerte der gesunden
Kontrollgruppe wird 227 + 41 ng/gkrea (N=14) angegeben, was mit den Mittelwerten
der Messungen vor den Expositionen in dieser Studie (Voruntersuchung, vor ABS, vor
PLA) mit 313 + 60 ng/gkrea (N=26) gut iibereinstimmt. Eine Studie aus demselben
Jahr von Obata et al. analysierte 8 — iso — PGF5, im Urin von Nichtrauchern, Rau-
chern und Ex-Rauchern per Gaschromatografie (GC-MS) und ermittelte einen Wert von
424.0 £ 70.37 pg/mg krea (Werte aus Abbildung 3[147]) fiir Nichtraucher. Helmersson et
al. verglichen 2005 mehrere Marker fiir Schiden durch Rauchen und beschrieben die Kon-
trollgruppe der Nichtraucher mit 167 pmol/mmol krea, was einem Wert von 523 ng/g krea
entspricht.[148] Ebenfalls dem Vergleich mehrerer Biomarker widmeten sich Seet et al.
2011.[129] und analysierten unter anderem 8 — iso — PGFj, im Urin, ebenfalls per GC-
MS. Fiir Nichtraucher wurde ein Wert von < 1ng/mgkrea = 1000 ng/g krea und somit
ein Faktor 10 {iber den anderen Werten. Bei dieser Studie wurde bei Rauchern eine Stun-
de nach dem Rauchen einer Zigarette ein signifikanter Anstieg von 8 —iso — PGFy, im
Urin detektiert.

4.5. Fragebogen

Bei keinem der selbst beobachteten Symptomen des Fragebogens war ein statistisch si-
gnifikanter Unterschied zwischen den Expositionen zu finden. Daraus ldsst schliefen,
dass trotz der stark unterschiedlichen Expositionslevel in UFP und VOC zwischen den
Materialien die Gesamtbelastung zu gering war, um differentielle Effekte in akuten Sym-
ptomen zu beobachten. Ob Probanden mit Hyperreaktivitit der Atemwege, insbesondere
Asthmatiker, eine andere Einschétzung geliefert hétten, ist unklar. Dennoch sollte hier
genannt werden, dass in einer dhnlichen, vorangegangenen Studie mit Laserdruckeremis-
sionen keine unterschiedlichen Effekte in Bezug auf Asthmatiker oder Probanden mit

unspezifischer Hyperreaktivitit der Atemwege beobachtet werden konnten.[133], 5]

Im Gegensatz zu den speziellen Symptomen unterschieden sich die Antworten beziiglich
der selbst beobachteten Geruchsbeldstigung, sowie des allgemeinen Wohlbefindens zwi-
schen der ABS- und PLA-Exposition signifikant. Die Einschétzung, dass der Druck mit
ABS als storend empfunden wird, deckt sich mit dem allgemeinen Eindruck der meisten

Anwender.

Aus dem Fragebogen zur chemischen und allgemeinen Umweltsensitivitiat (CAUS) wur-
den den Probanden acht Fragen zur chemischen Geruchssensitivitdt bei der Vorunter-

suchung gestellt, was zur Charakterisierung der Probandengruppe vor den Expositionen
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diente. Die meisten Probanden schétzen sich im unteren Bereich der Skala ein. Wurden
die beiden Probanden, die die héchste Einschitzung ankreuzten, von der statistischen
Analyse ausgeschlossen, wurden keine qualitativ unterschiedlichen Ergebnisse aller Para-
meter errechnet, weshalb sie in der allgemeinen Analyse beibehalten wurden. Die nied-
rigen Ergebnisse des CAUS-Fragebogens machen deutlich, dass die Studienteilnehmer

keine iiberdurchschnittlich hohe chemische Sensitivitdt zeigten.

4.6. Expositionen

Die Probanden wurden so platziert, dass sich der Kopf in Ndhe des Druckkopfes des
Druckers befand. Diese Position sollte einerseits das Expositionslevel maximieren, ande-
rerseits spiegelte sie eine realistische Situation wider, da erfahrungsgeméf viele Anwender
den Druckvorgang und -kopf stindig {iberwachen, um sofort eingreifen zu koénnen, falls
ein Problem auftreten sollte. Deshalb halten sich viele Anwender zumindest sehr nahe
am 3D-Drucker auf. In einem Reinraum ohne Beeinflussung von Personen wurden so-
gar einige Meter vom Drucker entfernt noch hohere UFP-Konzentrationen als direkt am
Drucker beschrieben.[63]]

Somit stellt das Expositionsszenario dieser Studie eine realistische Exposition dar, zumin-
dest was den Druck kleinerer Objekte betrifft, die innerhalb einer Stunde erzeugt werden
kénnen. Es konnte interessant sein, potentielle Effekte ldngerer Expositionen zu studie-
ren, wie beim Druck gréfserer und komplexerer Strukturen, besonders im Hinblick auf
den zeitlichen Verlauf der FeNO-Werte. Bei verlingerten, mehrstiindigen Expositionen
konnten die Probenahmen von Nasensekret und Urin moglicherweise ohne signifikante
Folgewirkungen (,carry-over* Effekt) durchgefiihrt werden. Unter Umstdnden kann es
eine technische Herausforderung sein, konstant dhnlich hohe UFP-Emissionen wie in die-
ser Studie (> 10%cm™3 fiir ABS) iiber einen lingeren Zeitraum zu halten. Solange aber
realistische Szenarien das Ziel sind, miisste ein Monitoring von UFP-Konzentrationen
in Kopfndhe des Probanden ausreichen, um die Gesamt- und Spitzenbelastung an der

Probandenposition abschétzen zu kénnen.

In separaten Laborversuchen wurden die Emissionen von erhitztem ABS- und PLA-
Material untersucht und die Freisetzung mehrerer VOCs bestétigt, die in der Literatur in
3D-Drucker-Emissionen beschrieben wurden.[8] [7, 9] 11}, [13] Darunter waren Substanzen
mit hohem Irritationspotential wie Styrol, Ethylbenzol, Acrolein und Formaldehyd (vgl.
Tabelle und Abbildungen und [3.17). Es war nicht méglich, diese VOCs in der

89



Expositionskammer der Studie zu quantifizieren, da die Verdliinnung im Raum zu grof
war. Stattdessen wurden die Materialien in abgeschlossenen HEADSPACE-Gléschen auf
ihre entsprechende Drucktemperatur erhitzt, die auch beim normalen Drucken mit dem

3D-Drucker erreicht wurde.

Es scheint besorgniserregend zu sein, dass solche Substanzen in Emissionen aus Fila-
menten gefunden wurden, die fiir den hduslichen Gebrauch verkauft werden. Solange
noch keine verbindlichen Regularien herrschen, sollten zumindest Additive und vor allem

mogliche emittierte VOCs vom Hersteller angegeben werden.

4.7. Mogliche gesundheitliche Konsequenzen

Wie in vorangegangenen Untersuchungen und in dieser Studie gezeigt wurde, kénnen
von 3D-Druckern fiir den Privatanwender eine hohe UFP-Konzentration und erhebliche
Mengen VOCs emittiert werden. Wiahrend einer kurzzeitigen Exposition von 1h zeig-
ten sich allerdings auch nach dem ,high-Emitter* Material ABS keine klinisch relevanten
Gesundheitseffekte bei gesunden Probanden. Es kann jedoch keine Aussage dariiber ge-
troffen werden, wie vorgeschidigte und sensiblere Personen, beispielsweise Asthmatiker

oder Kinder, auf die Emissionen reagieren kénnen.

Die Depositionshéhe ist abhingig von Gewicht und Atemvolumen des Menschen, und
insbesondere die tracheobronchiale Deposition ist invers proportional zum Alter. Dies
kann in einer ca. 3 mal so grofen deponierten Dosis fiir Kinder (unter 8 Jahren) als fiir
Erwachsene resultieren.[I49]. Angesichts dieser moglichen erhdhten Dosis fiir kindliche
Lungen sollte das Vorsorgeprinzip erste Prioritét haben, auch wenn in dieser Studie keine

unmittelbar relevanten klinischen Effekte bei gesunden Erwachsenen gemessen wurden.

Weitere Studien sind unerlésslich, um eine fundierte Empfehlung beziiglich 3D-Drucker-
Emissionen geben zu kénnen. Der Fokus sollte dabei vermutlich auf biochemischen Mess-
parametern liegen, die mogliche allergische Zusammenhinge aufdecken konnten. Eine
langere und hohere Exposition kénnte auflerdem Hinweise im Hinblick auf Langzeiteffek-

te geben.
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4.8. Starken & Limitationen der Studie

Die Stirke dieser Studie ist ihr Design als kontrollierte humane Expositionsstudie, die
zwei weit verbreitete 3D-Druckmaterialien miteinander vergleicht, welche sich in ihrer
Emission stark unterscheiden. Des weiteren wurde eine Vielzahl von Messungen erho-
ben, darunter funktionelle Parameter, Biomarker und Antworten aus Fragebdgen, fiir die
bereits ausgiebige Erfahrung vorhanden war. Das Expositionsszenario stellte eine ein-
stiindige Drucksituation dar, typisch fiir die Produktion eines kleinen Objektes, unter
der Uberwachung des Anwenders. Die Stichprobengréfe von 26 Probanden war dhnlich
derer von anderen Expositionsstudien, in denen signifikante Effekte beobachtet werden
konnten. Diese Stichprobenzahl reichte aus, um kleine Unterschiede im zeitlichen Ver-
lauf der FeNO-Werte zu detektieren und die unterschiedliche Wahrnehmung des Geruchs

durch die Probanden festzustellen.

Alle Probanden waren Gesunde, deren Verfassung keinen Grund fiir erhéhte Schwankun-
gen der Werte lieferte. Diese Auswahl der Probanden fiithrt allerdings auch zu einer der
Einschrankungen dieser Studie, denn es kann keine Aussage iiber mdogliche Reaktionen
von Menschen gemacht werden, die anhand ihrer Atemwegserkrankungen, insbesondere
Asthma, moglicherweise anfélliger reagiert hétten. Diese Studie, als erste humane Expo-
sitionsstudie mit 3D-Druckern, war auf eine Kurzzeitexposition ohne Schutzmafsnahmen
beschrinkt, die dennoch einen Grofteil der privaten 3D-Druck Anwendungen widerspie-
geln diirfte. Auflerdem waren die Messungen auf akute Effekte nach der Exposition be-

schrinkt und beinhalteten keine langeren Nachuntersuchungen (,follow-up®).

Deshalb sollten verldngerte oder wiederholte Expositionen mit einer lingeren follow-up-
Periode das Ziel weiterer Studien sein, die sicherlich ein noch komplexeres Design erfor-
dern. Solche Studien miissten ebenfalls mit dem Problem eines carry-over Effektes (Uber-
tragungseffekte) umgehen, der sich selbst aus nicht oder wenig invasiven Messmethoden
ergibt, wie z.B. Urinproben oder Nasensekretentnahme per Wattepad. Fiir aussagekrafti-
ge Methoden wie Sputumuntersuchungen, bronchoalveoldre Lavage oder bronchiale Pro-
vokationstests trifft dies noch starker zu. Beim Abwégen zwischen Durchfithrbarkeit und
Aussagekraft kann man sicher von den hier gezeigten Daten profitieren, die auf einen dif-
ferentiellen Effekt hinweisen und mit akzeptablen Methoden, wie z.B. FeNO, gemessen

wurden.
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5. Fazit & Ausblick

Es kann davon ausgegangen werden, dass die additive Fertigung per 3D-Druck zukiinftig,
sowohl im professionellen als auch im privaten Bereich, weiterhin stark zunehmen wird.
Die Emission von ultrafeinen Partikeln und VOCSs variiert stark, kann dennoch hohe Kon-
zentrationen erreichen sowie Reizstoffe enthalten, und signalisiert damit Handelsbedarf

beziiglich der Feststellung moglicher gesundheitlicher Effekte.

Innerhalb eines experimentellen kurzzeitigen Emissionsszenarios, wie es beim Druck ei-
nes kleinen Objektes erreicht wird, wurden bei gesunden Probanden keine akuten Effekte
gefunden, die als klinisch signifikant bewertet werden kénnen. Dennoch wurde ein kleiner
differentieller Effekt in der Stickstoffmonoxidkonzentration in der Ausatemluft (FeNO)
festgestellt, der es wert sein kénnte, genauer untersucht zu werden. Unabhéngig davon
geht aus der Geruchsbeléstigung per se, insbesondere beim Druck mit ABS, hervor, dass
eine ausreichende Beliiftung wihrend und nach dem 3D-Druck in Privatrdumen als Vor-
sorgemafnahme sinnvoll erscheint. Dies ist besonders bei Langzeitexpositionen im Ar-
beitsplatzbereich oder bei Exposition von Kindern und Jugendlichen (z.B. in Schulen)

gerechtfertigt.

Als mogliche Mafnahmen kommen Absaugvorrichtungen, Filterung der 3D-Drucker-Emis
sionen, sowie die Verwendung von emissionsdrmeren Materialien in Frage. Da beispiels-
weise Druckobjekte, die im Rahmen von Schulprojekten gedruckt werden, in der Regel
auf die hohere Thermostabilitidt von ABS verzichten kénnen, wiirde eine Substitution
von ABS durch ein passendes, emissionsdrmeres PLA-Material hier schon enorm viel
(Partikel-) Emission einsparen. Fiir manche halboffenen Druckermodelle werden bereits
von Drittherstellern spezielle Aufsitze mit integrierten HEPA-Filtern angeboten, um ,,Ge-
ruch und Feinstaub zu minimieren* [I50], was zeigt, dass bei den privaten Anwendern
von 3D-Druckern sowie bei den Herstellern ein Bewusstsein fiir eventuelle Gefahren und
dementsprechende Maknahmen entsteht. Dies ist notwendig, um Anwender und passive

Betroffene vor noch ungeahnten Risiken zu bewahren.
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6. Zusammenfassung

Da die Benutzung von der 3D-Druck-Technologie auch im privaten und im Bereich von
Kleinbetrieben stetig zunimmt, ist eine Beurteilung von mdoglichen gesundheitlichen Ri-
siken notwendig. Das am weitesten verbreitete Schichtdruckverfahren fiir den Privat-
anwender arbeitet mit schmelzbaren Plastikfidden. Erst innerhalb der letzten fiinf Jahre
wurden Studien zur UFP- (Ultrafeinstaub) und VOC-Emission (fliichtige organische Ver-
bindungen) dieser 3D-Drucker durchgefiihrt. Dabei zeigten sich grofe Unterschiede in den
Emissionen, je nachdem mit welchem Kunststoff gedruckt wurde. Die zwei am hiufigs-
ten verwendeten Kunststoffe Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS) und Polylactid (PLA)
unterscheiden sich enorm in ihrer UFP- und VOC-Emission. Anhand dieser Vorkenntnis-
se wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Studie entwickelt und durchgefiihrt, bei der 26
gesunde Freiwillige an zweil Expositionstagen gegen Emissionen beim 3D-Druck beider
Kunststoffe exponiert werden. Vor, direkt nach und 2-3 h nach den Expositionen wurden
verschiedene biochemische Parameter gemessen, zusétzlich erfolgten Messungen per Spi-
rometrie und die Erhebung eines detaillierten Symptomfragebogens. Auferdem wurden
die Emissionen des handelsiiblichen 3D-Druckers und der beiden Kunststoffe umfangreich

charakterisiert und untersucht.

Im Rahmen der Studie erfolgten vor und nach der einstiindigen Exposition Untersuchun-
gen zur Lungenfunktion via Spirometrie, Urinprobennahme, Messungen des exhalierten
Kohlenstoffmonoxids (eCO) und exhalierten Stickstoffmonoxids (FeNO), Entnahme von
Nasensekret, sowie eine Befragung iiber das subjektive Befinden. Die Urinproben wur-
den auf den Biomarker fiir oxidativen Stress 8-iso Prostaglandin Fy, (8 —iso — PG Fy,)
analysiert. Im Nasensekret wurden vier Zytokine (I1-18, IL-6, TNF-« und IFN-y) sowie

das eosinophile kationische Protein (ECP) nachgewiesen.

Es wurden keine signifikanten Effekte beim Biomarker im Urin und bei den Spirometrie-
messungen beobachtet. Die Zytokine im Nasensekret stiegen nach beiden Expositionen
parallel an, wobei IL-6 die stirkste Antwort zeigte. Dies lisst auf einen Effekt der wieder-
holten Probenahme schliefsen, die anscheinend eine Ausschiittung von IL-6 auslést. Die

ECP-Konzentrationen nahmen ebenfalls nach beiden Expositionen zu. Ein signifikanter
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Unterschied zwischen den Materialien konnte nicht gemessen werden.

Die FeNO-Messwerte zeigten einen kleinen, jedoch signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Materialien 2-3h nach Ende der Exposition. Hierbei war eine relativ erhchte
Konzentration nach dem Druck mit ABS zu messen. Ein Vergleich mit den ECP-Werten
aus dem Nasensekret ergab eine positive Korrelation von FeNO und ECP, was zum
einen die Daten bestéitigt, zum anderen auf einen méglichen allergierelevanten Effekt der

Expositionen hinweist.

Insgesamt konnten in dieser humanen Expositionsstudie keine klinisch relevanten Effekte
auf die Gesundheit wihrend eines kurzzeitigen 3D-Druckes beobachtet werden. Da die
kleine Anderung in den FeNO-Werten auf einen méglichen allergischen Aspekt hindeutet,
scheint es wichtig, bei weiteren Untersuchungen die Exposition von sensibleren Personen,
wie z.B. Asthmatikern, einzuschliefen. Da der private Gebrauch von 3D-Druckern bislang
keinerlei bestimmte Arbeitsschutzmaknahmen vorsieht, kann nach dem Praventionsprin-
7ip eine ausreichende Beliiftung empfohlen werden, sowie eine Substitution von starken
UFP-Emittern (wie ABS) durch geringere UFP-Emitter (wie PLA).
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7. Summary

The use of 3D printers in private households is continuously increasing. Nanoparticle
emissions from such devices have been reported, which raises the question whether 3D
printers can cause adverse health effects via ultra fine particles (UFP). Previous studies
have shown a high difference in emissions between the two most prevalent plastic fila-
ments used with domestic 3D printers ( fused deposition modeling), namely acrylonitrile
butadiene styrene (ABS) and polylactic acid (PLA). In the course of this doctoral thesis,
26 healthy adults were exposed to the emissions of a desktop 3D printer for one hour in
a single-blind, randomized, cross-over design study, using both filaments. Several bio-
chemical parameters, as well as detailed questionnaires were assessed before, immediately

after and 2-3h after the exposure.

The focus was placed on comparing the responses to the two different materials, the high
UFP-emitting ABS versus the low-emitting PLA. The biochemical markers included
cytokines (IL-1B3, IL-6, TNF-o, INF-y) and eosinophil cationic protein (ECP) in nasal se-
cretions, nitric oxide in exhaled breath (FeNO), spirometry, as well as 8-isoprostaglandin
F2a (8 —iso — PGFy, ) in the urine. The parameter urinary 8 — iso — PGF5, and
spirometric measurements showed no effects after the exposures. There were also no sig-
nificant differential effect on nasal cytokines and ECP between the exposures. However,
all nasal biomarkers showed a parallel increase after exposures, which was strongest for
IL-6, indicating an effect of the repeated sampling, though a very sensitive extraction
via the “cotton-wool method” was used. Furthermore, a difference (p<0.05) in the time
course of FeNO, with higher levels after ABS exposure could be observed. The rela-
tively high correlation between FeNO and ECP levels, both markers being associated
with eosinophilia, confirmed the credibility of the data. The results of the questionnaire
displayed a lower subjective well-being and a higher perception of odour nuisance for

ABS exposure.

These data suggest that one hour of exposure to UFP from a desktop 3D printer had no
acute effect on inflammatory markers in nasal secretions and urine. The slight relative

increase in FeNO after ABS printing compared to PLA might be due to eosinophilic

97



inflammation from inhaled UFP particles. This possibility should be investigated in
further studies using additional biomarkers and longer observation periods. As this study
was conducted with healthy participants, it would be interesting to assess responses of
more sensible subjects such as asthmatics or children. Until new insights are available,
sufficient ventilation, minimization of exposure and change to low emitting filaments,

wherever possible, make sense as preventive measures.
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A. Anhang

A.1. Datentabellen

In diesem Abschnitt sind die Rohdaten der Spirometrie und des exhalierten Kohlenstoff-

monoxids aufgefiihrt.
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Tabelle A.1.: Ergebnisse der Spirometrie-Messungen. FEV; (Einsekundenkapazitit) und

FVC (forcierte Vitalkapazitédt) (in L) an allen fiinf Zeitpunkten.



CO in ppm
# Proband | Voruntersuchung | vor ABS | vor PLA | Standardabweichung
01 2 4 3 0,8
02 3 4 4 0,5
03 3 3 4 0,5
04 2 3 4 0,8
05 2 5 3 1,2
06 2 3 3 0,5
07 4 3 6 1,2
08 3 3 3 0,0
09 4 5 3 0,8
10 4 3 3 0,5
11 1 4 3 1,2
12 2 5 5 1,4
13 2 3 3 0,5
14 2 3 2 0,5
15 2 2 3 0,5
16 5 2 5 1,4
17 5 3 3 0,9
18 3 3 5 0,9
19 2 3 3 0,5
20 3 4 3 0,5
21 3 3 3 0,0
22 4 4 4 0,0
23 4 5 4 0,5
24 4 4 4 0,0
25 2 3 3 0,5
26 3 3 4 0,5
Mittelwert 29 3,5 3,6 0,6

Tabelle A.2.: Konzentrationen des exhalierten Kohlenstoffmonoxids (eCO) in ppm. Es
wurden nur Probanden zugelassen, die bei der Voruntersuchung einen Wert
von < 5ppm hatten. Die weiteren Messungen erfolgten jeweils am Morgen
des Expositionstages.
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A.2. Fragebogen

Nachfolgend wurden angehingt:

Anamnesebogen zur Aufnahme aller gesundheitsrelevanter Informationen. (4 Seiten)

CAUS Fragebogen zur chemischen und allgemeinen Umweltsensitivitdt. Wurde einmalig

im Rahmen der Voruntersuchung erhoben. (1 Seite)

Symptomfragebogen wurde direkt nach jeder Exposition vom Probanden ausgefiillt. (4
Seiten)
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Anamnese Datum PNr. :

Hat ein Arzt bei Ihnen jemals eine chronische Erkrankung
festgestellt?

(Herz, Leber, Niere, Blut, GefalRerkrankungen, Magen-
Darm-Trakt, Pankreas, Gallenwege, Stoffwechsel,
Nervensystem, Bewegungsapparat, Haut,
Infektionskrankheiten)

Sind bei Ihnen Allergien bekannt?

Nehmen Sie regelméaRig Medikamente?

Haben Sie heute bereits Medikamente eingenommen?

3a — Falls ja, welche?

Hat ein Arzt bei Ihnen jemals die Diagnose ,chronische
Bronchitis* gestellt?

Hat ein Arzt bei Ilhnen jemals die Diagnose ,COPD*
gestellt?

Hat ein Arzt bei lhnen jemals die Diagnose
6 .Lungenemphysem® gestellt?

Hat ein Arzt bei lhnen jemals die Diagnose ,Asthma“
7 |gestellt?




Anamnese Datum

PNr. :

Hatten Sie in den letzten 3 Jahren asthmatische

8 | Beschwerden (z.B. einen Asthma-Anfall)?
Hat ein Arzt bei Ihnen jemals eine andere
9 Lungenerkrankung als die bislang genannten
diagnostiziert?
10 War Ihre Atmung in den letzten 2 Wochen ...? 01 Schlechter als normalerweise
02 Wie immer
03 Besser als normalerweise
11 Hatten Sie in den letzten 3 Tagen Beschwerden mit 01 Ja
. . . “I)
allergischem Schnupfen, zum Beispiel ,Heuschnupfen*? 02 Nein
Hatten Sie in den letzten 3 Wochen eine
12 , : 01 Ja
?
Atemwegsinfektion? 02 Nein = 13
Vor wie vielen Tagen war der Infekt auskuriert? Anzahl Tage || |
13 Haben Sie im letzten Monat Antihistaminika genommen? L1 Ja_
02 Nein
Trifft einer der folgenden Punkte auf Sie zu?
14 01 Ja
= Herzbeschwerden in den letzten 3 Monaten 2 Nein
= Herzinfarkt im letzten Monat
15 |Wann haben Sie zuletzt etwas gegessen? vor __h__min
16 | Was haben Sie dabei gegessen?
17 |Wann haben Sie zuletzt etwas getrunken? vor _h_min
17a | Was haben Sie dabei getrunken?
18 |Haben Sie heute bereits Sport getrieben? 11 (J2
[J2 |Nein - 19
18a | Wann haben Sie heute Sport getrieben? vor __h__min




Anamnese Datum PNr. :
01 Ja
19 | Rauchen Sie zurzeit Zigaretten? 02 Nein =20
In welchem Jahr haben Sie mit dem Zigarettenrauchen begonnen
oder wie alt waren Sie damals?
Jahr / damaliges Alter in Jahren
01 RegelmaRig
Rauchen Sie regelmafiig oder gelegentlich? 2 Gelegentlich
(gelegentlich = gewdéhnlich weniger als eine Zigarette pro Tag)
Wie viele Zigaretten rauchen Sie durchschnittlich pro Tag?
01 Ja, regelméaRig

20

Haben Sie jemals Zigaretten geraucht?
(Rauchen von Zigarren, Pfeife 0. &. ist nicht gemeint.)

02
a3

Ja, gelegentlich
Nein - 21

In welchem Jahr haben Sie mit dem Zigarettenrauchen begonnen
oder wie alt waren Sie damals?
Jahr / damaliges Alter in Jahren

Wann haben Sie mit dem Zigarettenrauchen aufgehort?
Jahr / damaliges Alter in Jahren

Haben Sie regelmafiig oder gelegentlich geraucht?
(gelegentlich = gewdhnlich weniger als eine Zigarette pro Tag)

01
02

RegelmafRig
Gelegentlich

Wie viele Zigaretten haben Sie durchschnittlich pro Tag
geraucht?

21

Rauchen Sie zurzeit etwas anderes als Zigaretten (z.B. Zigarren,
Pfeife 0. 4.)?

01
02

Ja
Nein = 22

In welchem Jahr haben Sie mit dem ...-Rauchen begonnen oder
wie alt waren Sie damals?
Jahr / damaliges Alter in Jahren




Anamnese Datum

PNr. :

Haben Sie jemals etwas anderes als Zigaretten geraucht (z.B.

. . 01 Ja
% \o
22 | Zigarren, Pfeife 0. a.)7 02 Nein - 23
In welchem Jahr haben Sie mit dem ...-Rauchen begonnen oder
wie alt waren Sie damals?
Jahr / damaliges Alter in Jahren
Wann haben Sie mit dem ...-Rauchen aufgehdort?
Jahr / damaliges Alter in Jahren
01 sehr viel
o 02 viel
23 | Wie viel wird in Ihrem Haushalt von anderen geraucht?
03 kaum
04 gar nicht
01 sehr viel
S . 02 viel
Wie viel wird von anderen Personen an Ihrem Arbeitsplatz
24 eraucht? O3 kaum
g ' 04 gar nicht
05 trifft auf mich nicht zu

25

Ist Ihr Ehepartner oder Partner Raucher?

01
02
K]

ja
nein
trifft auf mich nicht zu

26

Wie viel raucht inr Ehepartner oder Partner?

01
02

Mehr als 20 Zigaretten pro Tag
Weniger als 20 Zigaretten pro Tag

27

Was raucht Ihr Ehepartner oder Partner?

01
02

[HK]

Nur Zigaretten

Aul3er Zigaretten auch Zigarren,

Pfeife o. a.

Nur Zigarren, Pfeife o. &.

28

Wie sind Sie heute angereist?

O Auto
[ U-Bahn
O zu FulR
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CAUS

Der folgende Fragebogen soll Ihre Reaktion auf Umweltreize — insbesondere chemische Reize —

erfassen.

Bitte kreuzen Sie an, wie sehr die aufgefiihrten Reaktionsweisen auf Sie zutreffen. Die Skala reicht

von 1 ,gar nicht zutreffend”, (iber 2 ,,wenig zutreffend”, 3 , etwas zutreffend”, 4 ,,anndhernd

zutreffend” bis 5 ,,sehr zutreffend”.

Bitte lassen Sie keine Frage aus!

gar nicht

sehr

zutreffend zutreffend

1 2 3 4 5

Wenn ich die Farbe in frisch gestrichenen
Rdaumen rieche bekomme ich leicht Atemnot

Sprays und trocknende Lacke verursachen
bei mir das Gefiihl von Atemnot

Bei geringen Mengen von Rauchabgasen
muss ich histeln

Sobald ich Rauchabgase rieche bekomme ich
Atembeklemmungen

Bei starkem Lackgeruch bekomme ich
Atembeklemmungen

Bei starkem Lack-oder Rauchgeruch kann mir
schwindelig werden

Auf Benzinabgase an der Tankstelle reagiere
ich empfindlich

Bei Geruch von starken Reinigungsmitteln
bekomme ich Atembeschwerden
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Welche der nachstehenden Symptome verspuren Sie aktuell?

(Bitte kreuzen Sie auf der Linie jeweils die Stelle an,
die Ihre Einschatzung am besten zum Ausdruck bringt.)

1. Trockener Husten

Uberhaupt | | sehr
nicht ' ' stark

2. ,Kratzen“ im Hals

Uberhaupt | ,  sehr
nicht ' ! stark

3. Schluckbeschwerden

Uberhaupt | | sehr
nicht ' ' stark

4. Husten mit Auswurf

Uberhaupt | ,  sehr
nicht ' ! stark

5. Pfeifendes/Brummendes Atemgerausch

Uberhaupt | ,  sehr
nicht ' ' stark

6. Engegefihlin der Brust

Uberhaupt | ,  sehr

nicht ' ! stark
7. Atemnot

Uberhaupt | ,  sehr

nicht ' ! stark
8. Niesreiz

Uberhaupt | ,  sehr

nicht ' ! stark

9. Flie3schnupfen

Uberhaupt | ,  sehr
nicht ' ' stark

Bitte Umdrehen =
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10. Stockschnupfen (verstopfte Nase)

Uberhaupt | ,  sehr
nicht ! ! stark

11. Brennen in der Nase

Uberhaupt | ,  sehr
nicht ! ! stark

12. Jucken in der Nase

Uberhaupt | ,  sehr
nicht ! ! stark

13. Kopfschmerzen

Uberhaupt | | sehr
nicht ' ' stark

14. Schwindelgefihl

Uberhaupt | | sehr
nicht ' ' stark

15. Kreislaufstérung

Uberhaupt | ,  sehr

nicht ' ! stark
16. Ubelkeit

Uberhaupt | ,  sehr

nicht ' ! stark

17. Brennen der Augen

Uberhaupt | ,  sehr
nicht ' ! stark

18. Trockenheit der Augen

Uberhaupt | | sehr
nicht ' ! stark

19. ,Miide“ Augen

Uberhaupt | sehr
nicht ' | stark

Bitte Umdrehen =
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20. Jucken der Augen

Uberhaupt | sehr
nicht ! ! stark

21. Juckreiz der Haut

Uberhaupt | | sehr
nicht ! ! stark

22. Hautausschlag

Uberhaupt | | sehr
nicht ' ' stark

Bitte Umdrehen =



Probanden-Nr.:

CAMPUS INNENSTADT
KLI N I KU M INSTITUT UND POLIKLINIK FUR
ARBEITS-, SOZIAL- U. UMWELTMEDIZIN

I_IVIU DER UNIVERSITAT MUNCHEN DIR.: PROF. DR. MED. DENNIS NOWAK

. N i

Wie war |hr Wohlbefinden in der Kammer?

(Bitte kreuzen Sie auf der Linie jeweils die Stelle an,
die lhre Einschatzung am besten zum Ausdruck bringt.)

dullerst
aullerst | ! gut
schlecht

Wie stark haben Sie den Geruch in der Kammer wahrgenommen?
(Bitte kreuzen Sie auf der Linie jeweils die Stelle an,
die lhre Einschatzung am besten zum Ausdruck bringt.)

dullerst
gar l | stark
nicht

Wie sehr haben Sie sich durch den Geruch in der Kammer belastigt gefuhlt?

(Bitte kreuzen Sie auf der Linie jeweils die Stelle an,
die lhre Einschatzung am besten zum Ausdruck bringt.)

aullerst

gar | | stark
nicht

Wie sehr haben Sie sich durch die Druckaktivitat in der Kammer insgesamt
beeintrachtigt gefuhlt?

(Bitte kreuzen Sie auf der Linie jeweils die Stelle an,
die lhre Einschatzung am besten zum Ausdruck bringt.)

adullerst

gar | | stark
nicht

Bitte Umdrehen =
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