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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Luftgetragene Partikel kommen ubiquitar in der Umwelt und am Arbeitsplatz vor und kénnen ein
gesundheitliches Risiko darstellen. In Abhangigkeit von ihren physiko-chemischen Eigenschaften
dringen die Partikel unterschiedlich tief in die Lunge ein. Obwohl die Atemwege effiziente Selbst-
reinigungsmechanismen besitzen, um einen GroRteil der eingeatmeten Partikelmenge (ca. 100
Milliarden bis 10 Billionen Partikel/Tag) zu entfernen, konnte in epidemiologischen Studien nach-
gewiesen werden, dass die Interaktion zwischen Partikeln und Zellen zu chronischen Entziindungs-
standen und in manchen Fallen zu Malignomen fiihrt. Die nachgewiesene Morbiditdat und Mortalitat
durch luftgetragene Partikel stellen nicht zuletzt auch ein erhebliches volkswirtschaftliches Problem
dar.

Die Untersuchung der Lungentoxizitdt durch inhalierbare Stdube ist eine Herausforderung, da es
schwierig ist, die in der Lunge ablaufenden Prozesse realitatsnah nachzustellen. Die Durchfiihrung
einer in vitro-Studie im Bereich der Inhalationstoxizitat ist mit hohem technologischen Aufwand
verbunden, um die in vivo-Situation zu simulieren. In bisherigen in vitro-Modellen wurden die Zel-
len entweder mit einem substanzhaltigen Medium (Submerskultur) oder direkt mit den Partikeln
an der Luft-Flissigkeits-Grenzschicht (Direktexposition) exponiert. Beide Expositionsmethoden
unterscheiden sich hinsichtlich der Versuchsdurchfiihrung und der wissenschaftlichen Aussagen.

Fir die vorliegende Arbeit wurden zwei in vitro-Methoden (Submers- und Direktexposition) ange-
wandt, um das zytotoxische Potenzial von 19 verschiedenen Substanzen zu bestimmen und mit-
einander zu vergleichen. Die Substanzauswahl war dabei von verschiedenen Faktoren (z.B. kom-
merzielle Verfligbarkeit) abhangig.

Fiir die Direktexposition von Zellen wurde die Expositionsanlage CULTEX® RFS (Radial Flow System)
genutzt. Als Modelle wurden die Zelllinien A549 (humane Lungenepithelzellen) und L929 (murine
Fibroblasten) verwendet. Der Vergleich beider Expositionsverfahren erfolgte durch die Bestimmung
der Sensitivitat und Spezifitat. Trotz des unterschiedlichen Ursprungs der Zellen waren die Sensiti-
vitdatswerte der Zytotoxizitat der substanzbehandelten Zellen vergleichbar. Bei gleicher Expositions-
dauer (24 h) war die Empfindlichkeit der Zellen bei der Direktexposition im Vergleich zur Submers-
exposition leicht erhdht. Deutliche Unterschiede zwischen den Zelllinien gab es bei der Spezifitat.
Die A549-Zellen zeigten eine hohere Spezifitdit an, d.h. die Quote, dass fiir ,nicht
inhalationstoxische” Substanzen in den Expositionsverfahren negative Testergebnisse gefunden
wurden, war hoher.

Bei der Direktexposition wird davon ausgegangen, dass die Simulation der physiologischen Bedin-
gungen der in vivo-Situation dhnlicher ist. Nachteilig ist der hohe Kosten- und Zeitaufwand bei der
Versuchsdurchfiihrung im Vergleich zur Submersexposition. Die Vergleiche der Versuchsergebnisse
aus beiden (durchgefiihrten) in vitro-Methoden reichen fiir eine behoérdliche Validierung als Alter-
nativmethode bei der Bestimmung der akuten Toxizitdt von inhalierbaren Substanzpartikeln nicht
aus. Dennoch kénnen Ergebnisse aus in vitro-Modellen verwendet werden, um eine Vorselektion
bei der Festlegung der weitergehenden Expositionsabschatzung vorzunehmen. In vitro-Versuche
konnen durch ihre einfache und kostengtinstigere Durchfliihrung einen wichtigen Beitrag zur Redu-
zierung bzw. Vermeidung von Tierversuchen leisten.
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2 Summary

Airborne particles are ubiquitous in the environment and in the workplace and can pose a health
risk. Depending on their physico-chemical properties, the particles reach different depths of the
lung areas. Although the lungs have efficient self-cleaning mechanisms to remove most of the
inhaled particles (approximately 100 billion to 10 trillion particles/day), epidemiological studies
have shown that the interaction between particles and cells leads to chronic inflammatory states
and in some cases to malignancies. The proven morbidity and mortality caused by airborne particles
also pose a significant economic problem.

The examination of the lung toxicity due to inhaled dust is a challenge because it is difficult to
realistically recreate the processes occurring in the lungs processes. Conducting an in vitro study in
the field of inhalation toxicity involves a high technological effort to simulate the in vivo situation.
In previous in vitro models, the cells were exposed either with a substance-containing medium
(submerged culture) or directly with the particles at the air liquid interface (direct exposure). Both
exposure methods differ with regard to the conduct of the experimental procedure and the
scientific statements.

For the present work, two invitro methods (submerged and direct exposure) were used to
determine and compare the cytotoxic potential of 19 different substances. Substance selection was
dependent on several factors (e.g. commercial availability).

For the direct exposure of cells, the exposure system CULTEX® RFS (Radial Flow System) was used.
The cell lines A549 (human lung epithelial cells) and L929 (murine fibroblasts) were used as models.
The comparison of both exposure methods was carried out by determining the sensitivity and
specificity. Despite the different origin of the cells, the sensitivity values of the cytotoxicity of the
substance-treated cells were comparable. At the same duration of exposure (24 h), the sensitivity
of the cells to direct exposure was slightly higher in comparison to submerged exposure. There
were clear differences between the cell lines in terms of specificity. A549 cells showed a higher
specificity, i.e. the rate that negative test results were found for "non-inhalation-toxic" substances
in the exposure procedure was higher.

For direct exposure it is assumed that the simulation of physiological conditions is more similar to
the in vivo situation. Here, the high cost and time required in the experiment compared to the
submerged exposure is disadvantageous. The comparisons of the test results from both (carried
out) in vitro methods are not sufficient for official validation as an alternative method in the
determination of the acute toxicity of inhalable substance particles. Nevertheless, results from
in vitro models can be used to provide a preselection in the determination of further exposure
assessment. In vitro tests can make an important contribution to the reduction or avoidance of
animal experiments by their simple and more cost-effective implementation.
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3 Einleitung

3.1 Gesundheitliche Schaden durch Partikel in der Atemluft

3.1.1 Aufnahme von Partikel

Luftgetragene Partikel kommen ubiquitdr vor und entstehen durch natiirliche (in der Umwelt) und
anthropogene Einwirkungen. Natdrliche Prozesse sind z.B. Waldbrande, Bodenerosionen oder vul-
kanische Aktivitaten. Die anthropogene Erzeugung von Partikeln ist vor allem durch die Nutzung
fossiler Brennstoffe, Transport, Verkehr, Industrie und durch Aktivitaten am Arbeitsplatz bedingt.
Gemische von Partikeln in der Luft bezeichnet man als Staub. In den Technischen Regeln fir
Gefahrstoffe wird dabei die folgende Unterteilung vorgenommen:

»Zu den Schwebstoffen gehéren Staub, Rauch und Nebel. Staub ist eine disperse Verteilung
fester Stoffe in Luft, entstanden durch mechanische Prozesse oder durch Aufwirbelung.
Rauch ist eine disperse Verteilung fester Stoffe in Luft, entstanden durch thermische
und/oder durch chemische Prozesse. Nebel ist eine disperse Verteilung flissiger Stoffe in
Luft, entstanden durch Kondensation oder durch Dispersion.” (TRGS 900 2018)

Unter dem Begriff Exposition versteht man eine duflere oder innere Einwirkung, der ein Organismus
ausgesetzt ist (Reichl 2009). Typische Aufnahmewege sind oral (durch Verschlucken), dermal (durch
Hautkontakt) und inhalativ (durch Einatmen). Die Wirkung flir den Organismus hangt von der Dauer
(akut, chronisch), der Intensitat der Exposition und der Reaktivitdt der beteiligten Stoffe ab. Akute
Wirkungen zeigen sich kurze Zeit nach einmaligem Kontakt mit einer Substanz, wohingegen chro-
nische Wirkungen nach mehrmaliger, oft monatelanger Exposition auftreten. Luftverschmutzungen
und arbeitsplatzbedingte Belastungen (z.B. Feinstaub, Abgase), aber auch Tabakrauch (besonders
bei Rauchern) fihren eher zur chronischen Exposition. Zu akuten Expositionen kann es durch z.B.
Unfélle oder Naturereignisse kommen.

Schitzungen ergaben, dass die Lunge pro Tag mit etwa 10! bis 10*® Partikeln belastet wird (Tsuda
et al. 2014). Die Konzentration von luftgetragenen Partikeln aller GréRenklassen wird zwischen
5.000 und 10.000 Partikel pro cm3 in landlicher Umgebung bzw. bis zu 150.000 Partikel pro cm?® in
stadtischer und in stark verkehrsbelasteten Umgebungen angegeben. Die Atemwege sind mit
wirksamen Selbstreinigungsmechanismen ausgestattet, um mit der enormen Partikelmenge
umzugehen und einen GroRteil der eingeatmeten Partikel effizient zu eliminieren.

Chemische und physikalische Eigenschaften (GroRe, Form, Dichte, etc.) der Partikel sind fiir die Ein-
dringtiefe in die Lunge entscheidend (Abbildung 3.1). In Abhéngigkeit von ihrer GroRe erreichen die
eingeatmeten Partikel unterschiedliche Abschnitte des Atemtrakts. Bei einem Durchmesser
> 10 um erreichen die Partikel nur die oberen Atemwege, bei 2-10 um gelangen sie in die Bronchien
und Bronchiolen und bei <2 pm in die Alveolen (Aktories et al. 2009). Durch eine langere
Wechselwirkung zwischen Partikeln und Zellen steigt die Wahrscheinlichkeit fir gesundheitliche
Auswirkungen, die sowohl forderlich als auch schadlich sein kénnen.
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Abbildung 3.1 Eindringtiefe der Partikel in den Atemtrakt in Abhdngigkeit von der PartikelgroRe
(entnommen aus BeruBe et al. 2009)

3.1.2 Aufbau und Funktion der Lunge

Bei Intoxikationen durch Inhalation ist vor allem der Atemtrakt betroffen. Bei Exposition gegenlber
verschiedenen Substanzen kann es zu Schadigungen der Atemwegszellen kommen (Castell et al.
2005). Das Atmungssystem unterteilt sich in die luftleitenden (Nasopharynx, Trachea, Bronchen)
und die gasaustauschenden Abschnitte (Lunge mit den Alveolen).

Aufgaben der luftleitenden Organe sind der Transport und die Erwdarmung der Atemluft. Die Atem-
wege sind von einer Schleimhaut (Mucosa) mit einem Flimmerepithel, in das zahlreiche Becher-
zellen und tubulo-alveolare (seromukdse) Driisen eingelassen sind, ausgekleidet. Der von den
Becherzellen gebildete, viskose Schleim und das von den Driisen abgesonderte, diinnfliissige Sekret
dienen u.a. als Schutz vor Austrocknung. Die auf dem Epithel befindlichen Flimmerharchen (Kino-
zilien) unterstiitzen den Selbstreinigungsprozess, indem sie den Schleim und die darin befindlichen
Partikel durch Zilienbewegungen in Richtung der Mundhohle zum Oropharynx transportieren
(Faller 1999, Tackmann 1991).

Die in der Brusthohle liegenden Lungen unterteilen sich in zwei Lungenfliigel, die sich wiederum in
Lungenlappen und weiter in Lungensegmente gliedern (Bocker et al. 2004). Innerhalb der Lungen-
segmente verzweigen sich die Bronchien, die der Leitung der Luft dienen, in immer kleinere Aste
(Bronchialbaum). Am Ende der Verzweigung des Bronchialbaums gehen mehrere kleinere Aste ab,
die in Alveolengédnge mit den Alveolarsdckchen miinden. In den Alveolarsdckchen befinden sich die
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Alveolen (Lungenbldschen), die der Ort des Gasaustauschs zwischen Luft und Blut sind. Bei einem
Erwachsenen wird die Gesamtzahl der Alveolen, deren Durchmesser atemabhangig zwischen
50 um und 250 um schwankt, auf ungefdahr 300 bis 700 Millionen in beiden Lungen geschatzt
(BeruBe et al. 2009, Ochs et al. 2004, Weibel 2013). Das entspricht einer dem Gasaustausch
dienenden Gesamtoberfliche von etwa 100 bis 140 m? (B6cker et al. 2004, Gehr et al. 1978,
Knudsen et al. 2018). In der Lunge sind Uber 60 verschiedene Zelltypen zu finden (Knudsen et al.
2018, Stone et al. 1992). Wichtigste Aufgabe der Lunge ist der Gasaustausch, also die
Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxidabgabe. Die Alveolen als Ort dieses Gasaustauschs werden
daher auch als Atmungskammern bezeichnet. Die Alveolen sind traubenartig aneinandergelagert,
wobei sie an den Wanden mit den jeweils benachbarten Alveolen verwachsen sind. Die
Alveolenwand wird von kleinen und groRen Alveolarepithelzellen ausgekleidet. Man unterscheidet
Pneumozyten Typ | und Pneumozyten Typ Il. Die kleinen Alveolarepithelzellen (Pneumozyten Typ 1)
sind lange, diinne Zellen, die auch Deckzellen genannt werden, da sie etwa 97 % der
Alveolaroberflache bilden. Uber Interzellularverbindungen (tight junctions) sind sie mit den groRen
Alveolarepithelzellen verbunden (Bocker et al. 2004, Tackmann 1991). Die groRen
Alveolarepithelzellen (Pneumozyten Typ ll), die etwa 3% der Alveolaroberfliche ausmachen,
produzieren das sogenannte Surfactant. Das Surfactant (surface active agent) ist ein
oberflachenaktives Gemisch aus 80-90 % Phospholipiden, 5-10 % neutralen Lipiden und 5-10 %
Proteinen. Dieses verhindert durch die Reduzierung der Oberflachenspannung ein Zusammenfallen
der Alveolen wahrend der Atmung (Bocker et al. 2004, Knudsen et al. 2018, Stone et al. 1992).

Auf der Oberflache der Alveolen sitzen die Alveolarmakrophagen, auch Fresszellen genannt. Zu
deren Aufgabe gehort die Aufnahme von Fremdstoffen (Phagozytose) und der Abtransport sowohl
Uber das Bronchial- und Lymphsystem, teilweise auch Uber die Blutgefalle. Durch mukozilidre
Clearance (Abscheidemechanismus) und Husten werden die Partikel mundwarts bewegt, nach Ver-
mischung mit Speichel verschluckt und so aus dem Atemtrakt entfernt (Patton et al. 2010). Bei der
Arbeit der Makrophagen werden Zytokine freigesetzt, die Entziindungszellen anlocken kénnen.
Laufen diese Prozesse (iber einen langeren Zeitraum ab, kdnnen sich in den Alveolen chronische
Entzindungen ausbilden (TRGS 900 2018).

3.1.3 Auswirkungen von Partikeln auf die Gesundheit

In epidemiologischen Studien wurden die gesundheitlichen Auswirkungen von inhalierten Partikeln
auf den Menschen untersucht. Dabei konnte ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von
Partikeln (0,5 um) aus Industrie- und Umweltverschmutzung und der Beeintrachtigung der
menschlichen Gesundheit gezeigt werden (Savi et al. 2008). Die schadigenden Auswirkungen der
partikelhaltigen Luft reichten dabei von der Reizung bis zu systemischen Erkrankungen des
Menschen (BeruBe et al. 2009). Es sind akute zyto- und genotoxische Effekte aber auch chronische
Veranderungen moglich. Die beobachteten morphologischen und funktionellen Anderungen waren
dabei teilweise reversibel, teilweise kam es zu persistenten Modifikationen der Luftwege
(Aufderheide et al. 2011). In mehreren Studien wurde beim Menschen eine positive Korrelation
zwischen Luftverschmutzung und der Verschlimmerung bereits bestehender Atemwegserkran-
kungen, ein Anstieg von Todesfallen durch kardiovaskulédre und kardiopulmonale Erkrankungen so-
wie Lungenkrebs nachgewiesen. Erhohte Partikelbelastung war mit einer Einschrankung der Lun-
genfunktion bzw. einem Anstieg der Atembeschwerden, wie z.B. chronischer Husten, Dyspnoe,
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Bronchitis und Asthmaanfille, verbunden (Dockery et al. 1993, Dockery et al. 1989, Pope et al.
1991, Seaton et al. 1995). Auch nach der Beriicksichtigung von Faktoren, z.B. Alter, Geschlecht,
Zigarettenkonsum, berufsbedingte Exposition, blieb die Korrelation zwischen Luftverschmutzung
und Erkrankungen bzw. Sterblichkeit auffillig (Dockery et al. 1993). Schatzungen zufolge sind
ca. 800.000 vorzeitige Todesfalle und 7,9 Millionen sogenannter DALYs pro Jahr auf Luftschadstoffe
zurtickzufiihren (WHO 2002). DALY (disability-adjusted life year) gibt die Anzahl der durch Krank-
heit, Behinderung oder frithen Tod verlorenen (Lebens-)Jahre an.

3.2 REACH

In der Europaischen Union (EU) trat am 1. Juni 2007 die Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 (REACH-
Verordnung) in Kraft (Europdische Gemeinschaft 2006). Die Chemikalienverordnung REACH steht
fiir die ,Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrdankung chemischer Stoffe” (Registration,
Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals). Diese Verordnung soll (1) einen Schutz der
menschlichen Gesundheit und der Umwelt sicherstellen und (2) die Wettbewerbsfahigkeit der
chemischen Industrie in der EU fordern. REACH gilt fiir alle chemischen Stoffe, die in der EU herge-
stellt, importiert, in den Verkehr gebracht oder verwendet werden. Ausgenommen sind Stoffe, die
zu anderen gesetzlich geregelten Bereichen, wie z.B. Human- und Tierarzneimittel, Medizinpro-
dukte, gehoren. Die Verordnung ist an Unternehmen gerichtet, die Chemikalien herstellen oder
importieren, denn nur unter REACH registrierte Stoffe diirfen in der EU hergestellt oder in den
Verkehr gebracht werden (,,no data — no market“). Die Unternehmen sind in der Pflicht, die Risiken,
die von den Stoffen ausgehen, aufzuzeigen und zu identifizieren sowie durch geeignete Risiko-
managementmalnahmen die Anwender zu informieren und vor Schaden zu bewahren. Zu diesen
Informationen gehoren u.a. Daten Uber die (schadigenden) Eigenschaften des Stoffes, Anreiche-
rung im Organismus und Persistenz in der Umwelt als auch die Einschatzung liber das Ausmal der
Exposition, d.h. in welchem Umfang der Mensch mit dem Stoff in Kontakt kommen kann. Der
Datenumfang und die Priifanforderungen sind von der jahrlichen Produktionsmenge des hergestell-
ten bzw. importierten Stoffs abhangig. Die zustandige Behorde ist die Europdische Chemika-
lienagentur (European Chemical Agency, ECHA) mit Sitz in Helsinki.

3.2.1 Tierschutz unter REACH

Ein wichtiges Ziel unter REACH ist der Tierschutz durch Anwendung des 3R-Prinzips (replacement,
reduction, refinement) und die damit einhergehende Vermeidung bzw. Begrenzung von Tierver-
suchen (REACH-Verordnung, Titel Ill, Kapitel I, Artikel 25, Abs. 1). Das bedeutet, dass Tierversuche
nach Moglichkeit durch alternative Methoden ersetzt (replacement), die Anzahl der eingesetzten
Tiere (reduction) verringert wird oder durch intelligente und artgerechte Versuchsplanung
bzw. -durchfiihrung Belastung und Leiden (refinement) minimiert werden. Das 3R-Prinzip geht auf
die wissenschaftlichen Arbeiten des Zoologen William Moy Stratten Russel und des Mikrobiologen
Rex Leonard Burch in ihrem Buch ,The Principles of Human Experimental Technique® von 1959
zuriick (Russell et al. 1959). Unternehmen, die Stoffe unter REACH registrieren mussen, sind ange-
halten, Tierversuche nur dann durchzufiihren, wenn die Daten aus maligeblichen und verfligbaren
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Informationsquellen nicht ausreichen. Zu den Quellen zdhlen u.a. bestehende Veroffentlichungen
und Alternativmethoden (z.B. in vitro-Studien oder in silico-Methoden).

Bei der Durchfiihrung von in vitro-Studien werden Versuche mit kultivierten Zelllinien, isolierten
Geweben oder Organen durchgefiihrt. Mit Hilfe kultivierter Zellen kénnen zelluldre Prozesse, z.B.
der Zellstoffwechsel, erforscht werden. Gleichzeitig ist es moglich, durch Manipulation der kulti-
vierten Zellen mechanistische Vorgange zu untersuchen. Nachteilig bei Zellkulturen ist, dass iso-
lierte Zellen nicht alle biologischen und funktionellen Eigenschaften der in vivo-Situation aufzeigen
(Rothen-Rutishauser et al. 2008b).

Unter in silico-Methoden werden mathematische und computergestiitzte Techniken und Modelle
zusammengefasst, mit denen komplexe Abldufe simuliert und erwartbare Toxizitdten durch
Strukturvergleiche vorhergesagt werden. Kern dieser Methoden sind Struktur-Wirkungs-Beziehung
(structure activity relationship, SAR), d.h. es wird ein Zusammenhang zwischen der chemischen
Struktur und der biologischen Wirkung eines Molekdls abgeleitet.

Man unterscheidet Expertensysteme und quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen
(quantitative structure activity relationship, QSAR). Bei den Expertensystemen erfolgt die Zusam-
menfligung von Kenntnissen tiber die Substanz und der entsprechende Strukturinformation in einer
Datenbank (,knowledge base"). Auf Grundlage der Daten kdnnen vor allem qualitative Aussagen
Uber den Mechanismus einer Substanz, weniger (iber das Ausmall der Effekte getroffen werden
(Simon-Hettich et al. 2005). QSAR sind Modelle, die vorhandene Daten einer Substanzgruppe nut-
zen, um die wahrscheinliche Wirkung einer Substanz mit dhnlichen Strukturmerkmalen voraus-
zusagen (Taylor et al. 2014). (Halb)quantitative Aussagen sind aufgrund von Korrelationsbetrach-
tungen moglich. Diese basieren auf der Zuordnung von (physiko)chemischen Eigenschaften (z.B.
Elektronendichteverteilung, Polaritdt, Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient) und beobachteten
biologischen Effekten (Simon-Hettich et al. 2005). Derzeit ist die Komplexitat biologischer (toxi-
scher) Effekte mit computergestiitzten Programmen nur schlecht vorhersagbar. Diese Vorhersage-
systeme werden dennoch zukiinftig in Priifverfahren einen wichtigen Stellenwert haben, da sie eine
wertvolle Ergdnzung vor allem bei der toxikologischen Einordnung von bislang unbewerteten Stof-
fen bieten. Die Bedeutung fiir den Tierschutz besteht laut Simon-Hettich et al. vor allem darin, ,,ein-
deutig positiv vorhergesagte und von einem Experten ebenfalls so bewertete Substanz nicht der
experimentellen Testung zu unterziehen, sondern nur mehr die als unwirksam, vorhergesagten
Substanzen tierexperimentell zu Giberprifen” (Simon-Hettich et al. 2005). Die Anzahl der Tierver-
suche konnte dadurch drastisch verringert werden.

3.3 Inhalationstoxikologie

Entsprechend der REACH-Verordnung werden die toxikologischen Daten von den registrierungs-
pflichtigen Stoffen unter verschiedenen Expositionsrouten erfasst. Die Methoden zur Toxizitatspri-
fung sind in der Verordnung (EG) Nr. 440/2008, Teil B: Methoden zur Bestimmung der Toxizitat und
sonstiger Auswirkungen auf die Gesundheit, geregelt (Europdische Gemeinschaft 2008a). Eine
Toxizitdtsprifung unter dieser Verordnung ist die ,Akute Toxizitdt (Inhalation)”. Diese orientiert
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sich an den von der Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung
(Organisation for Economic Cooperation and Development, OECD) im Rahmen der Richtlinien fur
die Prifung von Chemikalien (Guidelines for the Testing of Chemicals) erstellten Prifrichtlinien (Test
Guidelines, TG) TG 403 (Acute Inhalation Toxicity), TG 433 (Acute Inhalation Toxicity: Fixed Concen-
tration Procedure) und TG 436 (Acute Inhalation Toxicity - Acute Toxic Class Method) (OECD 20093,
2009b, 2018b).

Bei der Priifung der akuten Toxizitdt werden Nagetiere (vorzugsweise Ratten) mit der Prifsubstanz
fir eine bestimmte Zeit (meist 4 Stunden) exponiert. Fiir die Untersuchung sind Inhalations-
kammern zu nutzen, die den ganzen Korper oder nur den Kopf bzw. Kopf-Nase-Bereich betreffen.
Bei Ganzkorperexpositionen wird angenommen, die menschliche Situation realistischer nachzustel-
len, gleichzeitig ist die Stoffabsorption liber andere Aufnahmewege moglich (Pauluhn 2003b). In
den Prifkammern muss eine homogene Priifatmosphare sichergestellt werden. Die Versuchstiere
werden nach der Exposition mindestens 14 Tage lang beobachtet, wobei auf kérperliche Verande-
rungen als auch auf Anderungen des Verhaltens geachtet wird. Betrachtet werden u.a. Fell, Haut,
Schleimhaute, Augen, Atmung, Salivation, Nervensystem, Motorik, Schlafverhalten und Nahrungs-
aufnahme. Am Versuchsende erfolgt die Sezierung aller wahrend des Versuchs gestorbener Tiere
und der Uberlebenden Tiere. Tritt innerhalb des Beobachtungszeitraums keine substanzbedingte
Mortalitdt auf, die durch eine vierstiindige Exposition nach 5 mg/l (Aerosol, Stdube), 20 mg/I
(Dunst) oder 20.000 ppm (Gas) bzw. durch die maximal erreichbare Konzentration bei der Anwen-
dung bestimmt wird, wird die Einstufung als ,,nicht giftig“ vorgenommen und von weiteren Ver-
suchen abgesehen.

Die einzelnen Prifrichtlinien unterscheiden sich im Design der Versuchsdurchfiihrung (Tabelle 3.1,
(OECD 2018a)). Je nach wissenschaftlichen Erfordernissen wird bei der TG 403 zwischen der tradi-
tionellen LCso-Studie und der Cxt-Studie (Konzentration x Zeit-Studie) unterschieden. Bei der
LCso-Studie werden flinf Tiere pro Geschlecht und Konzentration exponiert. Bei der schrittweisen
Abstufung wird angenommen, dass die niedrigste Konzentration die geringste Sterblichkeit bedingt
bzw. die hochste Konzentration fiir die meisten Tiere tddlich ist. Die Konzentration der Priifsubstanz
ist so zu wahlen, dass aus der Konzentrations-Mortalitats-Kurve (Absterbekurve) ein Erwartungs-
wert fiir die letale Konzentration, die zum Absterben von 50 % der Testpopulation fiihrt (LCso-Wert),
angebbar ist. In der aktuellen Ausfihrung sind mindestens drei Dosisgruppen zu wahlen. Bei der
C x t-Studie werden die Tiere entweder einer Konzentration (Limit Test) oder mehreren Exposi-
tionszeitraumen pro Konzentration ausgesetzt. Bei der TG 403 basiert die Einstufung der Toxizitat
auf der Mortalitdt der Tiere und dem daraus abgeleiteten mittleren letalen Konzentrationswert
(LCso). Bei der Studie nach der TG 433 werden Gruppen von fiinf (vorzugsweise mannlichen) Tieren
in festgelegten Konzentrationen exponiert. Fiir die eindeutige Einstufung der Toxizitat kénnen wei-
tere Tiergruppen mit niedrigeren oder hoheren Konzentrationen der Prifsubstanz behandelt wer-
den. Die TG 436 ist der TG 433 im Ablauf dhnlich. Auch hier werden fiir die Einstufung der Toxizitat
die Tiere mit festgelegten Konzentrationen behandelt. Die Anzahl der Tiere unterscheidet sich, da
bei der TG 436 Gruppen von jeweils drei Tieren pro Geschlecht exponiert werden (Tabelle 3.1).



Tabelle 3.1 Vergleich der TG 403, TG 433 und TG 436 zur Priifung der Akuten Toxizitit (Inhalation)
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TG 403 TG 403 TG 433 TG 436
(LCso-Studie) (C x t-Studie)
Test- abhangig vom abhangig vom Aerosole: 0,05; 0,5; | Aerosole: 0,05;0,5;
Konzen- Studiendesign Studiendesign 1,0; 5,0 mg/I 1,0; 5,0 mg/I
trationen Dunst: 0,5; 2,0; Dunst: 0,5; 2,0;
10,0; 20,0 mg/| 10,0; 20,0 mg/I
Gase: 100; 200; Gase: 100; 200;
2.500; 20.000 ppm | 2.500; 20.000 ppm
Expositions- | (meist) 4 h 5 Expositions- 4h 4h
dauer zeitrdume pro
Konzentration
Anzahlder |5Qund5d 1-22und1-2 3 | 53 (vorzugsweise) | 3 Qund3 3
Tiere (je Expositions-
zeitraum)

3.3.1 Herausforderungen bei der Entwicklung von Alternativmethoden

Auf der einen Seite steigt die Nachfrage nach Untersuchungen zu Gefahren- und Risikobewer-
tungen fiir die menschliche Gesundheit und Umwelt. Gleichzeitig gilt es, die Forderungen nach
Alternativmethoden zu Tierversuchen zu erfillen. Die Entwicklung, Etablierung und die
anschlieRende Akzeptanz von Alternativmethoden durch Behorden sind langwierig und schwierig
(Garthoff 2005). Die Entwicklung alternativer Testansatze in der Inhalationstoxikologie ist durch die

Komplexitat der in vivo-Situation eine methodische Herausforderung.

Nach TG 403, TG 433 und TG 436 werden unter der akuten Inhalationstoxizitat alle schadlichen Aus-
wirkungen auf den Atemtrakt und die systemische Schadwirkung durch inhalierbare Substanzen
nach einmaliger Expositionsdauer (< 24 h) zusammengefasst. Die Untersuchung der pathologischen
Veranderungen und Stérungen des Atemtrakts ist durch unterschiedliche Methoden méglich, wo-
bei die jeweiligen Vor- und Nachteile vor Versuchsdurchfiihrung abzuwdagen sind:

(1) in vivo-Studien (Tierversuche)
(2) exvivo-Studien (Untersuchungen an Zellen, Geweben, Organen aullerhalb des Organismus)
(3) in vitro-Studien (Zellkultursysteme)

Versuche mit Tieren imitieren am ehesten die Situation beim Menschen (Pauluhn 2005). Sie bieten
den Vorteil der langfristigen Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen Prifsubstanz und
Organismus. Die Aussagekraft der in vivo-Versuche wird durch die speziesbedingten Unterschiede
limitiert. Der Atemtrakt ist aus liber 60 verschiedenen Zelltypen zusammengesetzt, die entspre-
chend ihrer mannigfaltigen Funktion in verschiedenen Bereichen des Atemtrakts lokalisiert sind
(Knudsen et al. 2018, Parent 2015, Stone et al. 1992). Sie sind Angriffspunkt flr toxische Wirkungen,
so dass aufgrund der Komplexitat auf zelluldrer Ebene eine Bewertung in der Lungentoxikologie
diffizil ist. Speziesbedingte anatomische Abweichungen in der Lungenmorphologie, verschiedene
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Atemfrequenzen und -tiefen wirken sich auf die Schadensprofile aus und begrenzen die Ubertrag-
barkeit der aus Tierversuchen gewonnenen Daten auf die menschliche Situation (Parent 2015). Fir
die Translation der Daten werden spezies-spezifische Extrapolationsfaktoren angewandt, fiir die es
standardisierte Vorgehensweisen gibt. Der Gebrauch solcher Extrapolationsfaktoren bei der Fest-
legung von Grenzwerten ist immer mit Unsicherheiten verbunden (TRGS 900 2018).

Im Vergleich zu anderen Aufnahmewegen ist die Abschatzung der durch Inhalation aufgenomme-
nen Substanzmenge durch die heterogene Partikelverteilung im Atemtrakt schwierig (Pauluhn
2008). Meist wird die ,Partikelkonzentration in der Atmosphére’ als Dosis bezeichnet. Die inhalativ
aufgenommene Menge von Substanzen ist von mehreren Faktoren abhangig wie z.B. Expositions-
konzentration und -dauer, PartikelgroRRe, individuelles Atmungsverhalten. Zudem muss die Kinetik
der Partikel, d.h. die Liberation, Absorption, Retention im Atemtrakt, die Verstoffwechselung und
Elimination, bericksichtigt werden (Pauluhn 2003a). Der GrofRteil der Toxizitdtsstudien wird mit
Einzelsubstanzen durchgefiihrt, wahrend die Substanzen in der Atmosphare meist als Gemisch auf-
treten, wie z.B. bei Umweltkontaminationen, Tabakrauch, Abgasen. Untersuchungen mit Substanz-
gemischen stellen eine besondere Herausforderung bei der Bewertung der Toxizitat dar (Pauluhn
2005). Die Generierung von Aerosolen wird bei den derzeitigen Testmethoden in der Inhalations-
toxikologie durch aufwandige Apparate ermoglicht, bei der die gleichméaBige und stabile Partikel-
generation eine technische Herausforderung ist (Pauluhn 2004).

Zellkultursysteme (in vitro-Methoden) kénnen dazu beitragen, die Interaktionen der inhalierten
Partikel mit den Zellen zu verstehen. Vorteilig bei in vitro-Versuchen ist die technisch einfache,
schnelle und kostengiinstige Durchfiihrung. Die Methoden unterscheiden sich durch die verwende-
ten Zelltypen und durch die Art der Substanzeinbringung bei der Exposition. Die Vorziige und Be-
schrankungen der einzelnen Systeme und das Ziel der Untersuchung beeinflussen die Wahl der Ver-
suchsdurchfiihrung. Die fir in vitro-Versuche verwendeten Zellen sollten in ihrem Verhalten der
in vivo-Situation so ahnlich wie moglich sein (Emura et al. 1990). Die verschiedenartigen zelluldren
Mechanismen und biologischen Reaktionen der nativen Zellen, Geweben und Organe werden
in vitro-Versuchen rationalisiert. In vitro-Kulturen kénnen allerdings die differenzierten funktionel-
len Charakteristika der entsprechenden Gewebe und Organe nicht vollstindig widerspiegeln
(Rothen-Rutishauser et al. 2008b).

Gebréauchlich sind menschliche Primérzellen (z.B. humane Bronchialepithelzellen (HBE) oder kleine
Atemwegsepithelzellen (SAEC)) oder Zelllinien (z.B. BEAS-2B, Calu-3, A549 oder NCI-H292)
(Clippinger et al. 2018a). Durch die Verwendung von nur einem Zelltyp (Monokulturen) kénnen In-
formationen Ulber zelluldre Signalwege untersucht werden. Beispielsweise werden fir die Erfor-
schung von biochemischen und molekularen Mechanismen bei Atemwegserkrankungen wie
Asthma, Zystischer Fibrose und chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) epitheliale Zellen
verwendet (Mathis et al. 2013). Nachteilig bei Monokulturen ist die fehlende Abbildung der kom-
plexen in vivo-Situation (Blank et al. 2006, Kasper et al. 2011, Rothen-Rutishauser et al. 2008a). Der
mangelhaften Ahnlichkeit der physiologischen Situation wird durch die parallele/gleichzeitige Kul-
tivierung von verschiedenen Zelltypen (Co-Kulturen) begegnet. In komplexen Kultivierungssys-
temen ist die Bestimmung der spezifischen Rolle der einzelnen Zelltypen bei der Interaktion mit der
Substanz schwierig (Herzog et al. 2013, McMullen et al. 2018). Ein in vitro-Testsystem bestehend
aus allen Zelltypen ist zum derzeitigen Zeitpunkt nicht umsetzbar (Clippinger et al. 2018a).

10
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Die mono- oder co-kultivierten Zellen der in vitro-Modelle werden direkt mit den Partikeln an der
Luft-Flussigkeits-Grenzschicht (air liquid interface, ALI) oder in einem partikelhaltigen Medium (sub-
mers, SUB) exponiert (Abbildung 3.2). Die ALI Exposition von Zellen ist eine Methodik, bei der die
Zellen direkt mit Gasen, festen oder fliissigen Substanzen in Kontakt treten (Mathis et al. 2013, Paur
et al. 2011). Dieses Expositionsverfahren soll die Situation in den Alveolen der Lunge realitdtsndher
darstellen und fiir die Untersuchung der Mechanismen der Toxizitdt bei Lungenschadigungen
geeigneter sein. Fur die Durchfiihrung von ALl Expositionen kdnnen verschiedene zellbasierte
Modellsysteme angewandt werden (Faber et al. 2018). Die Verwendung von Zellkulturinserts ist
dabei sehr verbreitet. In diesem Versuchssystem befinden sich die Zellen auf einer semipermeablen
Membran. Die Nahrstoffversorgung erfolgt durch Poren von der basalen Seite. Auf der apikalen
Seite gelangen wahrend der Exposition die Zellen direkt mit dem Gas oder der Substanz in Kontakt.
Bei der Durchfiihrung der ALI Expositionen kann die Dosis, d.h. die applizierte Substanzmenge, er-
mittelt werden (Paur et al. 2011). Eine Alternative zu den Zellkulturinserts bietet das Hanging Drop-
Verfahren. Hierbei werden auf der Unterseite von sogenannten Hangenden Fallplatten (hanging
drop plates) geringe Volumina (Tropfchen) einer Zellsuspension aufgebracht. Durch diese Zell-
kultivierung bilden sich Spharoide, die nachfolgend eine langfristige Exposition (bis 20 Tage) ermdg-
licht (Faber et al. 2018, Liu et al. 2013)

Submerged Exposure Air-Liquid Interface Exposure

Aerosol-laden air is
brought into direct
contact with the cell
culture, which is supplied
with medium through a
perforated membrane
from below. Thus, a
fraction of the airborne
particles is deposited
onto the cells.

A suspension of particles is
added as bulk liquidto the
cell culture, which is covered
by cell culture medium.

Abbildung 3.2 Vergleich der Partikelexposition von Zellen bei submerser Kulturbedingung (links) und an
der Luft-Fliissigkeits-Grenzschicht (rechts) (entnommen aus Paur et al. 2011)

Bei der SUB Exposition wird die Substanz in FlUssigkeit (meist Medium) dispergiert und zu den
Zellen gegeben, d.h. die Zellen sind vollstandig mit substanzhaltigem Medium Uberschichtet. Die
auf die Zellen einwirkende Partikelmenge kann abgeschatzt werden, da die Konzentration im
Kulturmedium proportional zur Dosis ist (Paur et al. 2011). Eine Interaktion zwischen Partikeln und
Medium, z.B. durch Agglomeratbildung, ist nicht auszuschlieBen, was die biologische Wirkung
beeinflussen kann (Paur et al. 2011). Die Entscheidung fiir das passende Testsystem ist von den
physiko-chemischen Eigenschaften der Substanz abhangig (Clippinger et al. 2018a, Paur et al. 2011).

11
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3.3.2 Alternativmethoden in der Inhalationstoxikologie

Es konnte gezeigt werden, dass in vitro-Modelle fiir die Untersuchung der Toxizitdt von luftgetra-
genen Substanzen nitzlich sind. Die im Folgenden aufgezeigten Ansatze stellen eine Auswahl von
Alternativmethoden in der Inhalationstoxikologie dar. Unterschiede zwischen den einzelnen
Methoden sind u.a. die verwendeten Substanzen und deren spezifische Einbringung in das Test-
system als auch unterschiedliche Zellsysteme und Zelllinien. Die meisten Ansadtzen basieren auf der
ALl Exposition luftgetragener Partikel. Bei vielen Testsystemen handelt es sich um laborspezifische
Konstruktionen und Anwendungen. Es gibt aber auch kommerzielle Expositionssysteme, wie die
CULTEX® Expositionstechnologie oder das Vitrocell® System (Paur et al. 2011, Upadhyay et al.
2018).

ALICE

Das air liquid interface cell exposure system (ALICE) ist speziell flir die Exposition von aerosolisierten
Nanopartikeln entwickelt. Im Expositionssystem wird eine Tropfchenwolke erzeugt, die dann zu den
Expositionskammern geleitet wird und sich dort gleichmaRig auf der Zelloberfliche ablagert
(Upadhyay et al. 2018). Dieses Verfahren wurde bei der Untersuchung von co-kultivierten Zellen
mit Silbernanopartikeln (Herzog et al. 2013), Zink und Gold (Lenz et al. 2009) verwendet.

XposeALl

Mit dem von lJi et al. entwickelten System XposeALl, das an den Preciselnhale-Aerosolgenerator
gekoppelt werden kann, konnen Zellen mit Aerosolen (bes. aerosolisierten Nanopartikeln)
behandelt und untersucht werden. Das Expositionssystem wurde in einer von lietal.
durchgefiuhrten Studie zur Untersuchung der Auswirkungen von Palladium-Nanopartikel auf
3D-Modelle (humane primare Bronchialepithelzellen und Fibroblasten) verwendet (Ji et al. 2017).

Hanging Drop

Liu et al. entwickelten das Hanging Drop Air Exposure System. Die ALl Exposition mit Aerosolen ist
fiir einen Zeitraum von 1 Stunde bis 20 Tage moglich. Als Modellsystem wurden beispielsweise
A549-Zellen eingesetzt (Liu et al. 2013).

Vitrocell® System

Dieses in vitro-Expositionssystem ist eine Konstruktion, die Aerosole direkt durch Einlassdiisen zu
den Zellen fiihrt. Die definierte Abscheidung von Partikel ist durch einen gréRenselektierenden Ein-
lass an der Zuleitung moglich. Mit dieser Apparatur wurden in mehreren Studien Untersuchungen
von Zigarettenrauch, luftgetragenen Schadstoffen und Nanomaterialien als auch mit Aerosolen, die
zu therapeutischen Zwecken eingesetzt werden kénnen, durchgefiihrt (Deschl et al. 2011, Keyser
et al. 2019, Majeed et al. 2014).
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3.3.3 CULTEX® Radial Flow System

In der vorliegenden Arbeit wurde das patentierte Expositionssystem CULTEX® Radial Flow System
(CULTEX® RFS, Cultex Laboratories, Hannover; PCT/EP2009/007054) verwendet (Abbildung 3.3)
(Mohr 2010). Durch eine hochentwickelte Technik ist dieses Expositionssystem flexibel einsetzbar
und flr unterschiedliche Expositionsszenarien geeignet. Der Vergleich von Ergebnissen aus
Expositionsexperimenten zeigte eine definierte Exposition und eine gute Reproduzierbarkeit
sowohl innerhalb eines Labors als auch zwischen verschiedenen Laboren (Steinritz et al. 2013,
Tsoutsoulopoulos et al. 2019).

Abbildung 3.3 Darstellung des Expositionssystems CULTEX® RFS (entnommen aus Mohr 2010 (links) bzw.
Aufderheide et al. 2017 (rechts))

Das CULTEX® RFS kann fir die Untersuchung von Gasen, luftgetragenen Partikeln (Aerosolen) als
auch komplexen Gemischen (z.B. Dieselabgase, Zigarettenrauch, fllichtige Substanzen) nach
direkter Exposition von Zellen verwendet werden (Aufderheide et al. 2000, Paur et al. 2011). Als
zelluldre Testsysteme kénnen kultivierte Zellen (u.a. A549, 16HBE140-) und Bakterien (z.B. Salmo-
nella typhimurium) dienen, die sich in voneinander unabhangigen Expositionskammern befinden
(Aufderheide et al. 2013, Aufderheide et al. 2011). Durch die biphasische Kulturtechnik wird die
Exposition an der Luft-Fllssigkeits- bzw. Luft-Agar-Grenzschicht ermdglicht. Dabei werden die auf
einer mikroporésen Membran kultivierten Zellen von der basalen Seite mit Nahrstoffen versorgt.
Gleichzeitig treten die Zellen an der apikalen Seite direkt mit den Partikeln in Kontakt, ohne dass
diese zuvor im Expositionsmedium solvatisiert werden miussen. Die Expositionskammern des
CULTEX® RFS kdnnen durch verschiedene Adapter an die individuellen, fiir das zelluldre Testsystem
benotigten Bedingungen sowie fiir die spezifischen, zu untersuchenden Endpunkte angepasst
werden. Je nach Fragestellung kdnnen unterschiedliche biologische Effekte, z.B. metabolische
Toxizitdt (als verminderte Formazan-Bildung) oder der ATP- und Glutathiongehalt gemessen wer-
den (Aufderheide et al. 2013, Aufderheide et al. 2017, Aufderheide et al. 2011). Das CULTEX® RFS
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ist wahrend der Exposition nicht mit einem Zellkulturinkubator verbunden. Durch die CO;-unab-
hangige Ventilation ist der Einsatz auch auBerhalb eines Labors, z.B. im Freien zur Untersuchung
von Umgebungsluft, durchfiihrbar. Die Moglichkeit, das System mit Varianten der Generierung von
Testatmosphdaren zu verbinden, erhéht die Flexibilitat (Aufderheide et al. 2002, Ritter et al. 2001).

Bei den Expositionssystemen gibt es zwei Moglichkeiten flir den dynamischen Einlass der
Testatmosphare: lineare und radiale Einspeisung. Das Vorgangermodell CULTEX® Cell Gravimetric
(CULTEX® CG) nutzte das lineare Stromungssystem. Das Verteilungsmuster der Partikel zeigte eine
Instabilitdt zwischen den einzelnen Kammern. AuBerdem waren die Partikel innerhalb der
Kammern ungleichmaRig tber die Flache verteilt. Die schwankende Partikeldistribution fihrte zur
Entwicklung der radialen Einleitungsvorrichtung (Aufderheide et al. 2017). Durch die radiale Ein-
lassdiise wurde die homogene Verteilung der Partikel auf die in den einzelnen Expositionskammern
befindlichen Zellen moglich. Eine reproduzierbare homogene Verteilung ist fir die Vergleichbarkeit
von Effekten in biologischen Testsystemen unerlasslich.

Das CULTEX® RFS ist ein speziell konstruiertes System, das sich vor allem durch die ALl Exposition
von Zellen mit unterschiedlichen Testatmospharen auszeichnet. Dadurch wird im Gegensatz zum
submersen Verfahren die physiologische Situation in der Lunge realitatsnaher dargestellt. Techno-
logisch ist das radiale Stromungssystem, das eine gleichmafRige Partikeldistribution ermdglicht, her-
vorzuheben. Die hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sprechen fiir die Verlasslichkeit des Expo-
sitionsverfahrens. Im Bereich der Inhalationstoxikologie kann das CULTEX® RFS eine geeignete
in vitro-Methode darstellen und damit zur Integration von Alternativmethoden beitragen.

3.4 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden als Modelle fiir die in vitro-Versuche die Zelllinien A549 und L929
verwendet. In der Zellkultur wachsen beide Zelllinien bis zur Konfluenz als Monolayer.

Bei den A549-Zellen handelt es sich um eine gut charakterisierte humane Zelllinie. Sie ist ein haufig
verwendetes Modellsystem (> 23.000 Eintrdge in PubMed) in den Bereichen Molekularbiologie,
Pharmakologie, Virologie und dabei insbesondere in der Lungenforschung (Foster et al. 1998). Im
Jahr 1972 etablierten Giard et al. die Zellen aus dem Adenokarzinom der Lunge eines 58-jahrigen
Westeuropders (Giard et al. 1973). Die Zellen dhneln den alveoldren Epithelzellen Typ Il (Lieber et
al. 1976, Shapiro et al. 1978). Sie besitzen typische Lamellarkérperchen, haben schwach ausge-
pragte tight junctions und eingeschriankte metabolische Kapazitdten (Castell et al. 2005, Lieber et
al. 1976, Shapiro et al. 1978, Winton et al. 1998). A549-Zellen werden als pulmonale Epithelzell-
Modelle fur Studien zur Untersuchung von Wirkstoffmetabolismen verwendet (Foster et al. 1998).

L929-Zellen sind murine Fibroblasten. 1940 entnahmen Earle et al. einer 100 Tage alten mann-
lichen Maus (Stamm C3H/An) subkutanes Fettgewebe. Aus dem Explantat wurde der Stamm L Gber
mehrere Jahre in vitro in einem heterologen Kulturmedium kultiviert. Mittels Kapillartechnik fur die
Einzelzell-Isolierung wurde 1948 eine einzige Zelle aus dem Kulturstamm L entnommen. Der
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Klon 929, nach dem die Zelllinie benannt wurde, war die 95. subkultivierte Generation des Kultur-
stamms (Earle et al. 1943, Ma et al. 2012). Die Zelllinie L929 wird als geeignete Zelllinie zur Unter-
suchung der Zytotoxizitat nach ISO 10993 - Biological evaluation of medical devices (Part 5: Tests
for in vitro cytotoxicity) angesehen (1ISO 10993-5 2009).

3.5 Testsubstanzen

Bei der im Rahmen einer multizentrischen Evaluation durchgefiihrten Versuchsreihe war die Aus-
wahl der Testsubstanzen u.a. von den Sicherheitseinrichtungen in einigen Laboren zu berticksich-
tigen. Es wurden 19 Substanzen ausgewahlt, (1) bei denen eine Klassifizierung der akuten Inhala-
tionstoxizitat gemaR CLP-Verordnung (Verordnung (EG) Nr. 1272/2008) bereits vorlag (Europaische
Gemeinschaft 2008b), (2) die als Staub/Aerosol in vivo-Studien nach TG 403 oder TG 436 getestet
wurden, (3) kommerziell verfligbar waren und (4) keine brisanten Eigenschaften (z.B. Explosivitat,
Brennbarkeit) haben. Die Daten zur Beschreibung der Substanzen sind dem ECHA-Dossier entnom-
men und wurden mit Angaben aus der Literatur ergdnzt. Soweit nicht anders angegeben, stammen
die Daten zur Bewertung der akuten Inhalationstoxizitat aus in vivo-Studien, durchgefiihrt nach
TG 403 (Akute Inhalationstoxizitat).

3.5.1 B&hmit (AI(OH)O)

Im Jahr 1925 entdeckte der deutsche Geologe Johannes Bohm (1857-1938) die natiirliche Form von
Al(OH)O und bezeichnete diese als ,Bauxit” (B6hm 1925). Zwei Jahre spater wurde das Mineral
(orthorhombische Kristallstruktur) von de Lapparent zu Ehren Béhms in B6hmit umbenannt
(Sahama et al. 1973). Es kommt weltweit vor, z.B. in Norwegen, Frankreich, Neuseeland und in
mehreren amerikanischen Staaten (Anthony et al. 1990). Bohmit wird in der Industrie breitge-
fachert verwendet (10.000 t/Jahr bis 100.000 t/Jahr in Europa). Es ist in einer Vielzahl von
Produkten enthalten, z.B. in Kleb- und Dichtstoffen, Bindemittel/Adsorbentien, Beschichtungspro-
dukten, Schmirgel- und Schleifpapieren, Tinten und Tonern, Papierchemikalien und -farbstoffen
und wird als Hilfsmittel und Katalysator in der Raffinerie und bei chemischen Prozessen eingesetzt
(Sasol Germany GmbH 2018, Schimanski 1998). Im Rahmen der REACH-Registrierungen durch
Unternehmen wurde der ECHA gemeldet, dass Bohmit ,bei Verschlucken und/oder Inhalation
gesundheitsschadlich” ist. Im ECHA-Dossier sind drei in vivo-Inhalationsstudien aufgefiihrt. Die
Substanz wurde mit , not classified” bewertet, d.h. die Substanz wurde keiner Kategorie fiir die
akute Inhalationstoxizitdt zugeordnet. In allen Studien wurden Ratten (Wistar oder Fischer 344) in
Inhalationskammern (,whole body”) mit einer Staubatmosphare exponiert. Zwei Studien hatten
Einschrankungen in der Aussagekraft zur Einschdtzung und Berechnung der LCso-Werte. Bei der Stu-
die von 1986 wurden nur mannliche Tiere eingesetzt. Bei der Studie von 1969 betrug die Exposi-
tionszeit nur eine Stunde. In der Studie von 1996 wurde Ratten (2/J&) mit der Einzelkonzentration
(2,3 mg/l) behandelt. Todesfélle traten nach der Exposition nicht auf. Bei den Tieren wurden
feuchte Nasen-/ Mundbereiche und ein mit dem Testmaterial beschichtetes Fell beobachtet. Letz-
teres ist durch die Ganzkorper-Exposition zu erklaren. Bei den weiblichen Tieren wurde ein nega-
tiver Effekt auf die Gewichtszunahme festgestellt. Bei der Sektion zeigten sich keine Abnormitaten,
lediglich die Lungen waren dunkler als normal. Der aus den Ergebnissen bestimmte LCso-Wert lag
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> 2,3 mg/l. In der Tierversuchsstudie von 1969 betrug die Konzentration zwischen 0 (Kontrolle) und
8,22 mg/l (maximal erreichbarer Wert). Als klinisches Symptom wurde Atemnot aufgefiihrt. Bei den
Tieren, die mit den héheren Konzentrationen behandelt wurden, traten Todesfalle entweder wah-
rend oder kurz nach der Exposition auf. Verglichen mit den Kontrolltieren wurde bei den behandel-
ten Tieren an der Oberflache der Lungen eine starkere Verfarbung beobachtet. Der anhand dieser
Studie (1 h Expositionszeit) geschitzte LCso-Wert betrug 7,6 mg/l. Der Bericht ist unvollstindig,
denn es fehlen u.a. detaillierte Angaben zur Testsubstanz (PartikelgrofRe, -form und Reinheit).

3.5.2 Cetylpyridiniumchlorid (C21H3sCIN - H,0)

Die Substanz Cetylpyridiniumchlorid wird in verbrauchernahen und industriellen Produkten ver-
wendet. Durch die antiseptische Wirkung ist es u.a. in Mundspulungen, in Kérperpflegeprodukten
und Kosmetika enthalten (Asadoorian et al. 2008, Sreenivasan et al. 2013). Ebenfalls wird es in der
Land- und Forstwirtschaft, in Fischereien und im Gesundheitswesen verwendet. Cetylpyridinium-
chlorid wird als ,,sehr giftig”, , reizend” und ,umweltgefahrlich” und bei der akuten Toxizitat (Inha-
lation) in Kategorie 2 eingestuft. Lin et al. flhrten eine in vivo-Inhalationsstudie zur Untersuchung
der Toxizitat mit Fokus auf Schadigungen an den Augen durch (Lin et al. 1991). Fir vier Stunden
wurden Ratten Aerosolen der Konzentration O (Kontrolle), 0,05 mg/l, 0,07 mg/l, 0,13 mg/| und
0,29 mg/| ausgesetzt. Zu den klinischen Anzeichen der Toxizitat zdhlten Atemwegsbeschwerden,
Augenreizungen, Nasenausfluss und Gewichtsverlust. Auf den Beobachtungen basierend wurde ein
LCso-Wert von 0,09 mg/| berechnet. Unter REACH wurde 2005 eine Untersuchung der akuten Inha-
lationstoxizitat mit Sprague-Dawley-Ratten durchgefihrt, die mit Staub (Konzentration 0,05 mg/I
und 0,5 mg/l) fur vier Stunden exponiert wurden (,nose-only”). Bei der héchsten Konzentration
starben neun der zehn Tiere innerhalb von drei Tagen. Es wurden bei den Tieren eine abnorme
Atmung und Kérperhaltung sowie Hypoaktivitit bzw. nach Sektion Verfiarbungen und Odeme der
Lungen beobachtet. Keine Mortalitdt und keine klinischen Anomalien zeigten sich bei den Tieren,
die mit der niedrigen Konzentration behandelt wurden. Der LCso-Wert wurde fir Cetylpyridinium-
chlorid bei Inhalation zwischen 0,054 mg/l und 0,51 mg/| angegeben.

3.5.3 B-Cyclodextrin (Ca2H70035)

Das AuRere der Cyclodextrine, die zu den zyklischen Oligosacchariden gehéren, ist hydrophil wah-
rend der Hohlraum hydrophob ist. Durch diese molekulare Anordnung kénnen sie hydrophobe
Molekiile in ihren Hohlrdumen binden. Diese Fahigkeit der Interaktion mit z.B. Proteinen wird bei
pharmakologischen Anwendungen genutzt. Weltweit gibt es 30 verschiedene Cyclodextrin-haltige
Arzneimittel auf dem Markt (Loftsson et al. 2005). Zu den Cyclodextrinen gehdort B-Cyclodextrin
(auch Cycloheptapentylose), das sieben Glukosemolekiile besitzt. B-Cyclodextrin wird auch als
Lebensmittelzusatzstoff E549 verwendet. Der ADI-Wert (acceptable daily intake) ist 5 mg/kg Kor-
pergewicht (Mortensen et al. 2016). Die Substanz (Wasserl6slichkeit 14,3 g/l bei 20 °C) ist industriell
weit verbreitet (Jahrestonnage in Europa 1.000 t bis 10.000 t). B-Cyclodextrin ist in Wasch- und
Reinigungsmittel, Korperpflegemittel, Kosmetika und Lufterfrischern enthalten und wird bei der
Herstellung von Textilien, Leder, Kartonagen und Papierwaren verwendet. Es liegt keine Einstufung
zur akuten Inhalationstoxizitat vor. Bei der 1985 durchgefiihrten Studie (Sprague-Dawley-Ratten,
»whole body“-Exposition fiir 4 h, Konzentration 4,9 mg/I) wurden wihrend als auch nach der Expo-
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sition keine Todesfalle beobachtet. Es wurde nach der Exposition bei den Tieren Nasenausfluss fest-
gestellt, der maximal zwei Tage anhielt. Die Nekropsie zeigte keine Auffilligkeiten. Aufgrund der
fehlenden Mortalitat wurde von einem LCso-Wert von > 4,9 mg/| ausgegangen.

3.5.4 di-Ammoniumphosphat ((NH4)2HPOa4)

Das gut wasserlosliche di-Ammoniumphosphat wird als Dingemittel und als Flammschutzmittel
verwendet (Patnaik 2003). Im europaischen Wirtschaftsraum liegen die Herstellung und/oder
Import bei tGber 1.000.000 t pro Jahr. Eine Untersuchung zur akuten Toxizitdt (Inhalation) wurde
2010 durchgefiihrt. Bei diesem Limit-Test waren Wistar-Ratten einer Staubatmosphare mit der
Konzentration 5,5 mg/I (,,nose-only”) fur vier Stunden ausgesetzt. Wihrend und nach der Exposition
wurden keine klinischen Veranderungen oder Todesfalle beobachtet. Auch zeigten sich bei der Sek-
tion keine Abnormitaten. Da in der Studie keine Mortalitat bei der eingesetzten Konzentration auf-
trat, wurde angenommen, dass der LCso-Wert > 5 mg/| liegt. Aus den Daten der Studie erfolgte fir
di-Ammoniumphosphat keine Einstufung als toxisch im untersuchten Dosisbereich (,,not classified")
fir die akute Inhalationstoxizitat.

3.5.5 Kaliumpyrophosphat (K4P207)

In der EU wird Kaliumpyrophosphat jahrlich zwischen 10.000 t und 100.000 t hergestellt und/oder
importiert. Zu den Produkten und Erzeugnissen gehdren Wasch- und Reinigungsmittel, Kleb- und
Dichtstoffe, Polituren, Wachse und Chemikalien zur Wasserbehandlung. Basierend auf den Ergeb-
nissen einer in vivo-Studie wurde Kaliumpyrophosphat nicht als akut inhalativ toxisch bewertet.
Sprague-Dawley-Ratten wurden bei einer vierstiindigen Exposition (,,whole body") mit der (maxi-
mal erreichbaren) Testkonzentration 28,8 mg/l behandelt. In dem Nachbeobachtungszeitraum
(21 Tage) nahmen die klinischen Verdanderungen infolge der Exposition, wie z.B. Augenschielen,
Tranenfluss, Gewichtsverlust, ab. Am Tag 6 trat ein Todesfall (?) auf. Bei der Sektion zeigten sich
lediglich bei diesem Tier Verfarbungen der Lunge. Bei den anderen Tieren wurden keine Verande-
rungen festgestellt. Der LCso-Wert fiir Kaliumpyrophosphat wurde mit > 1,1 mg/| angegeben.

3.5.6 Kupfer-ll-hydroxid (Cu(OH)2)

In Europa werden jahrlich zwischen 100 t und 1.000 t Kupfer-ll-hydroxid erzeugt bzw. importiert.
Die hellblaue kristalline Substanz wird als Beizmittel und Fungizid, zum Farben von Papier und bei
der Herstellung mehrerer Kupfersalze verwendet (Patnaik 2003). Eine Studie wurde durchgefiihrt,
um die akute Inhalationstoxizitat von Kupfer-ll-hydroxid bei Sprague-Dawley-Ratten nach Staub-
exposition (,nose-only”, Konzentrationen 0,206 mg/l, 0,425 mg/l, 0,825 mg/l) zu bestimmen. Alle
Tiere der hohen Konzentrationsgruppe starben vorzeitig (< 7 Tage nach Exposition). Die Nekropsie
dieser Tiere zeigte dunkelrote Verfarbungen der Lunge. Bei den Tieren der beiden anderen Gruppen
wurden leichte Ataxie und leichte Dyspnoe beobachtet. Als Schlussfolgerung aus den Ergebnissen
wurde fir Kupfer-ll-hydroxid ein LCsp-Wert von 0,451 mg/| ermittelt und die Einstufung fir die
akute inhalative Toxizitat in die Kategorie 2 festgelegt.
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3.5.7 Kupfer-ll-oxid (CuO)

Kupfer-Il-oxid, obwohl unléslich in Wasser, wird in der EU mit den Gefahrenhinweisen , sehr giftig
flr Wasserorganismen®” (H400, H410) gekennzeichnet. Fiir die akute Inhalationstoxizitat sind keine
Daten aus in vivo-Studien vorhanden. Dennoch sind Hinweise auf gesundheitliche Gefahrdung
(H335 Kann die Atemwege reizen) vermerkt (io-li-tec nanomaterials 2014). Kupfer-ll-oxid kommt in
der Natur als Mineral Tenorit (= monokline Kristalle) vor (Anthony et al. 1990, Patnaik 2003). Ver-
wendet wird Kupfer-1l-oxid als Pigment zur Einfarbung von Glas, Keramik, Porzellan und kiinstlichen
Edelsteinen, in Antifouling-Farben, in Batterien und Elektroden und zur Herstellung verschiedener
Kupferverbindungen (Patnaik 2003). Im europdischen Wirtschaftsraum wird Kupfer-1l-oxid mit jahr-
lich (iber 10.000 t gewonnen und importiert.

3.5.8 Kupfer-lI-sulfat (CuSOa)

Fiir Kupfer-ll-sulfat liegen keine Daten zur akuten Inhalationstoxizitat vor. Laut Meldungen von
Unternehmen in den REACH-Registrierungen an die ECHA ist Kupfer-ll-sulfat sehr giftig flir Wasser-
organismen, kann Krebs sowie schwere Augen- und Organschaden verursachen und Hautirrita-
tionen und allergische Hautreaktionen auslésen. Fir die Einstufung und Kennzeichnung liegen meh-
rere von der EU genehmigte Eintrige vor, die eine manuelle Uberpriifung fiir eine abschlieBende
Beurteilung erfordern. Die Herstellung und der Import liegen zwischen 10.000 t/Jahr und
100.000 t/Jahr in Europa. Kupfer-ll-sulfat wird in der Literatur als die wahrscheinlich wichtigste aller
Kupferverbindungen beschrieben. Es wird in der Landwirtschaft als Fungizid und Bodenzusatz ver-
wendet, um die Ernteertrage zu verbessern. Ebenfalls kommt es als Beizmittel in Textilien, als Holz-
schutzmittel und in elektrischen Batterien zum Einsatz (Johnson 1935, Patnaik 2003). In der Ver-
gangenheit wurde die gut wasserlosliche Substanz als Brechmittel eingesetzt. Aufgrund der mit
Kupfer-ll-sulfat verbundenen gesundheitlichen Gefahren ist diese Anwendung obsolet (Holtzman
et al. 1968, Olson et al. 2007).

3.5.9 D(+)-Laktose Monohydrat (C12H2,011 - H20)

Gemal der CLP-Verordnung ist Laktose als nicht gefdhrlich eingestuft. Laktose (Disaccharid aus
Glukose und Galaktose) findet breite Anwendung als Lebensmittelzusatz und in pharmazeutischen
Zubereitungen. Im Lebensmittelbereich hat Laktose vorteilhafte Eigenschaften. Dazu gehéren die
relativ niedrige SiRkraft, ein niedriger Brennwert und glykdamischer Index. Laktose verbessert durch
ballaststoffahnliche und prabiotische Eigenschaften die intestinale Aufnahme von Calcium und
Magnesium (Schaafsma 2008).

3.5.10 Natriumfluorophosphat (NazPOsF)

Natriumfluorophosphat (sehr gut wasserloslich) spielt eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von
Karies und findet daher Verwendung in Zahnpasta und Mundspillésungen (Nakajima et al. 2000).
Herstellung und Import in Europa liegen zwischen 1.000 t/Jahr und 10.000 t/Jahr. In einer Studie
zur Untersuchung der akuten Inhalationstoxizitdit wurden Wistar-Ratten der Staubatmosphare
(Konzentration 2,1 mg/I, ,,nose-only”) fiir vier Stunden ausgesetzt. Bei den behandelten Tieren zeig-
ten sich Fellstraubungen sowie leichter bis maRiger Speichelfluss. Diese klinischen Anzeichen
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klangen ab dem zweiten Tag nach der Exposition wieder ab. In der Sektion zeigten sich keine auf-
falligen Befunde. Der LCso-Wert fiir Natriumfluorophosphat wurde auf > 2,1 mg/| geschatzt.

3.5.11 Natriummetavanadat (NaVOs)

In der Natur kommt Natriummetavanadat im Mineral Metamunirit vor (Evans 1991). Das Pulver
(Wasserloslichkeit 225,2 g/l bei 20 °C) wird in der Industrie verwendet. Die Jahrestonnage liegt bei
100t bis 1.000t auf dem europdischen Markt. Die Anwendungsbereiche sind breit gefachert.
Natriummetavanadat wird z.B. in der Farbstoff- und Keramikproduktion (u.a. fiir Lacke), Getranke-
industrie (u.a. als Korrosionsschutz), in der chemischen Industrie als Katalysator fiir verschiedene
Herstellungsprozesse als auch in der pharmazeutischen Industrie (z.B. bei Vitamin-/
Mineralientabletten) verwendet (GfE mbH 2014). Die Substanz wurde als inhalativ schadlich
bewertet und ihre akute Toxizitat in Kategorie 4 eingestuft. Eine Tierstudie mit Sprague-Dawley-
Ratten (,nose-only”) wurde durchgefiihrt. Die hochste Konzentration der Testsubstanz, die in der
Inhalationskammer erzeugt werden konnte, betrug 4,13 mg/| Luft. Bei allen Dosen (0,48 mg/| bis
4,13 mg/l) zeigten die Tiere u.a. folgende Symptome: Speichelfluss, Rotungen an Nase und
Schnauze, Ptosis und Dyspnoe. Keine pathologischen Auffalligkeiten wurden bei den Konzentra-
tionen (0,48 mg/| bis 2,58 mg/l) gefunden. Bei der héchsten Konzentration wurden hamorrhagische
Inkrustation und Veranderungen an Diinndarm, Lunge und Leber beobachtet. Diese Veranderungen
wurden als unspezifische Effekte betrachtet, die normalerweise nach der Inhalation mit Staub auf-
treten. Der mittels Regressionsanalyse berechnete LCsp-Wert betrug 4,13 mg/l (fur beide
Geschlechter). Zuséatzlich wurden geschlechterspezifische LCso-Werte bestimmt (4,93 mg/I fir &
und 3,73 mg/I fur Q).

3.5.12 Natrium-N-lauroylsarcosinat (Ci1sH2sNOsNa)

Natrium-N-lauroylsarcosinat (auch Sarkosyl NL) ist leicht I6slich in Wasser (456,4 g/l bei 25 °C). In
Europa betragen die jahrliche Herstellung und der Import zwischen 1.000 t und 10.000 t. Genutzt
wird die Substanz sowohl im privaten (Verbraucher) als auch im industriellen (Arbeiter) Umfeld. Sie
wird in verbrauchernahen Produkten, z.B. Wasch- und Reinigungsmittel, Kosmetika und Korper-
pflegeartikel, Polituren und Wachse, Luftpflegemittel verwendet. Am Arbeitsplatz ist Natrium-N-
lauroylsarcosinat u.a. Bestandteil von Bioziden (z.B. Desinfektionsmittel, Schadlingsbekampfungs-
mittel), Laborchemikalien, Schmiermittel, Kiihl- und Hydraulikflissigkeiten. Wegen der vielseitigen
Verwendungen in Innenrdumen und im AuRenbereich wird die Freisetzung der Substanz in die Um-
welt als wahrscheinlich angesehen. Es wurden zwei in vivo-Studien zur akuten Inhalationstoxizitat
an Ratten durchgefiihrt. Die Daten aus der ersten Studie (2010) zeigten 0,05 mg/| < LCso < 5 mg/I,
so dass die akute Toxizitdt in die Kategorie 2 gemall CLP-Verordnung eingestuft wurde. In dieser
Studie wurden Wistar-Ratten mit Dosen von 0,05 mg/| bis 5,0 mg/| (,,nose-only”) behandelt. Bei der
niedrigsten Konzentration wurden wahrend und nach der Exposition keine Auffilligkeiten und
keine klinischen Anomalien nach der Nekropsie beobachtet. Die Tiere der beiden mittleren Kon-
zentrationen (0,5 mg/l, 1 mg/l) zeigten Lethargie, Atemnot, R6tungen an Mund und Nase. Sie star-
ben 1-2 Tage nach Exposition und es wurden Verfarbungen der Lunge festgestellt. Alle Tiere der
hochsten Konzentration starben 1-2 Stunden nach der Exposition. Es wurden Rétungen und Verfar-
bungen in der Lunge, dem Diinndarm und der Thymusdriise beobachtet. Der in der zweiten Studie
(2013) ermittelte LCso-Wert war zwischen 1 mg/l und 5 mg/I berechnet. Die Einstufung der akuten
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Toxizitat erfolgte hierbei in die Kategorie 4. Die Studie wurde mit Wistar-Ratten (Dosen 0,5 mg/| bis
5,0 mg/l; ,nose-only”) durchgefiihrt. Hier wurde wahrend der Exposition bei den Tieren aller Kon-
zentrationsgruppen Auswirkungen auf die Atmung (flache Atmung bis Atemnot) beobachtet. Die
Nekropsiebefunde bei den mit 5 mg/l behandelten Tieren (u.a. Verfarbungen des Thymus, Lymph-
knoten) wurden als Marker fiir eine akute Reizung der Atemwege angesehen. Die Tiere der gerings-
ten Konzentration zeigten keine klinischen Befunde. Es wurde bei ihnen davon ausgegangen, dass
keine Schadigung und/oder eine gute Erholung auftrat.

3.5.13 Neodymoxid (Nd,03)

Neodymoxid (nahezu in Wasser unléslich) wird als Zwischenprodukt bei der Gewinnung von Neo-
dymiummetall erhalten und Uberwiegend in der Industrie eingesetzt (100t bis 1.000 t/Jahr in
Europa). Verwendung findet Neodymoxid in Herstellungsprozessen von Maschinen, Fahrzeugen
und elektrischen Apparaten. Zudem wird es in Glas eingebaut als auch in Schutzfilterlinsen fir
SchweilR- und Glasbrillen verwendet (Patnaik 2003). Eine Untersuchung zur akuten Toxizitdt wurde
2012 nach der TG 436 durchgefiihrt. Wistar-Ratten (drei je Geschlecht) wurden vier Stunden
(,nose-only”) der Staubatmosphare mit der (maximal technisch erreichbaren) Konzentration
4,98 mg/| ausgesetzt. Bei Entnahme aus der Inhalationskammer und eine Stunde danach wurde bei
allen Tieren eine erhdhte Atemfrequenz beobachtet. Die Tiere erholten sich vom 6. bis 9. Tag nach
der Exposition. Alle Tiere zeigten einen Tag nach der Exposition leichte Gewichtsverluste, wiesen
allerdings im weiteren Beobachtungszeitraum (14 Tage) normale Korpergewichtszunahme auf.
Wahrend der Studie gab es keine Mortalitdt. Die Sektion der Tiere zeigte keine klinischen Anoma-
lien. Unter den Bedingungen dieser Studie erfordert die Substanz keine Einstufung (,,no classifica-
tion”) gemal den EU-Kriterien.

3.5.14 Siliziumdioxid (SiO3)

Das praktisch wasserunlésliche Siliziumdioxid kommt in der Natur fast tiberall auf der Erde vor und
macht etwa 60 % der Erdkruste als Kieselsdaure selbst oder in Kombination mit anderen Metall-
oxiden in Silikaten aus. Es findet sich hdufig als Sand an den Ufern der Ozeane und Flisse, in Wiisten,
Gesteinen und Mineralien. Siliziumdioxid existiert in verschiedenen strukturellen Formen: polymor-
phes kristallines Siliziumdioxid, synthetische Quarzkristalle, amorphes Siliziumdioxid und Quarzglas
(Patnaik 2003). Quarz ist das am haufigsten vorkommende und bekannte Polymorph. Industriell
werden Quarzsand und Kieselsaure haufig als Rohstoffe bei der Herstellung von Glas, Keramik und
Silizium verwendet (Florke et al. 2008). Zudem ist die Substanz als Biozid zur Bekdmpfung von
Insekten, Ameisen usw. zugelassen. In der EU betragt die Herstellung und der Import von Silizium-
dioxid liber 1 Millionen Tonnen im Jahr. Es wurden mehrere Untersuchungen zur akuten Inhala-
tionstoxizitat durchgefihrt. In einer Studie von 1983 mit Wistar-Ratten (139 mg/I, 4 h, ,,nose-only“)
wurden wahrend der Exposition bei den Tieren Unruhe, jedoch keine Mortalitdten beobachtet. Die
Nekropsie zeigte keine Befunde. Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde der LCso-Wert als
> 0,14 mg/| angegeben. Die Substanz wurde als ,non toxic” fir die Inhalation durch Tierversuche
bewertet. Der ECHA wurden Informationen zu méglichen Irritationen der Atemwege (H335) ange-
zeigt.
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3.5.15 Tetraacetylethylendiamin (C10H16N204)

Tetraacetylethylendiamin, auch TAED, ist eine beige bis hellbraune Substanz (Wasserloslichkeit
1,0 g/l bis 1,2 g/l bei 20 °C) Die Herstellung/Import im europaischen Wirtschaftraum liegt bei etwa
10.000 t bis 100.000 t/Jahr. Produkte und Erzeugnisse, in denen die Substanz enthalten ist, sind
Wasch- und Reinigungsmittel, Kosmetika und Korperpflegemittel und Biozide (z.B. Desinfektions-,
Schadlingsbekdampfungsmittel). Zudem wird Tetraacetylethylendiamin in der Papier-, Farbstoff-
und Textilindustrie verwendet. Entsprechend der Riickmeldungen von Unternehmen in den REACH-
Registrierungen an die ECHA wurden keine Gefahren fiir die Substanz gemeldet (,no hazards have
been classified”). Eine Tierversuchsstudie wurde mit Sprague-Dawley-Ratten zur Untersuchung der
akuten Toxizitat nach der Richtlinie EPA OPPTS 870.1300 durchgefiihrt (U.S. EPA 1998). Bei der vier-
stiindigen Exposition (,whole body") war die Konzentration der Staubatmosphare 2,0 mg/| Luft.
Wahrend der ersten 30 Minuten gab es Auffalligkeiten bei den Tieren, die bis eine Stunde nach der
Exposition fortbestanden. Es wurde bei den Tieren Hypoaktivitdt, gekrimmte Koérperhaltung und
bei einigen Tieren Augen- und Nasenausfluss beobachtet. Die betroffenen Tiere erholten sich in der
Nachbeobachtungszeit. Wahrend der Studie nahmen zudem alle Tiere an Koérpergewicht zu. Keine
Mortalitat wurde wahrend der Studie verzeichnet. Die Sektion der Tiere zeigte keine Anomalien.
Basierend auf den Ergebnissen der Studie wurde der LCso-Wert als > 2,08 mg/I festgelegt.

3.5.16 Tetrabromphthalsdureanhydrid (CgBrsOs3)

Tetrabromphthalsdureanhydrid ist ein Flammschutzmittel, das sowohl als Additiv als auch als
reaktives Zwischenprodukt im Bereich der Kunststoff- und Polymerchemie eingesetzt wird. Deri-
vate kdnnen fir Drahtbeschichtungen, Papiere und Textilien, wie z.B. Wolle, verwendet werden
(Pape et al. 1968, Spatz et al. 1969). In Europa wird die Substanz < 100 t/Jahr hergestellt und/oder
importiert. Tetrabromphthalsdureanhydrid ist ein gelbliches Pulver und praktisch wasserunloslich.
In einer 1974 durchgefihrten Studie wurden Ratten der Konzentration 10,92 ml/l (Staub-
atmosphare, ,whole body”) fiir vier Stunden ausgesetzt. Wahrend der Exposition wurden vermin-
derte Aktivitdt, Dyspnoe, Erythem, nach 10-14 Tagen zuséatzlich auch Diarrhée beobachtet. Der
LCso-Wert wurde mit > 10,92 mg/| angegeben.

3.5.17 Vanadium-Ill-oxid (V203)

Vanadium-Ill-oxid kommt in der Natur in Form des Minerals Karelianit, das u.a. in den Outokumpu-
Erzlagerstatten im karelischen Schild (Finnland) zu finden ist, vor (Chudoba et al. 2011). Diese
Substanz ist als Pulver schwarz, praktisch unloslich in Wasser (471 mg/I bei 20 °C) und wird fur die
Herstellung von Metallen und Metallerzeugnissen verwendet. Die jahrliche Tonnage in Europa liegt
zwischen 100 t und 1.000 t. In den Untersuchungen zur akuten Toxizitadt (Inhalation) wurden Ratten
(Sprague-Dawley) in Inhalationskammern (,nose-only”) mit Staubkonzentrationen zwischen
1,58 mg/lund 6,65 mg/l exponiert. Der hochste Wert war hierbei die maximal technisch erzeugbare
Konzentration. Unter den Testbedingungen wurden weder klinische Symptome noch Mortalitat
beobachtet. Die bei der Nekropsie gefundenen histopathologischen Veranderungen in der Lunge
wurden als unspezifische Auswirkungen, die gewdhnlich nach inhalativer Staubexposition auftre-
ten, angesehen. Der LCso-Wert wurde mit > 6,65 mg/| angegeben. Die Ergebnisse der in vivo-Inha-
lationsstudie erforderte keine Einstufung gemall den EU-Kriterien fiir Vanadium-Ill-oxid.

21



Einleitung

3.5.18 Wolfram-IV-carbid (WC)

Fiir die vorliegende Arbeit wurde Wolfram-IV-carbid unterschiedlicher PartikelgroRe verwendet
(2 um und 150 nm-200 nm (nano)). Natirliche Vorkommen von Wolfram-IV-carbid sind in Mengyin,
(Provinz Shandong) und in Danba (Provinz Sichuan), China beschrieben (Jambor et al. 1989). Die
Herstellung von Wolframcarbiden ist aber auch durch verschiedene industrielle Prozesse moglich.
Die jahrliche Herstellung und der Import in Europa betragen zwischen 10.000 t und 100.000 t. Wolf-
ram-IV-carbid hebt sich durch seinen hohen Hartegrad hervor und wird in der Bau- und Metall-
industrie, z.B. als Oberflachenbeschichtung und Korrosionsschutz, eingesetzt (Baumann et al.
1995). Ebenfalls wird es zur Herstellung von chirurgischen Instrumenten (Scheren, Zangen, Greifer,
u.a.) verwendet (Reichert et al. 1997). Das schwarze, wasserunlosliche Wolfram-IV-carbid wurde
als ,,nicht gefahrlich” eingestuft. Es ist bekannt, dass Wolfram und Wolframverbindungen sich nach
Inhalation im Atemtrakt ablagern. Von dort gelangen sie innerhalb weniger Tage in das Blutsystem
(DFG 2007). Die akute Toxizitat wurde in einer in vivo-Studie untersucht. Die Testatmosphare, derer
die Sprague-Dawley-Ratten wahrend der ,nose-only“-Exposition (4 h) ausgesetzt waren, betrug
5,3 mg/l. Wahrend und bis 2 Stunden nach der Exposition wurden schwarze Partikel auf den Kopfen
der Tiere beobachtet. Es wurden wahrend des 14-tdgigen Beobachtungszeitraums keine Todesfille
verzeichnet. Fir den LCso-Wert der akuten Inhalationstoxizitat wurde ein Wert > 5,3 mg/I bestimmt.

3.5.19 Zinkdimethyldithiocarbamat (CsH12N2S4Zn)

Zinkdimethyldithiocarbamat, auch bekannt als Ziram, ist ein weiBes bis gelbliches, geruchloses
Pulver mit sehr geringer Wasserloslichkeit (0,065 g/l bei 25 °C). In der EU wird Ziram als ,,sehr giftig”,
»gesundheitsschadlich”, ,reizend” und ,umweltgefdhrlich” eingestuft. Mit dem MAK-Wert
(0,01 mg/cm3) ist Ziram stark reguliert (DFG 2016). Erzeugung und Import in den européischen
Wirtschaftsmarkt liegen zwischen 100t und 1000t pro Jahr. Ziram wird als Vulkanisationsbe-
schleuniger eingesetzt, wobei im Herstellungsprozess karzinogene N-Nitrosodimethylamine entste-
hen kdnnen. Weiterhin wird es als Pflanzenschutzmittel (Blattfungizid) im Obst- und Gemiseanbau
eingesetzt. Die Exposition des Menschen kommt in der Gummi- und Kautschukindustrie und bei der
Anwendung als Pestizid vor. Die Belastung durch den Verzehr von riickstandhaltigen Lebensmitteln
wird als niedrig eingestuft (IARC 1991). Untersuchungen zur Toxizitat zeigten bei akuter Exposition
Reizungen der Schleimhédute, der Augen und Stérungen des Zentralennervensystems. Bei chroni-
scher Exposition kam es zu entziindlichen Hautverdanderungen und neuronalen Beeintrachtigungen.
Im Tierversuch mit Sprague-Dawley-Ratten in Inhalationskammern (,nose-only”) zeigten sich
feuchtes/nasses Fell, Blasse, gekrimmte Haltung, Ataxie, Ptosis, Lethargie und Dyspnoe. Alle Tiere
der hochsten Expositionskonzentration (0,96 mg/l) starben bzw. mussten getotet werden. Die
Nekropsie zeigte hamorrhagische, 6édematdse Lungen und Lebern, gerdtete und aufgebldhte
Darme. Der LCso-Wert wurde mit ca. 0,13 mg/| Luft angegeben.
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3.6 Ziel der Arbeit

Die Risiken und Gefahren, die von inhalierbaren Staubpartikeln natirlichen oder anthropogenen
Ursprungs ausgehen, wurden fast ausschliel3lich durch tierexperimentelle Studien untersucht. Die
Durchfiihrung von Versuchen zur Inhalation oder intratrachealen Instillation ist experimentell
aufwendig und ethisch problematisch. In bisherigen in vitro-Untersuchungen wurden mono- oder
co-kultivierte Zelllinien entweder in Submerskultur mit den Partikeln, die in Medium suspendiert
sind, exponiert oder traten an dem ALl mit dem Partikelaerosol in Kontakt. Ein aussichtsreiches
in vitro-Modell zur Untersuchung der Toxizitdit von Partikelaerosolen ist die patentierte
Expositionsanlage CULTEX® RFS, bei der die auf einer mikroporésen Membran kultivierten Zellen
direkt an der Luft-FlUssigkeits-Grenzschicht mit den generierten Substanzpartikeln in Kontakt treten
kénnen.

Ziel dieser Arbeit war zunachst die Etablierung dieser Versuchsanlage bzw. eines Testverfahrens zur
Bestimmung der akuten Toxizitdt von inhalierbaren Staubpartikeln nach direkter Exposition der
humanen Lungenepithelzelllinie A549. Dabei spielte die Stabilitdit des Testverfahrens und
Versuchsdurchfihrung fir die Generierung reproduzierbarer Daten eine wichtige Rolle. Im
Anschluss sollten die Expositionsversuche mit der Zelllinie L929 wiederholt werden. Die murinen
Fibroblastenzelllinie L929 gehort nicht zu den pulmonalen Zelllinien, gilt aber gemaR der ISO 10993
- Biological evaluation of medical devices (Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity) unter ISO-Experten
(International Organization for Standardization) als bewahrte Indikatorzelllinie, die eine Gefahrlich-
oder Schadlichkeit von Priifsubstanzen empfindlich anzeigt.

Im Folgenden sollte dazu als weitere in vitro-Methode die Submersexposition mit den beiden
Zelllinien und den jeweiligen Testsubstanzen durchgefiihrt werden. Die in den ALl Experimenten
ermittelten Ergebnisse wurden nachfolgend mit den aus den Submersexpositionen gewonnenen
Daten und mit Literaturdaten aus Tierversuchen verglichen, um Ubereinstimmungen und
Abweichungen herauszustellen.
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4 Material

4.1 Gerate

Inkubator HERAcell 240 Heraeus, Hanau
Massenflussmesser/-kontroller EL-Flow und 1Q+Flow Bronkhorst, Ruurlo, Niederlande
Massendurchflussmesser red-y compact requlator GCR ~ Vogtlin Instrumente, Aesch,
Schweiz
Mikroskop Olympus CKX31 Olympus, Hamburg
Mikrozentrifuge Pico 17 Heraeus, Hanau
Neubauer-Zahlkammer Brand, Wertheim
pH-Meter FiveEasy™ Mettler Toledo, GieRen
pH-Meter Orion Star™ A111 Thermo, Dreieich
Pipetten Gilson, Limburg
Pipettierhilfe pipetus Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Plattenlesegerat FLUOstar Omega BMG Labtech, Offenburg
Prazisionswaage Kern EG 620-3NM Kern, Balingen
Schittelgerat (Vortexer) Reax 1 DR Heidolph, Schwabach
Sterilbank HERAsafe KS18 Thermo, Dreieich
(digitale) Stromversorgung Typ E-7500-05 Bronkhorst, Kamen
Tischzentrifuge Labofuge 400 Heraeus, Hanau
Umwalzthermostat MPC-202C Huber, Offenburg
Vakuumpumpe LABOPORT®N 86 KT.18 KNF Neuberger, Freiburg
Vakuumpumpsystem BVC 21 NT Vacuubrand, Wertheim
Warmeschrank kelvitron®t Heraeus, Hanau
Wasserbad WNE 14 Memmert, Schwabach

Adapterringe fiir Costar® Transwell Permeable Supports Cultex Laboratories, Hannover

CULTEX® Dust Generator (CULTEX® DG) Cultex Laboratories, Hannover
CULTEX® Hydraulic Press (CULTEX® HyP) Cultex Laboratories, Hannover
CULTEX® Radial Flow System (CULTEX® RFS) Cultex Laboratories, Hannover
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4.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Disposable Inline Adsorber DIA-BN-CG

contec GmbH Industrieausriistung, Bad Honnef

Disposable Inline Filter DIF-BN-50K

contec GmbH Industrieausriistung, Bad Honnef

Glasrohr fir den Elutriator
(KPG-Rohr, Enden planar geschliffen,
Innendurchmesser 100 * 0,04 mm,
Wandstarke 3,1 + 0,6 mm,

Lange 138,0 £ 0,2 mm)

Duran Group GmbH, Wertheim

Glasrohr fiir den Substanzcontainer
(Presszylinder)

(KPG-Rohr, Enden planar geschliffen,
Innendurchmesser 25 + 0,01 mm,
Wandstarke 5,1 + 0,5 mm,

Lange 52,0 £ 0,1 mm)

Duran Group GmbH, Wertheim

Kryoréhrchen

Sarstedt, Nimbrecht

Messerklingen fir CULTEX® DG
(Typ 1, Typ 2, Typ 3)

Cultex Laboratories, Hannover

Pasteurpipetten

Carl Roth, Karlsruhe

Pipettierspitzen

Sarstedt, Nimbrecht

Schraubréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarsted, Nimbrecht

serologische Pipetten

Sarstedt, Nimbrecht

Sterile Filter LP-050

Munktell Filter AB, Falun, Schweden

Zellkulturinserts

Costar® Transwell Permeable Supports
(Polyester Membran,

24 mm Durchmesser,

0,4 um Porengrolie,

4,67 cm? Wachstumsflache)

Corning Incorporated, Kennebunk, Maine, USA

Zellkulturplatten (6 well)

Corning Incorporated, Kennebunk, Maine, USA

Zellkulturplatten (96 well)

Corning Incorporated, Kennebunk, Maine, USA

Zellkulturflaschen (75 cm?, 175 cm?)

Sarstedt, Nimbrecht
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4.3 Nahrmedien, Pufferlosungen und Zusatze

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, Karlsruhe
gibco Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline Thermo Fisher Scientific, Dreieich
(DPBS)

gibco Dulbecco’s Modified Eagle Medium Thermo Fisher Scientific, Dreieich
(DMEM) (1.000 mg/I Glukose)

gibco Dulbecco’s Modified Eagle Medium Thermo Fisher Scientific, Dreieich
(DMEM) (4.500 mg/I Glukose)

gibco Dulbecco’s Modified Eagle Medium Thermo Fisher Scientific, Dreieich
(DMEM) (1.000 mg/I Glukose, 25 mM HEPES)

Fotales Kalberserum (FBS) Biochrom, Berlin

HEPES (1 M) Biowest, Nuaillé, Frankreich
Gentamicin (10 mg/ml) Biochrom, Berlin
Trypsin/EDTA-L6sung (0,05 %/0,02 %) Thermo Fisher Scientific, Dreieich
WST-1 Cell Proliferation Reagent abcam, Cambridge, UK

Die Zusammensetzung der Medien fiir die Kultivierung der Zellen (Kulturmedium, KM) und fur die
Expositionsversuche (Expositionsmedium, EM) ist im Folgenden tabellarisch aufgefihrt.

A549-Zellen L929-Zellen

KM DMEM (Glukose 1.000 mg/l) mit Zugabe: DMEM (Glukose 4.500 mg/I) mit Zugabe:
-10 % FBS -10 % FBS
- Gentamicin (5 pg/ml) - Gentamicin (5 pg/ml)

EM DMEM (Glukose 1.000 mg/l) mit Zugabe: DMEM (Glukose 4.500 mg/I) mit Zugabe:
- Gentamicin (5 pg/ml) - Gentamicin (5 pg/ml)
- HEPES (Endkonzentration 100 mM) - HEPES (Endkonzentration 100 mM)
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4.4 Verwendete Testsubstanzen

Material

In der vorliegenden Arbeit wurden die in der Tabelle 4.1 aufgefiihrten Substanzen verwendet.

Tabelle 4.1 Ubersicht der verwendeten Testsubstanzen fiir die Expositionsversuche

Testsubstanz Summen- Lieferant CAS-
formel (Produktnummer) Nummer
glr,l\ch;I\lu;tngzrftemschutzgerate Linde AG, Pullach
Bohmit Al(OH)O Sasol Germany (525101) 1318-23-6
Cetylpyridiniumchlorid C21H3sCIN - H,O  Sigma-Aldrich (C0732) 6004-24-6
B-Cyclodextrin Cs2H70035 Sigma-Aldrich (W402826)  7585-39-9
di-Ammoniumphosphat (NH4)2HPO,4 Sigma-Aldrich (215996) 7783-28-0
Kaliumpyrophosphat K4P,07 Sigma-Aldrich (322431) 7320-34-5
Kupfer-1I-hydroxid Cu(OH), Sigma-Aldrich (289787) 20427-59-2
Kupfer-ll-oxid (nano) cuo :?\lrg‘fg'(‘;'sul"_]'SL?Ch”O'og'es 1317-38-0
Kupfer-ll-sulfat CuSO, Sigma-Aldrich (451657) 7758-98-7
D(+)-Laktose Monohydrat C12H2,011 - H,O  Sigma-Aldrich (61341) 64044-51-5
Natriumfluorophosphat Na,POsF Sigma-Aldrich (344443) 10163-15-2
Natriummetavanadat NaVOs Sigma-Aldrich (72060) 13718-26-8
Natrium-N-lauroylsarcosinat CisH2sNOsNa Sigma-Aldrich (61745) 137-16-6
Neodymoxid Nd,0s; BOC Sciences (1313-97-9)  1313-97-9
Siliziumdioxid SiO; Fluka (S5631) 7631-86-9
Tetraacetylethylendiamin C10H16N204 Sigma-Aldrich (86545) 10543-57-4
Tetrabromphthalsdureanhydrid ~ CgBrsO3 BOC Sciences (632-79-1) 632-79-1
Vanadium-Ill-oxid V,03 BOC Sciences (1314-34-7) 1314-34-7
g::::sgl’g:\égj;bfm) WC Sigma-Aldrich (241881)  12070-12-1
g:rl:irg;\é}gcjrlt;g-(znoaongk) WC Sigma-Aldrich (778346)  12070-12-1
Zinkdimethyldithiocarbamat CeH12N2SaZn Sigma-Aldrich (329711) 137-30-4

4.5 Verwendete Zelllinien

Als Modelle fiir die in vitro-Versuche dienten die Zelllinien A549 und L929.

A549-Zellen (ATCC CCL-185) sind humane Alveolarepithelzellen Typ Il, die aus dem Lungenkarzinom

eines 58-jahringen Mannes etabliert wurden. Die Zelllinie A549 wurde freundlicherweise von Frau

Prof. Aufderheide (Cultex Laboratories) zur Verfiigung gestellt.

Die Zelllinie L929 sind murine Fibroblasten und stammen aus dem Fettgewebe einer C3H/An Maus
(100 d, &). Sie wurde von der European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC 85011425)

bezogen.

27



Methoden

5 Methoden

5.1 Zellkultur

Alle nachfolgend beschriebenen Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilwerkbank mit geeigneter
Schutzausristung durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellen fand im Inkubator in wasserdampfgesat-
tigter Atmosphare bei 37 °C und 5 % CO; statt.

5.1.1 Kultivierung der untersuchten Zelllinien

Fir die Kultivierung der Zelllinien A549 und 1929 wurde DMEM verwendet, das L-Glutamin
(580 mg/l), Natriumpyruvat (110 mg/l), Natrium Bicarbonat (3.700 mg/l) und Phenolrot enthielt.
Der Glukoseanteil im Medium betrug 1.000 mg/I fur die Zelllinie A549 bzw. 4.500 mg/I fur die Zell-
linie L929. Die Medien wurden mit 10 % FBS und Gentamicin (0,5 pg/ml) komplementiert.

Die Zelllinien A549 und L929 wurden als adharente wachsende Monolayer in Zellkulturflaschen mit
dem jeweiligen KM bei 37 °C und 5 % CO; im Inkubator kultiviert. Das Medium wurde alle zwei bis
drei Tage gewechselt. Bei einer Zellkonfluenz von 80 bis 90 % wurden die Zellen passagiert. Hierzu
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit DPBS gewaschen. Fiir die Ablésung vom Flaschen-
boden wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung fuir 3 bis 5 min bei 37 °C inkubiert. Nachdem sich
die Zellen abgerundet und vom Gefallboden abgeldst hatten, wurden sie in frischem KM resuspen-
diert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurde von der Zellsuspension das gewiinschte Volumen fir
Versuche auf Mehrlochplatten oder auf Zellkulturinserts bzw. fir die weitere Kultivierung in Zell-
kulturflaschen ausgesat. Die Zellen standen nach einer Inkubation von 24 h fiir Versuche zur Verfi-

gung.
5.1.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einer Neubauer-Zdhlkammer. Dazu wurden die Zellen wie im
Kapitel 5.1.1 beschrieben von der Wachstumsoberflache abgeldst und im Medium aufgenommen.
Von dieser Zellsuspension wurde ein Aliquot von 10 pl in die Zdhlkammer gegeben. Unter dem
Lichtmikroskop wurde durch Auszdhlen von mindestens vier Quadraten die Gesamtzellzahl
berechnet.

5.1.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Fiir die Kryokonservierung wurden die Zellen wie im Kapitel 5.1.1 beschrieben trypsiniert. Die Zell-
suspension wurde fur 5 min bei 500 Umdrehungen/min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in FBS
mit 10 % DMSO resuspendiert, in Kryoréhrchen tberfiihrt und fiir 24 h bei -80 °C eingefroren. Die
langfristige Lagerung fand bei -196 °C in flssigem Stickstoff statt.

Fiir die Aussaat der kryokonservierten Zellen wurde das Kryoréhrchen im 37 °C warmen Wasserbad
geschwenkt und die Zellen im vorgewarmten KM aufgenommen. Nach 24 h wurde ein Medium-
wechsel durchgefiihrt, um DMSO-Reste zu entfernen.
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5.2 Biochemische Tests

5.2.1 Bestimmung der zelluldren Stoffwechselaktivitat (WST-1-Assay)

Die Bestimmung der Zellaktivitat erfolgte mit Hilfe des WST-1-Assays. Der Test beruht auf der
Reduktion des schwach rétlichen, wasserloslichen Tetrazoliumsalzes WST-1 (water soluble tetra-
zolium salt) in orangefarbenes Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen in metabolisch
aktiven Zellen (Abbildung 5.1).

Eine beeintrachtigte Vitalitat zeigt sich durch eine reduzierte mitochondriale Aktivitat. Die durch
die chemische Umwandlung bedingte Absorptionsanderung wurde fotometrisch quantifiziert. Die
Absorptionsdnderung korrelierte mit der Stoffwechselaktivitat der Zellen und ermdglichte Riick-
schlisse auf die Zellvitalitat.

NO, Nee
2
N—H
l;l’N\N mitochondriale 'i‘ |
N~/ P /
Dehydrogenasen
SO,Na yarog SON
,Na SO,Na
WST-1 Formazan

Abbildung 5.1 Chemische Umwandlung des Tetrazoliumsalzes WST-1 zum Formazan

Das WST-1-Reagenz wurde mit KM, wie in den entsprechenden Versuchsbeschreibungen
(Kapitel 5.3.1.3 und 5.3.2.3) ausgefiihrt, verdiinnt und zu den Zellen pipettiert. Aliquots des Uber-
stands Uber den Zellen wurden nach einer einstiindigen Inkubationszeit im Zellkulturinkubator in
eine 96-Loch-Platte Uberfiihrt. Die Absorption wurde fotometrisch mit dem Plattenlesegerat
FLUOStar Omega bei zwei Wellenldngen (450 nm und 650 nm) bestimmt. Die durch Medium und
Lichtstreuung bedingte Hintergrundabsorption wurde bei 650 nm gemessen und bei der Vitalitats-
bestimmung berlicksichtigt.
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5.3 Exposition von Zellen
5.3.1 Air liquid interface Exposition

Wurden Zellen an dem ALl exponiert, traten sie direkt mit den Substanzpartikeln in Kontakt. Fir die
in dieser Arbeit durchgefiihrten ALl Versuche wurde eine spezielle Apparatur verwendet. Die
Expositionsanlage CULTEX® RFS ermoglichte eine direkte Exposition von auf einer semipermeablen
Membran kultivierten Zellen an dem ALI mit Partikeln aus einem definierten Aerosolfluss. Die Ver-
suchsanlage umfasste vier Teilbereiche (Abbildung 5.2):

1. Substanzpresse CULTEX® Hydraulic Press (CULTEX® HyP) zur Herstellung der verwendeten
Presslinge

2. Partikelgenerator CULTEX® Dust Generator (CULTEX® DG) zur Generierung eines Aerosols
aus Substanzpartikel

3. Expositionseinheit CULTEX® RFS bestehend aus zwei Modulen mit je drei Expositionskam-
mern

4. elektronische Steuerungsgerate zur Uberwachung und Regelung der Versuchsparameter

Partikelgenerator Expositionseinheit
Testsubstanz Druckluft

Abbildung 5.2 Aufbau der Expositionsanlage CULTEX® RFS bestehend aus dem Partikelgenerator
(CULTEX® DG) und den zwei Expositionseinheiten (Module) fiir das Testaerosol (Testsubstanz)
bzw. der Kontrolle (Druckluft)
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In der CULTEX® HyP (Abbildung 5.3, links) wurden die Presslinge fir die Versuche hergestellt. Dafir
wurde das Pulver der Testsubstanz in einen sogenannten Presszylinder (Glasrohr in einem Sub-
stanzcontainer) gegeben und mit einem definierten Druck in der Presse zu einem Pressling verdich-
tet. Die CULTEX® HyP stand in einem Abzug. Die Pressung der Testsubstanz fand ebenfalls im Abzug
und mit geeigneter Schutzausriistung statt.

Abbildung 5.3 CULTEX® HyP (links) und Presszylinder mit Pressling (rechts)

Die Presse beruhte auf einem beweglichen pneumatischen Hydraulikzylinder, der eine maximale
Presskraft von 6 bar (18 kN) hat. Uber einen Regler wurde die Presskraft fiir jede Substanz indivi-
duell im Bereich zwischen 2 bar und 6 bar (5 kN bis 18 kN) eingestellt (Tabelle 5.1). Die einzustel-
lende Presskraft war dabei u.a. von den morphologischen Eigenschaften der Testsubstanzen, z.B.
Kérnung, abhangig. In vorangegangenen Versuchen hatte die Firma Cultex Laboratories, Hannover
die einzustellenden Pressparameter bestimmt und Pressprotokolle fiir die Durchfiihrung der Expo-
sitionsversuche freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Zur Aufbewahrung wurde der Presszylin-
der mit der gepressten Testsubstanz mit Parafilm zum Schutz vor Austrocknung bzw. Feuchtigkeits-
aufnahme verschlossen. Beschriftete und mit Gefahrensymbol gekennzeichnete Presszylinder wur-
den nach geltenden Sicherheitsbestimmungen gelagert.
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Tabelle 5.1 Parameter fiir die Generierung der Presslinge mit der CULTEX® HyP bzw. der Test-
aerosole am CULTEX® DG

Testsubstanz Presskraft [kN] Vorschub [mm/h] Messerklinge
Bohmit 5 1,0 Typ 1
Cetylpyridiniumchlorid 5 15,08 Typ 1
B-Cyclodextrin 5 14,11 Typ 1
di-Ammoniumphosphat 6,5 15,32 Typ 3
Kaliumpyrophosphat 5 5,11 Typ 2
Kupfer-II-hydroxid 5 0,97 Typ 1
Kupfer-ll-oxid (nano) 5 2,0 Typ 1
Kupfer-ll-sulfat 5 4,5 Typ 1
D(+)-Laktose Monohydrat 5 10,0 Typ 1
Natriumfluorophosphat 7 7,05 Typ 1
Natriummetavanadat 5 3,41 Typ 1
Natrium-N-lauroylsarcosinat 5 6,08 Typ 1
Neodymoxid 5 1,22 Typ 3
Siliziumdioxid 5 2,19 Typ 1
Tetraacetylethylendiamin 5 6,08 Typ 1
Tetrabromphthalsdureanhydrid 5 7,30 Typ 3
Vanadium-Ill-oxid 5 1,95 Typ 3
Wolfram-IV-carbid 5 0,73 Typ 1
Wolfram-IV-carbid (nano) 5 0,73 Typ 1
Zinkdimethyldithiocarbamat 5 1,7 Typ 1

Der CULTEX® DG besteht aus dem Aerosolgenerator (oberer Teil) und dem Elutriator (unterer Teil)
(Abbildung 5.4).

Aerosolgenerator

Elutriator

Abbildung 5.4 CULTEX® DG
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Der CULTEX® DG ist ein Partikelgenerator, der auf dem Prinzip des Dust Feeder nach Wright (Wright
1950) basiert. Der Presszylinder mit der komprimierten Testsubstanz wurde kopfiiber in den
Aerosolgenerator eingestellt und befestigt. Die Abscheidung des Materials erfolgte mit einer
Messerklinge, die im Abstand von ca. 1 mm auf einen rotierenden Schaber verschraubt war (Abbil-
dung 5.5, links). Von den aus rostfreiem Edelstahl gefertigten Messerklingen gab es drei Typen
(Abbildung 5.5, rechts), die abhdngig von den chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Testsubstanz verwendet wurden. Die Messerklinge Typ 1 hatte zwischen den Schraubenléchern
und dem geraden, schlitzformigen Durchlass eine 1 mm hohe Abschabekante, die direkt dem Press-
kuchen beim Abscheidevorgang aufsall. Die Messerklingen Typ 2 und Typ 3 besallen keine
Abschabekante, sondern salen dem Presskuchen jeweils direkt auf. Der Durchlass war bei Typ 2 in
der Messerklingenmitte gebogen, hingegen bei Typ 3 gerade und im Vergleich zum Typ 1 langer.

Typ 1 Typ 2 Typ 3

Abbildung 5.5 Schaber mit verschraubter Messerklinge Typ 1 (links); Messerklingen (rechts)

Wahrend des Abscheidevorgangs umstromte ein Tragergas den Schaber mit der Messerklinge. Als
Tragergas wurde Druckluft fir Atemschutzgerdte nach der DIN EN 12021 verwendet. Die abge-
schabten Substanzpartikel wurden durch Aufnahme in den Druckluftstrom in ein Partikelaerosol
Uberfiihrt. Die unterschiedliche Gestaltung der Messerklingen wirkte sich auf die Luftstromung aus,
was die Abschabung und den Transport der Partikel beeinflusste. Der verwendete Messertyp war
ein Einflussfaktor bei der Partikelgeneration. Zwei weitere Faktoren waren die Parameter Vorschub
(mm/h) und Rotation (Umdrehungen/h), die Uber die zugehorige Software eingestellt und
gesteuert wurden (Tabelle 5.1).

Nachdem die generierten Substanzpartikel durch Zuleitung des Tragergases in ein Partikelaerosol
Uberfiihrt worden waren, wurde dieses lber eine genau definierte Stromungsgeschwindigkeit
(8 I/min) aus dem Aerosolgenerator in den Elutriator transportiert. Der Elutriator diente als
Aerosolmischkammer und Abscheider fiir Partikel unterschiedlicher GroRe und war mit einem
Modul der Expositionseinheit verbunden. Uber eine Vakuumpumpe wurde der Aerosolfluss so ein-
gestellt, dass die Partikel im Elutriator aufwarts stromten. Dazu musste die Saugkraft an der Zulei-
tung zu dem Modul der Expositionseinheit groRer sein als die gewichtsbedingte Sedimentations-
kraft der Partikel (Gesetz nach Stokes). Bei der Partikelgeneration wurden Partikel unterschied-
licher GroRe abgeschieden. Diese wurden durch die Stromungsverhéltnisse im Elutriator fraktio-
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niert, so dass nur Partikel mit der Gr6Re < 8 um durch die Zuleitung zu der Expositionseinheit ge-
langten (Steinritz et al. 2013). GroRere Partikel sanken auf den Boden des Elutriators und wurden
nicht in dem zur Expositionseinheit flihrenden Druckluftstrom aufgenommen.

Fiir die reproduzierbare Durchflihrung der Expositionsversuche mussten die Bedingungen im
System so eingestellt werden, dass eine konstante und gleichmallige Aerosolgeneration
sichergestellt war. Dariiber hinaus war es fiir den Vergleich der Versuchsergebnisse der einzelnen
Testsubstanzen wichtig, dass von jeder Substanz die gleiche PartikelgroRe und -menge pro
Expositionszeit auf die Zellen einwirkte.

Der Zellrasen in den verwendeten Inserts hatte eine anndahernd vollstiandige Konfluenz. Als Grund-
lage fur die Berechnungen wurde die Wachstumsflache der Inserts (4,67 cm?) verwendet. Aus der
pro Expositionszeit festgelegten Partikelmenge und der Insertflaiche wurde der Partikelmenge-
Flache-Koeffizient errechnet, der nachfolgend als Dosis bezeichnet wird. Des Weiteren wurden die
berechneten Werte der Dosis (26,8 ug/cm? - 53,5 pug/cm? - 107,1 pg/cm?) auf die Werte 25 pg/cm?
- 50 pg/cm? - 100 pg/cm? ,rationalisiert”. In der Tabelle 5.2 sind die vorgegebenen Expositions-
parameter zusammengestellt.

Tabelle 5.2 Expositionsparameter fiir die Testsubstanzen der ALI Exposition

Expositionszeit [min]  Partikelmenge [pg] Dosis (*) [ug/cm?]

15 125 26,8 (25)
30 250 53,5 (50)
60 500 107,1 (100)

(*) Die gerundeten Werte der Dosis sind in Klammern angegeben

Die Charakterisierung der verschiedenen Testsubstanzen und Bestimmung der einzelnen Para-
meter der Partikelgeneration wurde in Vorversuchen durch die Firma Cultex Laboratories,
Hannover durchgefiihrt. In den Vorversuchen wurde die Partikelabscheideeffizienz der einzelnen
Testsubstanzen untersucht. Daflir wurde hinter dem Aerosolgenerator ein Partikelanalysegerat
(Aerodynamic Particle Sizer, APS) geschaltet, das das generierte Aerosol hinsichtlich der Gesamt-
partikelzahl, Massenverteilung und GréRenverteilung der Partikel bestimmte. Daneben wurden die
Strémungsverhaltnisse in der Gesamtanlage durch eine Computational Fluid Dynamics-Analyse
bestimmt. In der Tabelle 5.1 sind die fir die einzelnen Testsubstanzen durch Vorversuche
ermittelten Parameter flr den Vorschub und der jeweilige Typ der Messerklinge angegeben. Fir
alle Testsubstanzen betrug der Parameter fiir die Rotation 800 Umdrehungen/h.

Vom Elutriator des CULTEX® DG wurde das Aerosol durch eine Zuleitung zu einem Modul der Expo-
sitionseinheit CULTEX® RFS geleitet. Das CULTEX® RFS ist eine Einheit, die aus zwei Modulen mit
jeweils drei Expositionskammern besteht. Jedes Modul besteht aus einem Aerosolfiihrungs-
segment (oberer Teil) und einem Probeaufnahmesegment (unterer Teil) (Abbildung 5.6). Uber
einen zirkulierenden Wasserkreislauf durch einen angeschlossenen Umwalzthermostat wurden
beide Segmente auf die Temperatur 37 °C temperiert.
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Aerosolfiihrungssegment

Probeaufnahmesegment

Abbildung 5.6 Expositionseinheit CULTEX® RFS

Das Aerosolfiihrungssegment war an einer Vorrichtung durch zwei Halterungen fixiert, in denen
durch zwei integrierte bewegliche Gleitrohre das Absenken auf das Probeaufnahmesegment er-
moglicht wurde. Auf dem Aerosolfiihrungssegment befand sich ein Einlassadapter, durch den der
Aerosolstrom zugeleitet wurde. Hinter dem Einlassadapter 6ffnete sich ein Hauptkanal, der sich in
drei radial angeordnete, zu den Expositionskammern leitende Offnungen (Aerosoldiisen) teilte. Bei
geschlossenem Modul befanden sich die trichterformigen Aerosoldiisen im Abstand von 2 mm tber
der Membran der Zellkulturinserts. Die radiale Anordnung der Aerosoldiisen ermdglichte eine
homogene Verteilung und Ablagerung der Partikel. Von den Expositionskammern wurde der Aero-
solstrom durch die Gber den Disen befindlichen Absauglocher abgesaugt. Durch die Absaugung
(gesteuert durch einen an einer Vakuumpumpe angelegten Unterdruck) wurde ein konstanter
Aerosolstrom erreicht. Der abgesaugte Aerosolstrom wurde nach Passage durch ein Filtersystem,
das die Partikel zurlickhalt, der Abluft zugeleitet.

Im Probeaufnahmesegment waren drei radial angeordnete Expositionskammern, in denen jeweils
ein Zellkulturinsert eingesetzt werden konnte. Die Adapterringe dienten der Justierung in den Ex-
positionskammern. Die einzelnen Kammern konnten separat mit Medium tber Zu- und Ableitungen
befiillt werden. Die Einstellung des Mediumspiegels auf Membranhdhe war tiber Absaugilberlauf-
réhrchen moglich.

Das CULTEX® RFS besteht aus zwei Modulen. Durch das an dem CULTEX® DG angeschlossene Modul
wurde der Aerosolstrom aus den generierten Partikeln zu den Zellen geleitet. Es wird im
nachfolgenden als Substanzmodul genannt. Das zweite Modul wird als Druckluftmodul bezeichnet
und diente als Kontrollmodul. Es war baugleich dem Substanzmodul, so dass die Stromungsverhalt-
nisse innerhalb des Moduls sowie die Zu- und Ableitungen des Tragergases identisch waren. Die
Zellen in den Expositionskammern wurden mit testsubstanzpartikelfreier Druckluft exponiert. Im
Unterschied zum Substanzmodul wurde hier das Tragergas (Stromungsgeschwindigkeit 3 I/min)
nach einer Passage durch eine Woulffsche Flasche liber den Einlassadapter eingeleitet. Beim Sub-
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stanzmodul wurde das Tragergas mit einer Stromungsgeschwindigkeit von 8 I/min vom Aerosol-
generator in den Elutriator (CULTEX® DG) geleitet. Der Elutriator diente als Aerosolmischkammer
und bremste aufgrund seines Fassungsvermogens die Geschwindigkeit des generierten Partikel-
aerosols etwas ab. Als Pendant dazu bildete die Woulffsche Flasche die Formung des Elutriators
und die darin erfolgenden Verwirbelungen und Stromungen nach. Die Stromungsgeschwindigkeit
des Tragergases zum Substanzmodul war hoher, denn fiir die Aufnahme und den Transport der
Partikel im Tragergasstrom wurde eine hohere Geschwindigkeit bendtigt. Zudem wurde der Trager-
gasstrom im Elutriator starker abgebremst als in der Woulffschen Flasche. Die beiden Geschwindig-
keiten wurden entsprechend der baulichen Konstruktion der einzelnen Anlagenbestandteile und
Anforderungen der Partikelgeneration so ausgearbeitet, dass die Stromungsverhéltnisse innerhalb
der Module gleich waren. Die Stromungsgeschwindigkeit des Partikelaerosols bzw. der Druckluft in
den Expositionskammern betrug 30 ml/min.

Der Partikelgenerator CULTEX® DG und das CULTEX® RFS waren mit verschiedenen elektronischen
Steuerungsgeraten zur Uberwachung und Regelung der Versuchsparameter verbunden. Die Tem-
perierung und die Zirkulation des Wasserkreislaufs in den beiden Modulen wurden durch ein Um-
walzwasserbad reguliert. Durch Steckverbindungen an den Wasseranschliissen der beiden Modul-
segmente waren diese mit dem Wasserbad verbunden. Das Tragergas wurde durch eine Vakuum-
pumpe durch die Expositionsanlage gesaugt. Dabei wurde der Tragergasstrom (iber ein Verteiler-
ventil in zwei Stréme unterteilt, die entweder (1) tber eine Woulffsche Flasche zum Druckluftmodul
oder (2) nach Passage des CULTEX® DG zum Substanzmodul geleitet wurden. Die jeweiligen
Strémungsgeschwindigkeiten wurden tber die Massendurchflussmesser (red-y compact regulator
GCR) auf 31/min (Druckluftmodul) bzw. 81/min (Substanzmodul) eingestellt. Die Strémungs-
geschwindigkeiten der Druckluft bzw. des Partikelaerosols in den Expositionskammern der Module
betrug 30 ml/min und wurde fir jede Kammer einzeln lber jeweils einen digitalen Massenfluss-
messer/-kontroller (IQ+Flow) eingestellt. Der Druckluftstrom bzw. Aerosolstrom aus den Exposi-
tionskammern der jeweiligen Module wurde mit einem an einer Vakuumpumpe angelegten Unter-
druck abgesaugt. Die Absaugstréomung von 1,51/min wird durch zwei Massenflussmes-
ser/-kontroller (EL-Flow) reguliert. Die Steuerung der Massenflussmesser/-kontroller erfolgte Gber
die zugehorige Software FlowDDE.

Fiir die Zu- und Ableitung von Gas- und Wasserstromen und fiir die Verbindung der einzelnen
Teilbereiche der Anlage wurden Silikonschlauche verwendet. Die Schlauchverbindung zwischen
dem Elutriator und dem Substanzmodul war ein Anti-Statik-Schlauch aus Polyurethan.

5.3.1.1 Vorbereitung der Zellen

Um die Exposition von Zellen an dem ALl mit einer Testsubstanz zu ermoglichen, wurden Zell-
kulturinserts (Costar® Transwell Permeable Supports) verwendet. In der Abbildung 5.7 ist ein Zell-
kulturinsert schematisch dargestellt. Das Zellkulturinsert, Transwell genannt, war ein Plastikeinsatz
mit einer durchsichtigen Polyestermembran. Diese Membran hatte eine Flache von 4,67 cm? und
4 x 10° Poren/cm? (PorengréRe 0,4 um). Das Transwell wurde in eine Vertiefung einer Zellkultur-
platte eingehangt und unterteilte diese in zwei Segmente. Das untere Segment (basale Seite) war
der Bereich unter der Insertmembran; das obere Segment (apikale Seite) war das Areal liber der
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Membran, auf dem die Zellen kultiviert werden. Durch diese spezielle Konstruktion war eine Kulti-
vierung der Zellen unter submersen Bedingungen als auch an dem ALI moglich.

Medium L— mikroporése _J
Insertmembran

submerse air liquid interface
Kultivierung Kultivierung \&\

Abbildung 5.7 Schematische Darstellung eines Zellkulturinserts bei submerser und air liquid interface
Kultivierung (links); Zellkulturinserts Costar® Transwell Permeable Supports (rechts)

Die Zellen wurden auf der mikroporésen Membran der Inserts zunachst unter submersen Bedin-
gungen kultiviert. Von einer submersen Kultivierung spricht man, wenn die auf der Membran an-
haftenden Zellen mit Medium Uberschichtet sind, d.h. es befand sich das Medium sowohl auf der
basalen als auch auf der apikalen Seite des Inserts. Bei der Kultivierung an dem ALl wurde das api-
kale Medium aus dem Insert entfernt. Durch die Poren in der Membran ist die Nahrstoffversorgung
fiir die Zellen von der basalen Seite des Inserts moglich.

Fiir die Zellaussaat wurde zunachst die Membran der Zellkulturinserts aquilibriert. Daflir wurden
2,5 ml vorgewarmtes KM in die Plattenvertiefung eingefillt. Im Anschluss wurde das Insert
vorsichtig eingehdngt und die Insertmembran mit 1 ml KM gleichmaRig bedeckt. Nach VerschlieRen
der Platte mit einem Deckel wurde diese fiir mindestens 30 min in den Inkubator (37 °C, 5 % CO;)
gesetzt.

Die Zellen wurden wie in den Kapiteln 5.1.1 und 5.1.2 beschrieben von der Wachstumsoberflache
abgeldst und ausgezahlt. In jedem Versuch wurden fiir die drei Expositionszeiten (Dosen) jeweils
sechs Zellkulturinserts verwendet und daneben drei Kontrollen (unbehandelte Zellen) mitgefihrt.

Auf jedem der 21 Zellkulturinserts (4,67 cm?) wurden ca. 187.500 Zellen ausgesét, so dass sich dar-
aus ein Zellzahl-Fliche-Verhiltnis von 40.150 Zellen/cm? ergab. Fiir die Aussaat wurde nach Ab-
nahme des zur Aquilibrierung verwendeten KM aus den Inserts ein geeignetes Volumen der Zell-
suspension in die Zellkulturinserts gegeben und anschlieBend fiir 24 h im Zellkulturinkubator (37 °C,
5 % CO,) kultiviert. Damit sich die Zellen aus der Zellsuspension gleichmaRig auf die Membran ver-
teilen und anwachsen konnten, war auf die waagerechte Positionierung der Zellkulturplatten zu
achten.

5.3.1.2 Expositionsdurchfiihrung

Vor Versuchsbeginn wurden alle Gerate der Expositionsanlage in Betrieb genommen. Dazu gehorte
das Einschalten des Umwalzwasserbads zur Temperierung der Module, der Vakuumpumpe zur Ab-
saugung des Tragergases und der Massenflussmesser/-kontroller zur Einstellung der Strémungen.
Die Expositionskammern beider Module wurden mit dem fir jede Zelllinie speziell angesetzten EM
befiillt. Uber die Uberlaufrohrchen wurde der Mediumspiegel auf Membranhdhe eingestellt.
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Wahrend der Expositionsdurchfiihrung erfolgte keine CO,-Zufuhr in der Versuchsanlage. Das EM
hatte daher einen Zusatz von 100 mM HEPES, um den pH-Wert wahrend der Exposition stabil zu
halten.

Der Prozess der Partikelgenerierung wurde als ,Vorlauf” bezeichnet und vor der Exposition durch-
gefiihrt. Der Presszylinder wurde kopfiiber im Partikelgenerator fixiert. Uber die zugehérige Soft-
ware wurden die Abscheideparameter (Vorschub, Rotation) eingestellt und die Messerklinge an
den Presskuchen herangefahren (Tabelle 5.1). Das generierte Partikelaerosol wurde zum Elutriator
geleitet. Der Elutriator war mit einem Gummistopfen verschlossen, so dass es keine Verbindung
zum Substanzmodul gab. Die Partikelgeneration konnte anhand des gebildeten Staubwélkchen
kontrolliert werden.

In das Substanzmodul wurden zellfreie Zellkulturinserts (sogenannte Blindinserts) eingesetzt. Nach
SchlieBen des Substanzmoduls (Absenkung des Aerosolfiihrungssegments auf das Probeauf-
nahmesegment) wurde Gber einen Schlauch der Elutriator mit dem Substanzmodul verbunden. Die
Partikel des Aerosolflusses gelangten auf die Blindinserts. Der Vorlauf wurde 30 min durchgefiihrt
und diente zum einen dazu, die Partikelgenerierung und die Stromung des Aerosolflusses zu
beobachten und auf Stabilitat zu Gberprifen. Zum anderen war es moglich, durch Riickwaage der
Blindinserts Aufschluss tber die abgeschiedene Partikelmenge zu erhalten. Nach Beendigung des
Vorlaufs wurden die Expositionsversuche durchgefiihrt. Um den Einfluss unterschiedlicher Exposi-
tionszeiten (und die damit verbundenen unterschiedlichen Partikelmengen) zu untersuchen, wur-
den fir jeden Zeitraum jeweils drei Inserts in die Expositionskammern des Substanzmoduls gesetzt.
Als Referenz und Kontrolle dazu wurden parallel jeweils drei Inserts in das Druckluftmodul gesetzt.

Fiir die ALl Exposition wurde zunachst das fir die submerse Kultivierung verwendete apikale
Medium aus den Inserts entfernt. Anschliefend wurden die Inserts in die Expositionskammern ein-
gesetzt und fir 15 min, 30 min oder 60 min entweder mit dem Aerosol oder mit der Druckluft
exponiert (Abbildung 5.8). Wahrend der Exposition wurden die Zellen mit Nahrstoffen von der
basalen Seite durch die mikropordse Membran versorgt. Auf der apikalen Seite wurden die Zellen
mit dem Aerosol bzw. der Druckluft Gberstromt. Nach der Expositionszeit wurden die Inserts aus
den Kammern entnommen, in neue Zellkulturplatten Gberfihrt und fiir 24 h in den Inkubator
(37 °C, 5 % CO;,) gesetzt. Wahrend dieser Nachinkubationszeit wurden die Zellen an dem ALI gehal-
ten.

Als Kontrollen wurden Zellen bezeichnet, die weder mit der Testsubstanz noch mit Druckluft expo-
niert wurden (Abbildung 5.8). Die Zellen wurden unter submersen Bedingungen ausgesat und fur
24 h im Inkubator (37 °C, 5 % CO,) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen auf ,air liquid inter-
face” gesetzt, d.h. das apikale Medium wurde aus den Inserts entnommen. Nach 24 h im Inkubator
wurde mit dem WST-1-Assay die Vitalitdt bestimmt und als Vergleichswert fiir die exponierten
Zellen verwendet. Die Zellen der Kontrolle wurden wahrend der Versuchsdurchfiihrung nur mit KM
versorgt.
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Abbildung 5.8 Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung der ALI Exposition

5.3.1.3 Vitalitédtsbestimmung

Die Zellaktivitat wurde 24 h nach der Exposition mit dem WST-1-Assay bestimmt. Vor der bioche-
mischen Bestimmung wurden die Zellen unter dem Mikroskop beurteilt.

Nach der Nachinkubationsphase wurden die Zellkulturinserts aus der Versuchsplatte entnommen
und in eine mit 1,5 ml KM befillte Vertiefung einer neuen Zellkulturplatte (6 well) gesetzt. Dabei
durften sich keine Luftblasen unter der Insertmembran bilden. Das WST-1-Reagenz wurde mit KM
1:7 (A549-Zellen) bzw. 1:10 (L929-Zellen) verdiinnt. In jedes Zellkulturinsert wurde 1 ml der WST-1-
Reaktionslosung gegeben und durch vorsichtiges Schwenken verteilt. Nach einer einstiindigen
Inkubationszeit im Inkubator wurden aus jedem Zellkulturinsert nach kurzer Durchmischung 100 pl
des Uberstands als Triplikate in Vertiefungen einer Zellkulturplatte (96 well) iiberfiihrt. Die optische
Dichte (OD) der Reaktionslosung in den Plattenvertiefungen wurde bei 450 nm und 650 nm in
einem Plattenlesegerat bestimmt.

Die Vitalitat der Zellen wurde wie im Folgenden beschrieben berechnet. Von den OD-Werten der
Wellenlange 450 nm wurde die bei 650 nm gemessene Hintergrundabsorption, die durch
unspezifische Lichtstreuung verursacht wird, abgezogen. Bei Expositionsversuchen an dem ALI
dienten die unbehandelten Zellen (Inkubatorkontrollen, IK) als Referenz, indem diese als 100 %
gesetzt wurden. Die OD-Werte der mit Druckluft bzw. der Testsubstanz behandelten Zellen wurden
dazu in Relation gesetzt. Der aus dieser Berechnung ermittelte Wert stellte die prozentuale
Formazanbildung der mit Druckluft bzw. Testsubstanz behandelten Zellen im Vergleich zur IK dar.
Um zu berechnen, welchen Einfluss die Testsubstanz auf die Zellaktivitat hat und den Einfluss der
Druckluft auf die Zellen auszuschlieBen, wurden die mit der Testsubstanz behandelten Zellen auf
die mit Druckluft behandelten Zellen normiert. Daflir wurden jeweils die prozentualen Werte der
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Formazanbildung im Vergleich zur IK zu denselben Expositionszeiten in Relation gesetzt. Nach
Subtraktion des Werts von 100 wurde er als ,,Formazandefizit [%]“bezeichnet.

5.3.2 Submerse Exposition

Fiir die submerse Exposition (SUB Exposition) wurden die Zellen auf Zellkulturplatten (96 well) fur
24 h kultiviert. Nach Abnahme des KMs wurden die Zellen mit Substanzmedien unterschiedlicher
Konzentration Uberschichtet und unter drei verschiedenen Expositionsbedingungen weiterbehan-
delt (Abbildung 5.9). Um die Ergebnisse beider Expositionsverfahren miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden die Versuchsbedingungen (Zellzahl, Dosis) fiir die SUB Exposition denen der ALI
Exposition angepasst.

substanzhaltiges KM
24 h
y N
substanzhaltiges
SUB 2 KM Medium-
:> 15/30/60 min : wechsel
24 h
(Abnahme der | T——> WST-1-Assay
SUB 3 substanzhaltigen
submerse — substanzhaltiges . Medien)
Kultivierung EM
der Zellen (24 h) \ 15/30 /60 min /
Kontrolle
(nicht exponiert)
|
] Iy . ! Vitalitats- |
' Zellaussaat Expositionsdurchfiihrung | . I
Lo T ‘ bestimmung |

Abbildung 5.9 Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung der SUB Exposition

Auf den Zellkulturinserts wurden die Zellen in einem Zellzahl-Flache-Verhaltnis von
ca. 40.150 Zellen/cm? ausgesat. Dieses wurde auf die Wachstumsflache der Vertiefungen der Zell-
kulturplatte (96 well) umgerechnet. Es ergab sich daraus eine Zellzahl von rund 12.800 Zellen pro
Vertiefung mit einer Wachstumsflache von 0,32 cm?.

Aus den Versuchen zur ALl Exposition war die Partikelmenge je Expositionszeit bekannt
(Tabelle 5.2). Bezog man die Partikelmenge auf die Flache des Zellkulturinserts, so ergab sich daraus
die folgende Dosis (ug/cm?), deren Werte fiir ein einfacheres Verstandnis rationalisiert wurden
(Tabelle 5.3).
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Tabelle 5.3 Expositionsparameter fiir die Testsubstanzen der SUB Exposition

Partikelmenge (Expositionszeit) Dosis (*)

125 pg (15 min) 26,8 (25) pug/cm?
250 pg (30 min) 53,5 (50) pg/cm?
500 pg (60 min) 107,1 (100) pg/cm?

(*) Die gerundeten Werte der Dosis sind in Klammern angegeben.

Es wurden bei der SUB Exposition drei verschiedene Bedingungen der Exposition untersucht. Bei
den ALI Versuchen waren die Zellen mit den Substanzpartikeln drei verschiedener Dosen exponiert.
Die Partikel verblieben fiir eine 24-stlindige Nachinkubationszeit auf den Zellen. Fiir den direkten
Vergleich des Einflusses der Darreichungsform der jeweiligen Testsubstanz beider Expositions-
verfahren wurde unter der ,,submerse Exposition, Bedingung 1“ (SUB 1) die Exposition mit einem
Substanzmedium durchgefiihrt, das fiir 24 h auf den Zellen verblieb. Da die Zellen wahrend der
24-stlindigen Exposition im Inkubator verblieben, wurde die Testsubstanz in das zur jeweiligen Zell-
linien gehorige KM gegeben und verteilt.

Ob bereits der einmalige Kontakt der Zellen mit unterschiedlichen Partikelmengen einen Einfluss
auf die Zellaktivitat hat, wurde als ,submerse Exposition, Bedingung 2“ (SUB 2) untersucht. Bei
diesen Versuchen wurden die Testsubstanzen in das KM in drei unterschiedlichen Konzentrationen
gegeben. Anschliefend wurden die Zellen fiir die Expositionszeit mit den entsprechend zugehori-
gen Dosen behandelt. So wurden z.B. Zellen fiir die Zeit von 15 min mit einem Substanzmedium mit
der Konzentration exponiert, die einer Dosis von 25 pg Substanz pro cm? Wachstumsfldche ent-
sprach. Nach der Expositionszeit wurden das Substanzmedium von den Zellen abgenommen. Die
Zellen wurden mit KM Uberschichtet und fiir 24 h in den Inkubator gesetzt.

Die Expositionsversuche ,,submerse Exposition, Bedingung 3“ (SUB 3) sind denen der SUB 2 dhnlich.
Der Unterschied war, dass hier die Testsubstanz im EM gel6st wurde. Nach der Expositionszeit wur-
den die Substanzmedien durch KM ersetzt und die Zellen im Inkubator 24 h nachinkubiert. In diesen
Versuchen wurde untersucht, welchen Einfluss das EM im Vergleich zum KM wahrend der Exposi-
tionsdurchfiihrung hatte.

5.3.2.1 Vorbereitung der Zellen

Fiir die SUB Exposition wurden pro Testsubstanz und Bedingung vier Vertiefungen einer Zellkultur-
platte (96 well) mit den Zellen entsprechend dem Zellzahl-Flache-Verhaltnis von rund 40.150 Zel-
len/cm? ausgesat und im Inkubator (37 °C, 5% COy) fiir 24 h kultiviert. Fir die A549- und L929-
Zellen wurde das passende KM verwendet.

5.3.2.2 Expositionsdurchfiihrung

Fir die Versuche wurden die Zellen mit Substanzmedien unterschiedlicher Konzentration ent-
sprechend den Bedingungen exponiert. Aus den Versuchen der ALl Exposition war die Do-
sis (ug/cm?) bekannt. Fiir den Vergleich der beiden Verfahren wurden die Konzentrationen der Sub-
stanzmedien und die submerse Versuchsdurchfiihrung auf die entsprechende Dosis abgestimmt.
Die Zellen sollten mit 100 ul des jeweiligen Substanzmediums pro Bedingung exponiert werden,
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d.h. die Substanzmenge im zugegebenen Volumen bezogen auf die Wachstumsflache der Platten-
vertiefung (0,32 cm?) sollte der Dosis entsprechen.

Es wurde von jeder Substanz eine Stammldsung mit der Konzentrationen 34,2 mg/100 ml KM
(SUB 1 und SUB 2) bzw. EM (SUB 3) hergestellt. Um die Substanzen im Medium zu l6sen bzw. bei
unldslichen Substanzen homogen im Medium zu verteilen, wurde das Substanzmedium geschiittelt.
In Tabelle 5.4 sind die Loslichkeiten der Substanzen angegeben. Die Stammldsung wurde 1:2 und
1:4 mit KM (SUB 1 und SUB 2) bzw. EM (SUB 3) verdiinnt. Jede Testsubstanz hatte demnach drei
Ansétze pro Bedingung, deren Konzentration 8,55 mg/100 ml, 17,1 mg/100 ml und 34,2 mg/100 ml|
Medium betrug.

Tabelle 5.4 Ubersicht der Loslichkeit der Testsubstanzen

Testsubstanz Loslichkeit [g/I]
Bohmit unléslich
Cetylpyridiniumchlorid 111,0
B-Cyclodextrin 14,3
di-Ammoniumphosphat 100,0
Kaliumpyrophosphat 10,0
Kupfer-lI-hydroxid unléslich
Kupfer-ll-oxid (nano) unléslich
Kupfer-ll-sulfat 203
D(+)-Laktose Monohydrat 161
Natriumfluorophosphat 696,0
Natriummetavanadat 225,2
Natrium-N-lauroylsarcosinat 456,4
Neodymoxid unloslich
Siliziumdioxid unléslich
Tetraacetylethylendiamin 1,2
Tetrabromphthalsdaureanhydrid unléslich
Vanadium-Ill-oxid 0,1
Wolfram-IV-carbid unléslich
Wolfram-IV-carbid (nano) unléslich
Zinkdimethyldithiocarbamat 0,065

Fiir die Durchfiihrung der SUB Expositionen wurde das Medium aus den Vertiefungen der Zell-
kulturplatte vorsichtig abgesaugt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 pl pro Konzentration des
jeweiligen Substanzmediums entsprechend der Bedingungen exponiert (Tabelle 5.5). Bei den Kon-
trollen erfolgte ein Mediumwechsel mit KM.
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Tabelle 5.5 Ubersicht der drei Versuchsbedingungen bei der SUB Exposition

Medium Konzentration Dosis Expositionszeit
[mg/100 ml] [ng/cm?]

SUB1 KM 8,55 25 24 h
17,1 50 24 h
34,2 100 24 h

SUB 2 KM 8,55 25 15 min
17,1 50 30 min
34,2 100 60 min

SUB3 EM 8,55 25 15 min
17,1 50 30 min
34,2 100 60 min

5.3.2.3 Vitalitédtsbestimmung

Die Bestimmung der Vitalitdt wurde mit dem WST-1-Assay durchgefiihrt und erfolgte 24 h nach
Expositionsdurchfiihrung. Wie auch bei der ALl Exposition wurden die Zellen vor der kolorimetri-
schen Bestimmung unter dem Mikroskop morphologisch beurteilt.

Das WST-1-Reagenz wurde fiir beide Zelllinien mit KM im Verhaltnis 1:10 verdiinnt. Nach Absaugen
des Mediums (Kontrollen, SUB 2 und SUB 3) bzw. der Substanzmedien (SUB 1) wurden 100 ul der
WST-1-Reaktionslosung in jede Vertiefung der Platte pipettiert. Nach einer einstiindigen Inkuba-
tionszeit im Zellkulturinkubator wurden aus jeder Vertiefung jeweils 90 pl des Uberstandes in die
Vertiefungen einer (neuen) Zellkulturplatte (96 well) Gberfiihrt. Die OD-Messung erfolgte bei den
Wellenldngen 450 nm und 650 nm (vgl. Kapitel 5.3.1.3.).

Fir die Vitalitdtsberechnung bei Versuchen der SUB Exposition wurden von den OD-Werten der
Wellenldnge 450 nm die Hintergrundabsorption bei 650 nm abgezogen. AnschlieRend wurden die
OD-Werte der mit der Testsubstanz behandelten Zellen in Relation zu denen der unbehandelten
Zellen (Kontrollen) gesetzt. Der daraus errechnete Wert stellte die prozentuale Formazanbildung
der mit der Testsubstanz behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle dar. Gleichzeitig zeigte
dieser Wert den Einfluss der Testsubstanz auf die Zellaktivitat bzw. Zellvitalitdat an. Der Wert wurde
von 100 subtrahiert und als ,Formazandefizit [%]“ bezeichnet.
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5.4 Statistik

Bei allen aufgefiihrten Experimenten wurden, soweit nicht anders vermerkt, mindestens drei von-
einander unabhangige Versuche durchgefiihrt. Dabei wurden Zellen unterschiedlicher Passagen-
zahl verwendet.

Die Berechnung, statistische Auswertung und grafische Darstellung der Daten erfolgte mit dem
Programm Prism 7.0 der Fa. GraphPad Software, Lalolla California, USA. Die Daten wurden als
Mittelwerte + Standardabweichung (SD) und der jeweiligen Anzahl (n) von Einzelexperimenten an-
gegeben.

Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) und dem
Post-Hoc-Signifikanztest nach Bonferroni berechnet. Der Vergleich zwischen Werten einer
Bedingung wurde mit der einfaktoriellen (one-way), bei mehreren Bedingungen mit der zwei-
faktoriellen (two-way) ANOVA durchgefiihrt. Als Signifikanzschranken wurden vorgegeben:

*p<0,5;
** < 0,01;

*** p<0,001.
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6 Ergebnisse

Die Untersuchung der schadigenden Wirkung von verschiedenen inhalierbaren Substanzen auf
Zellen ist durch unterschiedliche Expositionsverfahren moglich.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zelllinien A549 (humane Lungenepithelzellen) und L929
(murine Fibroblasten) verwendet, die direkt mit den Partikeln an dem ALl oder mit einem substanz-
haltigen Medium exponiert wurden. Es wurden 19 verschiedene Substanzen mit insgesamt 20 Mo-
difikationen untersucht, von denen fiinf, basierend auf ECHA-Daten, als , gesundheitsgefdhrdend
bei Inhalation” galten (Tabelle 6.1).

Tabelle 6.1 Ubersicht der Testsubstanzen

Testsubstanz CAS-Nummer | CLP-Beurteilung (*)

Bohmit 1318-23-6 keine Einstufung als toxisch
Cetylpyridiniumchlorid 6004-24-6 Akute Toxizitat, Kategorie 2
B-Cyclodextrin 7585-39-9 keine Einstufung als toxisch
di-Ammoniumphosphat 7783-28-0 keine Einstufung als toxisch
Kaliumpyrophosphat 7320-34-5 keine Einstufung als toxisch
Kupfer-lI-hydroxid 20427-59-2 Akute Toxizitat, Kategorie 2
Kupfer-Il-oxid (nano) 1317-38-0 keine Einstufung als toxisch
Kupfer-ll-sulfat 7758-98-7 keine Einstufung als toxisch
D(+)-Laktose Monohydrat 64044-51-5 keine Einstufung als toxisch
Natriumfluorophosphat 10163-15-2 keine Einstufung als toxisch
Natriummetavanadat 13718-26-8 Akute Toxizitat, Kategorie 4
Natrium-N-lauroylsarcosinat 137-16-6 Akute Toxizitat, Kategorie 2 (4)
Neodymoxid 1313-97-9 keine Einstufung als toxisch
Siliziumdioxid 7631-86-9 keine Einstufung als toxisch
Tetraacetylethylendiamin 10543-57-4 keine Einstufung als toxisch
Tetrabromphthalsdureanhydrid | 632-79-1 keine Einstufung als toxisch
Vanadium-Ill-oxid 1314-34-7 keine Einstufung als toxisch
Wolfram-I1V-carbid 12070-12-1 keine Einstufung als toxisch
Wolfram-IV-carbid (nano) 12070-12-1 keine Einstufung als toxisch
Zinkdimethyldithiocarbamat 137-30-4 Akute Toxizitat, Kategorie 2

(*) Beurteilung der Akuten Toxizitat (Inhalation) im jeweils untersuchten Dosisbereich nach
Einstufung gemaR der CLP-Verordnung

Die ALl Versuche wurden mit der Expositionsanlage (CULTEX® RFS) durchgefiihrt. Im ersten Schritt
wurden nach dem Aufbau der Anlage mehrere Versuche zur Validierung der Methodik und Hand-
habung durchgefiihrt. Die dabei aufgetretenen Schwierigkeiten konnten durch Anpassung einzel-
ner Parameter behoben werden, so dass nach der Etablierung der Anlage die Expositionsversuche
mit den oben genannten Testsubstanzen durchgefiihrt wurden. Bei der ALl Exposition wurden die
Zellen fiir 15 min, 30 min oder 60 min entweder mit dem Testaerosol oder mit Druckluft exponiert.
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Es wurde dabei fiir jede Expositionszeit eine bestimmte Partikelmenge festgelegt. Die Partikel-
menge wurde auf die Wachstumsfliche der Inserts (4,67 cm?) bezogen und als Dosis
(15 min = 25 pg/cm?, 30 min = 50 pg/cm?, 60 min = 100 pg/cm?) bezeichnet.

Im zweiten Schritt wurden Versuche zur SUB Exposition durchgefiihrt. In diesem Verfahren wurden
die Zellen mit den im Medium dispergierten Substanzen unter drei verschiedenen Bedingungen
exponiert. Um einen Vergleich der Ergebnisse beider Verfahren zu ermdoglichen, dienten die ALI
Versuchsbedingungen (insbesondere die Dosis) als Grundlage fiir die SUB Exposition. Flr die
Substanzexpositionen wurden drei verschiedene Bedingungen gewahlt. Die ,,SUB 1“ ist der direkte
Vergleich zwischen beiden Verfahren bezogen auf die Verbringung der Substanz. Die Substanz ver-
blieb fir 24 h auf den Zellen entweder als Staubpartikel (ALI) oder im KM dispergiert (SUB 1). Bei
der ,,SUB 2“ und ,SUB 3“ wurden die Zellen mit substanzhaltigem Medium fiir unterschiedliche
Expositionszeiten behandelt (Kapitel 5.3.2.2, Tabelle 5.5). Die Testsubstanz wurde entweder in KM
(SUB 2) oder EM (SUB 3) geldst bzw. bei unldslichen Substanzen durch Schiitteln homogen im
Medium verteilt.

Die Ergebnisse der beiden Expositionsverfahren werden fiir die Zelllinien A549 und L929 dargestellt.
AnschlieBend werden die Ergebnisse weiterer Substanzexpositionen mit den L929-Zellen be-
schrieben, die ausschlieRlich im submersen Expositionsverfahren untersucht wurden.

6.1 Etablierung der Expositionsanlage

Durch die spezielle Apparatur CULTEX® RFS war die direkte Partikelexposition von auf mikroporéser
Membran kultivierten Zellen an dem ALI moglich. Die potenziell toxischen Substanzpartikel wurden
durch Aufnahme in ein Tragergas (Druckluft) in ein Aerosol tUberfihrt, das nachfolgend in direkten
Kontakt mit den Zellen kam.

Zunachst musste ausgeschlossen werden, dass bereits das Tragergas zellschadigend war. Die A549-
Zellen wurden wie im Kapitel 5.3.1.1 aufgefiihrt auf der semipermeablen Membran der Zell-
kulturinserts ausgesadt. Nach einer Wachstumsphase (24 h) wurden diese in die Expositions-
kammern der beiden Module eingesetzt und fiir 15 min, 30 min und 60 min mit partikelfreier Luft
exponiert. Als partikelfreie Luft diente das Tragergas ,Druckluft flir Atemschutzgerdte nach
DIN EN 12021“. Im CULTEX® DG wurde ein leerer Presszylinder (d.h. ohne gepresste Substanz) ein-
gesetzt, um die gewlinschten Stromungsgeschwindigkeiten des Tragergases in der Anlage zu erhal-
ten. Als EM wurde DMEM (Glukose 1.000 mg/l, Gentamicin 5 pg/ml) verwendet, das zuséatzlich mit
25 mM HEPES gepuffert war. Die Zellvitalitat nach der Exposition wurde mit Hilfe des WST-1-Assays
durch fotometrische Messung der Absorptionswerte, wie im Kapitel 5.3.1.3 beschrieben, bestimmt.

Die Apparatur CULTEX® RFS hatte eine Expositionseinheit aus zwei baugleichen Modulen, so dass
es keine statistischen Unterschiede der mit Druckluft exponierten Zellen zu den jeweiligen Exposi-
tionszeitraumen zwischen den Modulen im Vergleich zu der IK geben sollte. Die Module werden
daher folgend als Modul 1 und 2 bezeichnet. Alle fotometrisch ermittelten OD-Werte der mit Druck-
luft exponierten A549-Zellen in den drei Expositionszeitraumen (15 min, 30 min, 60 min) beider
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Module waren statistisch signifikant verschieden zu den OD-Werten der Zellen der IK (Abbil-
dung 6.1). Die statistischen Unterschiede wurden lber eine one-way ANOVA (Post-Hoc-Test nach

Bonferroni) berechnet.
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Abbildung 6.1 OD-Werte der A549-Zellen nach Druckluftexposition im CULTEX® RFS (25 mM HEPES EM)

A549-Zellen wurden mit Druckluft in beiden Modulen der Expositionsanlage CULTEX® RFS fiir 15 min, 30 min
und 60 min exponiert (EM mit 25 mM HEPES). Die Bestimmung der Zellvitalitdt erfolgte mit dem
WST-1-Assay. Alle OD-Werte sind Mittelwerte = SD aus vier unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifi-
kanzen beziehen sich auf die IK und wurden berechnet mit one-way ANOVA (Post-Hoc-Test nach Bonferroni).

Die geringeren OD-Werte der druckluftexponierten Zellen zeigten eine geringere Vitalitdt im
Vergleich zur IK an. Als mogliche Ursache wurde die HEPES-Konzentration (25 mM) im EM ange-
nommen. Der HEPES-Zusatz im Medium diente der Stabilisierung des pH-Werts wahrend der
Versuchsdurchfiihrung, da wahrend der Exposition keine CO,-Zufuhr erfolgte. Um festzustellen, ob
die HEPES-Konzentration im verwendeten Medium zu gering war, um den pH-Wert konstant zu
halten, wurde die HEPES-Konzentration auf 100 mM erhéht. Nach der Anderung dieses Parameters
in der Versuchsdurchfiihrung wurden die Experimente wiederholt und die OD-Werte der druck-
luftexponierten Zellen wie zuvor ermittelt (Abbildung 6.2). Der statistische Vergleich der Mittel-
werte liel keine signifikanten Unterschiede erkennen.
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Abbildung 6.2 OD-Werte der A549-Zellen nach Druckluftexposition im CULTEX® RFS (100 mM HEPES EM)

A549-Zellen wurden mit Druckluft in beiden Modulen der Expositionsanlage CULTEX® RFS fiir 15 min, 30 min
und 60 min exponiert (EM mit 100 mM HEPES). Die Bestimmung der Zellvitalitdt erfolgte mit dem
WST-1-Assay. Alle OD-Werte sind Mittelwerte + SD aus vier unabhangigen Versuchen. Signifikante Unter-
schiede gab es nicht.

Fiir die Auswertung musste sichergestellt werden, dass in jeder Expositionskammer die gleichen
Voraussetzungen gegeben sind. Um auszuschlieRen, dass es Unterschiede zwischen den Kammern
innerhalb bzw. zwischen den Modulen eines jeweiligen Expositionszeitraums gab, wurden die
Ergebnisse der in der Abbildung 6.2 dargestellten Versuche noch weiter zergliedert. Die OD-Werte
der druckluftexponierten Zellen der einzelnen Kammern wurden mit denen der IK, die als 100 %
vital gesetzt wurden, verglichen. Es lief§ sich in keinem Expositionszeitraum zwischen den Kammern
ein statistischer Unterschied feststellen (Abbildung 6.3). Aufgrund dieser Kongruenz wurden die
gemessenen OD- bzw. berechneten Formazanausbeute-Werte der beiden Module der jeweiligen

Expositionszeitraume zusammengezogen.
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Abbildung 6.3 Vergleich der Formazanausbeute der druckluftexponierten A549-Zellen zwischen den sechs
Expositionskammern des CULTEX® RFS

A549-Zellen wurden mit Druckluft in den 6 Expositionskammern (Kammern 1 bis 3 im Modul 1, Kammern 4
bis 6 in Modul 2) der Expositionsanlage CULTEX® RFS fir die Zeitraume (A) 15 min, (B) 30 min und (C) 60 min
exponiert (EM mit 100 mM HEPES). Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte mit dem WST-1-Assay. Die
OD-Werte der mit Druckluft exponierten Zellen wurden in Relation zu denen der IK gesetzt dargestellt. Alle
OD-Werte sind Mittelwerte + SD aus vier unabhangigen Versuchen. Signifikante Unterschiede gab es nicht.
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Zur Untersuchung der Substanzen wurde neben der Zelllinie A549 auch die Zelllinie L929 verwen-
det. Auch hier wurde Uberprift, ob das partikelfreie Tragergas (Druckluft) eine Schadigung der
Zellen bewirkt. Die Durchfiihrung dieser Vorversuche erfolgte wie zuvor beschrieben.

Ein Vergleich der Formazanausbeute aus den Versuchen der mit Druckluft exponierten A549- und
L929-Zellen ist in der Abbildung 6.4 dargestellt. Da sich bei den L929-Zellen die sechs Kammern zu
den einzelnen Expositionszeitraumen nicht signifikant unterschieden, wurden die Werte der beiden
Module zusammengezogen. Die OD-Werte der jeweiligen IK wurden als 100 % Vitalitat gesetzt.
Dazu wurden die OD-Werte der jeweiligen Zelllinien in Relation gesetzt. Aus der Darstellung geht
hervor, dass bei allen Expositionszeitraumen die berechneten Formazangehalte der A549-Zellen im
Vergleich zu denen der L929-Zellen niedriger waren, sich aber nicht signifikant unterschieden. Die
zellschadigende Auswirkung der Druckluft bei der Exposition an dem ALl war bei der Zelllinie A549
im Durchschnitt um 2 % starker als bei der Zelllinie L929. Bei beiden Zelllinien war ein Anstieg der
OD-Werte im Vergleich zur IK mit Zunahme der Expositionszeit erkennbar.
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Abbildung 6.4 Vergleich der Formazanausbeute der A549- und L929-Zellen nach Druckluftexposition im
CULTEX® RFS

A549- und L929-Zellen wurden mit Druckluft in der Expositionsanlage CULTEX® RFS fir 15 min, 30 min und
60 min exponiert (EM mit 100 mM HEPES). Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte mit dem WST-1-Assay.
Die OD-Werte der exponierten Zellen wurden in Relation zu denen der zugehorigen IK gesetzt dargestellt.
Alle OD-Werte sind Mittelwerte + SD aus 60 (A549-Zellen) bzw. 36 (L929-Zellen) unabhangigen Versuchen.
Signifikante Unterschiede gab es nicht.

Der Vergleich der OD-Werte zwischen den druckluftexponierten Zellen und der IK ist in der Abbil-
dung 6.5 dargestellt. Bei den A549-Zellen als auch bei den L929-Zellen stiegen die OD-Werte mit
der Zunahme der Expositionszeit an, lagen aber bei allen Zeiten unter dem Wert der IK. Die Unter-
schiede zwischen IK und den 15 min bzw. 30 min mit Druckluft exponierten A549-Zellen waren
statistisch signifikant, bei den L929-Zellen nicht.
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Die OD-Werte der A549-Zellen lagen bei etwa 1,5 und waren damit fast dreimal so hoch wie bei
den L929-Zellen. Aus dem Vergleich ist erkennbar, dass es bei den druckluftexponierten L929-Zellen
im Vergleich zur IK keine Schadigung beziiglich ihrer Stoffwechselaktivitat durch die Exposition gab.
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Abbildung 6.5 OD-Werte der A549- und L929-Zellen nach Druckluftexposition im CULTEX® RFS

A549- und L929-Zellen wurden mit Druckluft in beiden Modulen der Expositionsanlage CULTEX® RFS fir
15 min, 30 min und 60 min exponiert (EM mit 100 mM HEPES). Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte mit
dem WST-1-Assay. Alle OD-Werte sind Mittelwerte + SD aus 60 (A549-Zellen) bzw. 36 (L929-Zellen)
unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen zwischen den exponierten Zellen und der jeweiligen IK
berechnet mit one-way ANOVA (Post-Hoc-Test nach Bonferroni).

6.2 Expositionsversuche mit A549-Zellen
6.2.1 Bohmit (Al(OH)O)

In der ALI Exposition traten bei den OD-Werten signifikante Unterschiede zwischen den druckluft-
und Bohmit-exponierten A549-Zellen auf (Abbildung 6.6A). Die Werte der druckluftexponierten
Zellen fielen verglichen mit der IK (1,7) auf 1,4 (60 min) ab. Hingegen trat bei den mit Béhmit
behandelten Zellen ein starkerer Abfall auf, hier sank der Wert auf 0,8 (60 min). Dazu war im
Vergleich bei keiner der drei submersen Bedingungen ein Absinken der OD-Werte sichtbar
(Abbildung 6.6B). Die Werte der SUB 2 lagen im Bereich der Kontrolle, die Werte der SUB 1 und
SUB 3 vernachlassigbar darunter. Der Einfluss von Bohmit auf die Formazanbildung aus den beiden
Expositionsverfahren ist in Abbildung 6.6C dargestellt. Die Unterschiede der beiden Verfahren
waren bei allen getesteten Dosen statistisch signifikant. Die Exposition der Zellen mit den Substanz-
partikeln von Bohmit an dem ALI fiihrte zu einem héheren Formazandefizit als bei der SUB Expo-
sition unabhangig von deren Bedingungen. Ein Zusammenhang zwischen dem Einfluss des verwen-
deten Mediums bzw. der Expositionsdauer und der Formazanbildung war nicht erkennbar.
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Abbildung 6.6 Exposition der A549-Zellen mit B6hmit

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Bohmit fir 15 min, 30 min und 60 min (0 min = IK). (B)
OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1: KM (24 h),
SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pg/cm?, 30 min - 50 pug/cm?, 60 min - 100 pg/cm?).
(C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte £ SD aus fiinf (ALI) und vier (SUB)
unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test nach
Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den druckluft-
bzw. Bohmit-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.2.2 B-Cyclodextrin (C42H7003s)

Die ALI Exposition mit B-Cyclodextrin zeigte bei den OD-Werten gleicher Expositionszeit signifikante
Unterschiede zwischen den druckluft- und substanzexponierten A549-Zellen (Abbildung 6.7A). Die
OD-Werte der substanzexponierten Zellen sanken von 1,3 (15 min) auf 0,9 (60 min) ab. Die Ergeb-
nisse der SUB unterschieden sich von denen der ALl Expositionen. Bei der SUB 1 war eine Abnahme
der OD-Werte ausgehend vom Wert der Kontrolle (1,2) mit Zunahme der Dosis nicht erkennbar, so
dass das daraus berechnete Formazandefizit vernachlassigbar war (Abbildung 6.7B und 6.7C). Im
Gegensatz dazu schwankten bei der SUB 2 und der SUB 3 die OD-Werte um den Wert der Kontrolle.
Die nach beiden Expositionsverfahren berechnete Formazanbildung ist vergleichend in der Abbil-
dung 6.7C dargestellt. Differenzen der Werte zueinander und die Kurvenverldufe veranschaulichen
den Einfluss der Darreichungsform der Testsubstanz und der Versuchsbedingungen. Das Forma-
zandefizit war bei allen Dosen der ALl Exposition am hochsten und bei der hoéchsten Dosis
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(100 pg/cm?) statistisch signifikant (p < 0,001). Hierbei lag das Formazandefizit 46 % liber den SUB
Expositionen.
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Abbildung 6.7 Exposition der A549-Zellen mit B-Cyclodextrin

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. B-Cyclodextrin fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. B-Cyclodextrin-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.2.3 Kaliumpyrophosphat (K4P207)

Bei den ALI Expositionen war mit Zunahme der Expositionszeit ein Absinken der OD-Werte bei den
mit Kaliumpyrophosphat exponierten A549-Zellen zu sehen (Abbildung 6.8A). Im Vergleich zur IK
(1,7) war der OD-Wert der substanzexponierten Zellen bei der 60-miniitigen Exposition um etwa
zwei Drittel gesunken. Die Unterschiede der OD-Werte zwischen den mit Druckluft bzw. Kalium-
pyrophosphat behandelten Zellen waren statistisch signifikant (p < 0,001). Die OD-Werte der drei
submersen Expositionsbedingungen schwankten zwischen 1,0 und 1,2, lagen aber um den Wert der
Kontrolle (1,2) (Abbildung 6.8B). Die Unterschiede der ermittelten Formazandefizite zwischen den
ALl und den SUB Expositionen waren bei allen Dosen statistisch signifikant (Abbildung 6.8C).
Wahrend sich das Formazandefizit bei der Vervierfachung der Dosis bei der ALl Exposition nahezu
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verdoppelte (von 29 % auf 62 %), blieb es bei der SUB 1 und der SUB 3 konstant etwa 11 %. Das
Formazandefizit war bei der SUB 2 am geringsten und lag maximal bei 4 % (Dosis 100 pg/cm?).
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Abbildung 6.8 Exposition der A549-Zellen mit Kaliumpyrophosphat

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Kaliumpyrophosphat fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte = SD aus vier (ALl) und vier
(SUB) unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Kaliumpyrophosphat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.2.4 Kupfer-ll-hydroxid (Cu(OH)2)

Bei der ALl Exposition mit Kupfer-II-hydroxid wurden im Vergleich zu den mit der Druckluft behan-
delten A549-Zellen als auch zur IK geringere OD-Werte gemessen (Abbildung 6.9A). Ausgehend vom
OD-Wert der IK (1,7) sank der Wert der substanzexponierten Zellen auf 0,2 (60 min), der Wert der
druckluftexponierten Zellen blieb nahezu konstant zur IK. Die OD-Werte der exponierten Zellen bei
der SUB Exposition zeigten ein dhnliches Bild wie bei der ALl Exposition (Abbildung 6.9B). Mit Zu-
nahme der Dosis sanken die OD-Werte, wobei die Kurvenverldufe der einzelnen submersen Bedin-
gungen unterschiedlich waren. Die SUB 2 und die SUB 3 unterschieden sich von der SUB 1. Die
Expositionsdauer pro Dosis schien einen Einfluss auf die OD-Werte bzw. das daraus resultierenden
Formazandefizit zu haben (Abbildung 6.9C). Die Expositionszeit betrug 24 h bei der SUB 1 und
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15 min, 30 min bzw. 60 min bei der SUB 2 und der SUB 3. In beiden Expositionsverfahren beein-
flusste Kupfer-lI-hydroxid die Zellen in ihrer Vitalitat. Die Exposition mit den Partikeln an dem ALI
bedingte die grofSte Einschrankung der Vitalitat, was im Anstieg des Formazandefizits mit Zunahme
der Dosis sichtbar wurde. Die SUB 1 und die ALl Exposition waren sich dhnlich; in beiden Versuchs-
durchfiihrungen betrug die Expositionsdauer 24 h. Der Kurvenverlauf der berechneten Werte des
Formazandefizits hatte einen annahernd gleichen Anstieg, unterschied sich aber zwischen 26 %
(25 pg/cm?) und 10 % (100 pg/cm?). Die Differenzen waren statistisch nicht signifikant. Der gréRte
Unterschied bei der Formazanbildung lag zwischen der ALl Exposition und der SUB 2. Er betrug bei
den Dosen 25 pg/cm? und 100 pg/cm? 59 %.
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Abbildung 6.9 Exposition der A549-Zellen mit Kupfer-1l-hydroxid

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Kupfer-ll-hydroxid fir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte £ SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Kupfer-ll-hydroxid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.2.5 Natriummetavanadat (NaVOs3)

Bei der ALl Exposition von A549-Zellen mit Natriummetavanadat sanken die OD-Werte im Vergleich
zur IK (Abbildung 6.10A). Nach 15 min war der Unterschied etwa halbiert (0,8 vs. 1,4). Bei der SUB
Exposition sanken die OD-Werte mit zunehmender Dosis (Abbildung 6.10B). Bei der SUB 2 und der
SUB 3 war der Kurvenverlauf anndhernd parallel; es unterschieden sich die Werte bei den gleichen
Dosen um 0,2 (25 pg/cm? und 50 pg/cm?) bzw. 0,1 (100 pg/cm?). Verglichen mit dem OD-Wert der
Kontrolle (1,2) fielen die Werte bei der Dosis 100 pg/cm? auf 0,9 (SUB 2) bzw. 0,8 (SUB 3) ab. Bei
der SUB 1 betrug der OD-Wert nur 0,05. Das Absinken der Werte war hier drastisch. Die Dar-
reichungsform hatte einen deutlichen Einfluss auf die Zellvitalitat (Abbildung 6.10C). Das Formazan-
defizit war bei der SUB 1 am starksten ausgepragt (95 %). Es war knapp vierfach bzw. dreifach héher
als bei der SUB 2 (22 %) bzw. bei der SUB 3 (32 %).
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Abbildung 6.10 Exposition der A549-Zellen mit Natriummetavanadat

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Natriummetavanadat fir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Natriummetavanadat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.2.6 Natrium-N-lauroylsarcosinat (C1sH2sNOsNa)

Bei der ALl Exposition mit Natrium-N-lauroylsarcosinat lagen die OD-Werte der exponierten A549-
Zellen zwischen 0,1 und 0,2, so dass die Substanz einen Einfluss auf die Zellvitalitat unabhangig der
mit zunehmender Expositionszeit steigenden Partikelmenge hatte (Abbildung 6.11A). Im Vergleich
dazu waren die Werte der IK (1,4) und der druckluftexponierten Zellen (1,3) etwa siebenfach héher.
Die SUB Exposition zeigte einen anderen Kurvenverlauf der OD-Werte (Abbildung 6.11B). Die Werte
der SUB 3 waren bei den Dosen 25 pg/cm? und 50 pg/cm? denen der Kontrolle (1,2) nahezu gleich.
Verglichen zur Kontrolle sanken die Werte bei der SUB 1 um 0,2 bzw. stiegen bei der SUB 2 um 0,1.
Die Werte aller drei Bedingungen sanken bei der hochsten Dosis ab. Der Vergleich der Formazande-
fizite fasst die Unterschiede beider Expositionsverfahren zusammen (Abbildung 6.11C). Bei den Do-
sen 25 pg/cm? und 50 pg/cm? waren die Unterschiede zwischen der ALl und SUB Exposition am
groBten und statistisch signifikant. Die Differenz betrug zwischen 78 % (SUB 1) und 98 % (SUB 2).
Bei der Dosis 100 pg/cm? lag das Formazandefizit bei der ALl Exposition bei 92 %, bei der SUB 1 bei
99 % und bei der SUB 3 bei 101 %, wohingegen die SUB 2 (31 %) eine deutliche Differenz bildete.
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Abbildung 6.11 Exposition der A549-Zellen mit Natrium-N-lauroylsarcosinat

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Natrium-N-lauroylsarcosinat fir 15 min, 30 min und
60 min (0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle);
SUB 1: KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pg/cm?, 30 min = 50 pg/cm?,
60 min - 100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI)
und finf (SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-
Hoc-Test nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen
den druckluft- bzw. Natrium-N-lauroylsarcosinat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und
ALI.
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6.2.7 Neodymoxid (Nd203)

Es zeigten sich bei der ALl Exposition mit Neodymoxid keine signifikanten Unterschiede zwischen
den druckluft- und substanzexponierten A549-Zellen (Abbildung 6.12A). Die OD-Werte der druck-
luftexponierten Zellen glichen denen der IK (1,8), allein nach 15 min sank der Wert auf 1,7. Die
Ergebnisse der SUB Exposition unterschieden sich von denen der Ali Exposition gering (Abbil-
dung 6.12B). Die OD-Werte der SUB 2 waren bei allen Dosen vergleichbar mit der Kontrolle. Bei der
SUB 1 und der SUB 3 war im Kurvenverlauf ein geringes Absinken die Werte bei den Dosen
25 pg/cm? und 50 pg/cm? erkennbar. Bei dem Vergleich des durch Neodymoxid bedingten Einflus-
ses auf die Formazanbildung in beiden Verfahren gab es keine signifikanten Unterschiede (Abbil-
dung 6.12C). Die Formazandefizite waren bei der SUB 1 und der SUB 3 etwas hdher als bei der ALI
Exposition. Bei der SUB 1 und der ALI Exposition wurden die Zellen mit unterschiedlichen Dosen fir
je 24 h exponiert. Die SUB 2, d.h. die Exposition der Zellen mit substanzhaltigem KM, das nach
unterschiedlichen Zeitraumen wieder von den Zellen entfernt wurde, bedingte im Vergleich zur ALI
Exposition ein geringeres Formazandefizit. Die Versuchsdurchfiihrung der SUB 3 war der SUB 2
gleich, jedoch wurde statt KM das EM verwendet.
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Abbildung 6.12 Exposition der A549-Zellen mit Neodymoxid

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Neodymoxid fiir 15 min, 30 min und 60 min (0 min = IK).
(B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1: KM (24 h),
SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pg/cm?, 30 min - 50 pug/cm?, 60 min - 100 pg/cm?).
(C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALl) und vier (SUB)
unabhangigen Versuchen. Signifikante Unterschiede gab es nicht.
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6.2.8 Siliziumdioxid (SiO3)

Die OD-Werte der mit Druckluft bzw. mit Siliziumdioxid exponierten A549-Zellen waren nahezu
kongruent bei der ALl Exposition (Abbildung 6.13A). Die Werte der druckluftexponierten Zellen
(1,2) als auch der substanzexponierten Zellen (1,1) lagen bei allen Expositionszeiten gering unter
dem Wert der IK (1,3). Verglichen zur Kontrolle (1,2) sanken die OD-Werte der SUB 1 und SUB 3
gering auf 1,0, bei der SUB 2 auf 1,1 bei der Dosis 100 pg/cm? ab (Abbildung 6.13B). Zwischen den
ermittelten Werten der Formazandefizite aus beiden Verfahren zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied (Abbildung 6.13C). Anders als bei der SUB 1, bei der mit zunehmender Dosis kein Anstieg der
berechneten Werte des Formazandefizits erkennbar war, stiegen sowohl bei der ALl Exposition als
auch bei der SUB 2 und der SUB 3 die Werte an. Bei der hochsten Dosis von 100 pg/cm? betrug das
Formazandefizit beider Verfahren nicht mehr als 12 %.
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Abbildung 6.13 Exposition der A549-Zellen mit Siliziumdioxid

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Siliziumdioxid fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhangigen Versuchen. Signifikante Unterschiede gab es nicht.
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6.2.9 Tetraacetylethylendiamin (C10H16N204)

In der ALl Exposition zeigten sich bei den OD-Werten zwischen den mit der Druckluft bzw. mit
Tetraacetylethylendiamin behandelten A549-Zellen der gleichen Expositionszeit keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 6.14A). Im Vergleich zur IK nahmen die OD-Werte der behandelten Zellen
mit Zunahme der Expositionszeit ab. Bei der SUB Exposition waren die OD-Werte der SUB 1 und
SUB 2 nahezu identisch mit dem Wert der Kontrolle (1,2) (Abbildung 6.14B). Die Werte der SUB 2
waren bei den Dosen 25 pg/cm? und 50 pg/cm? um den Wert 0,04 minimal hoher als die Kontrolle,
bei der SUB 3 war eine minimale Abnahme der Werte (1,05 bei 100 pg/cm?) erkennbar. Bei der
Gegenlberstellung beider Verfahren gab es nur bei der Dosis 50 pg/cm? einen signifikanten Unter-
schied zwischen der SUB 3 und der ALl Exposition (Abbildung 6.14C). Das Formazandefizit bei der
SUB 1 und der SUB 3 lag etwas hoher als in der ALl Exposition. Die Differenzen betrugen bei
25 pug/cm? 7 % (SUB 1) und 10 % (SUB 3) bzw. bei 50 pg/cm? 8 % (SUB 1) und 13 % (SUB 3).
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Abbildung 6.14 Exposition der A549-Zellen mit Tetraacetylethylendiamin

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Tetraacetylethylendiamin fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pg/cm?, 30 min - 50 ug/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.2.10 Tetrabromphthalsdureanhydrid (CgBrsO3)

Mit Tetrabromphthalsdureanhydrid behandelte A549-Zellen zeigten im Vergleich zu den mit Druck-
luft behandelten Zellen bei der ALl Exposition signifikante Unterschiede (p <0,001) bei den OD-
Werten (Abbildung 6.15A). Die Werte der druckluftexponierten Zellen lagen im Bereich der IK, die
der substanzbehandelten Zellen sanken mit der Expositionszeit ab. Der Kurvenverlauf der OD-
Werte der SUB Exposition unterschied sich von dem der ALI Exposition (Abbildung 6.15B). Die OD-
Werte der SUB 2 waren gleichauf mit der Kontrolle (1,2). Die Kurven der SUB 1 und SUB 3 verliefen
nahezu identisch. Unter beiden Bedingungen waren die gemessenen Werte um 0,2 geringer
verglichen mit der Kontrolle. Der Einfluss von Tetrabromphthalsdaureanhydrid auf die Formazan-
bildung der Zellen in beiden Expositionsverfahren ist in der Abbildung 6.15C dargestellt. Die Unter-
schiede waren statistisch signifikant (p < 0,001). Mit zunehmender Dosis nahmen die Differenzen
zwischen der ALl Exposition und den drei submersen Bedingungen zu. Bei der hochsten Dosis
(100 pg/cm?) betrugen die Unterschiede 69 % (SUB 1), 77 % (SUB 2) und 70 % (SUB 3).
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Abbildung 6.15 Exposition der A549-Zellen mit Tetrabromphthalsdureanhydrid

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Tetrabromphthalsdureanhydrid fiir 15 min, 30 min und
60 min (0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle);
SUB 1: KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pg/cm?, 30 min = 50 pg/cm?,
60 min = 100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI)
und vier (SUB) unabhé&ngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-
Test nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Tetrabromphthalsdureanhydrid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und
ALI.
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6.2.11 Cetylpyridiniumchlorid (C21H3sCIN - H,0)

Unter Cetylpyridiniumchlorid zeigten sich bei den OD-Werten signifikante Unterschiede (p < 0,001)
zwischen den druckluft- und substanzexponierten A549-Zellen (Abbildung 6.16A). Die Werte der
druckluftexponierten Zellen lagen im Bereich der IK (1,7). Bei den substanzbehandelten Zellen
waren die OD-Werte bei allen Expositionszeiten Null. Im Kurvenverlauf der OD-Werte gab es
zwischen den behandelten Zellen der SUB und der ALl Exposition keinen Unterschied (Abbil-
dung 6.16B). Auch hier betrug der OD-Wert bei allen drei submersen Bedingungen bei allen Dosen
Null. Bei der Berechnung der Werte zu den Formazandefiziten beider Expositionsverfahren gab es
keine sichtbaren Unterschiede (Abbildung 6.16C). Die statistische Auswertung zeigte eine Signifi-
kanz zwischen der SUB 3 bei allen Dosen bzw. der SUB 2 bei der héchsten Dosis jeweils zur ALl
Exposition an. Die Exposition fiihrte sowohl als Substanzpartikel (ALl) als auch dispergiert in
verschiedenen Medien (SUB) zum Absterben der Zellen.
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Abbildung 6.16 Exposition der A549-Zellen mit Cetylpyridiniumchlorid

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Cetylpyridiniumchlorid fir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Cetylpyridiniumchlorid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.2.12 di-Ammoniumphosphat ((NH4)2HPQO4)

Die ALl Exposition mit di-Ammoniumphosphat zeigte eine Kongruenz der OD-Werte der mit Druck-
luft bzw. der Substanz exponierten A549-Zellen (Abbildung 6.17A). Verglichen zur IK (1,5) wichen
die Werte bei der Druckluft (1,46-1,52) bzw. bei der Testsubstanz (1,43-1,47) nur minimal ab. Die
OD-Werte der SUB Expositionen (SUB 1: 1,1-1,2; SUB 2: 1,2-1,3; SUB 3: 1,1) unterschieden sich
kaum von dem Wert der Kontrolle (1,2) (Abbildung 6.17B). Bei den Formazandefiziten war kein
signifikanter Unterschied erkennbar (Abbildung 6.17C).
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Abbildung 6.17 Exposition der A549-Zellen mit di-Ammoniumphosphat

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. di-Ammoniumphosphat fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhangigen Versuchen. Signifikante Unterschiede gab es nicht.

6.2.13 Kupfer-ll-oxid (nano) (CuO)

Zwischen den OD-Werten, die aus den Versuchen der ALl Exposition mit Kupfer-ll-oxid (nano)
ermittelt wurden, gab es zwischen den druckluft- und substanzexponierten A549-Zellen signifikante
Unterschiede (p < 0,001) (Abbildung 6.18A). Verglichen mit dem Wert der IK (1,7) sanken mit Zu-
nahme der Expositionszeit die OD-Werte sowohl bei den mit Druckluft als auch bei den mit Kupfer-
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ll-oxid (nano) behandelten Zellen. Bei der langsten Expositionszeit war die Abnahme bei den
druckluftexponierten Zellen (1,5) deutlich geringer als bei den substanzexponierten Zellen (0,7). Bei
der SUB Exposition war bei allen drei Bedingungen eine Abnahme der OD-Werte ermittelt worden
(Abbildung 6.18B). Die einzelnen Bedingungen hatten einen fast parallelen Verlauf der Kurven. Die
starkste Abnahme der OD-Werte war bei der SUB 1 sichtbar. Die zusammenfassende Darstellung
des Formazandefizits in Abbildung 6.18C zeigt die Unterschiede zwischen den Expositionsverfahren
als auch zwischen den einzelnen SUB Expositionen. Die Unterschiede der ALl Exposition zur SUB 3
war bei der mittleren Dosis, zur SUB 2 bei allen Dosen signifikant verschieden. Im Vergleich zur ALI
Exposition schienen die unterschiedlichen SUB Expositionen einen geringen Einfluss auf die
Formazanbildung der A549-Zellen zu haben.
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Abbildung 6.18 Exposition der A549-Zellen mit Kupfer-ll-oxid (nano)

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Kupfer-Il-oxid (nano) fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Kupfer-ll-oxid (nano)-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALL.
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6.2.14 Kupfer-ll-sulfat (CuSQOa)

Bei der ALl Exposition gab es zwischen den druckluft- und Kupfer-lI-sulfat-behandelten A549-Zellen
signifikante Unterschiede bei den OD-Werten gleicher Expositionszeit (Abbildung 6.19A). Mit an-
steigender Expositionszeit sanken die Werte, wobei sich die Kurvenverlaufe unterschieden. Die
Werte der druckluftexponierten Zellen fielen minimal von 1,5 (15 min) auf 1,4 (60 min), bei den
substanzexponierten Zellen von 0,3 (15 min) auf 0,1 (60 min). Ebenfalls gab es eine Abnahme der
OD-Werte mit zunehmender Dosis bei der SUB Exposition, wobei sich die Kurvenverldaufe der Werte
zwischen den drei Bedingungen unterschieden (Abbildung 6.19B). Bei der SUB 1 war das Absinken
der Absorption im Vergleich zur SUB 2 und SUB 3 am starksten. Die Formazandefizite der beiden
Expositionsverfahren wurden miteinander verglichen (Abbildung 6.19C). Die Darreichungsform der
Substanz schien einen Einfluss auf die Zellaktivitat und damit auf die Formazanbildung zu haben.
Die Werte der Formazandefizite der ALl Exposition waren bei allen Dosen hoher als bei der SUB
Exposition. Die Unterschiede zwischen beiden Darreichungsformen der Substanz waren signifikant.
Lediglich zwischen der ALl Exposition und SUB 1 gab es bei der hochsten Dosis keine Signifikanz.
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Abbildung 6.19 Exposition der A549-Zellen mit Kupfer-lI-sulfat

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Kupfer-ll-sulfat fir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Kupfer-ll-sulfat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.2.15 D(+)-Laktose Monohydrat (C12H22011 - H20)

Die OD-Werte aus der ALl Exposition mit Druckluft bzw. D(+)-Laktose Monohydrat behandelten
A549-Zellen zeigt Abbildung 6.20A. Die Werte waren bei den gleichen Expositionszeiten nicht signi-
fikant verschieden. Im Vergleich zur IK (1,6) sanken die OD-Werte sowohl bei den druckluft- als auch
bei den substanzexponierten Zellen ab, so dass sie bei der langsten Expositionszeit (60 min) einen
Wert von 1,4 (Druckluft) bzw. 1,3 D(+)-Laktose Monohydrat hatten. Die OD-Werte der SUB 1 und
der SUB 3 sind kaum verschieden von der Kontrolle, so dass die Kurvenverlaufe nahezu parallel
waren (Abbildung 6.20B). Im Gegensatz dazu stiegen die Werte der SUB 2 leicht an, wobei lediglich
bei der héchsten Dosis (100 pg/cm?) die Kurve gering abfiel. Die Formazandefizite sind in Abbil-
dung 6.20C dargestellt. Der Vergleich der Kurvenverlaufe der ALl Exposition mit den einzelnen sub-
mersen Bedingungen zeigte einen nahezu kongruenten Verlauf zur SUB 3, zur SUB 1 und zur SUB 2
aber die grofSten Unterschiede. Im Gegensatz zur ALl Exposition waren die Werte der SUB 1 und
der SUB 2 negativ. Dabei unterschied sich statistisch die SUB 2 signifikant (p < 0,001) von der ALI

Exposition.
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Abbildung 6.20 Exposition der A549-Zellen mit D(+)-Laktose Monohydrat

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. D(+)-Laktose Monohydrat fir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte = SD aus vier (ALl) und vier
(SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALL.
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6.2.16 Natriumfluorophosphat (Na2POsF)

Die OD-Werte der mit Druckluft bzw. Natriumfluorophosphat behandelten A549-Zellen sind in der
Abbildung 6.21A dargestellt. Ausgehend von der IK (1,4) sanken die Werte der substanzexponierten
Zellen nach 60 min auf 1,1 ab. Die Werte der druckluftexponierten Zellen sanken bei den Exposi-
tionszeiten 15 min und 30 min ab, stiegen bei 60 min wieder leicht an. Zwischen den OD-Werten
der langsten Expositionszeit war der Unterschied signifikant (p < 0,01). Der Kurvenverlauf der OD-
Werte bei der SUB Exposition war zwischen den einzelnen Bedingungen dhnlich (Abbildung 6.21B).
Die OD-Werte unterschieden sich vernachldssigbar vom Wert der Kontrolle. Die Formazandefizite
sind veranschaulicht in der Abbildung 6.21C. Die Verlaufe der einzelnen Kurven waren sehr dhnlich,
unterschieden sich jedoch u.a. durch die negativen Werte fiir SUB 1 und SUB 2. Signifikante Unter-
schiede zur ALI Exposition wurden fiir die SUB 1 bzw. SUB 2 bei 100 ug/cm? berechnet.
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Abbildung 6.21 Exposition der A549-Zellen mit Natriumfluorophosphat

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Natriumfluorophosphat fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhangigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Natriumfluorophosphat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.2.17 Vanadium-Ill-oxid (V203)

Bei der ALl Exposition mit Vanadium-Ill-oxid waren die Unterschiede zwischen den substanz- und
druckluftexponierten A549-Zellen gleicher Expositionszeit bei den OD-Werten signifikant
(p<0,001) (Abbildung 6.22A). Die Werte der druckluftexponierten Zellen lagen zwischen 1,7
(15 min) und 1,6 (60 min); die der mit Vanadium-lll-oxid behandelten Zellen nahmen von 1,3
(15 min) auf 1,1 (60 min) ab. Die Werte der SUB 1 (1,0-1,1), SUB 2 (1,2) und SUB 3 (1,1) waren dem
Wert der Kontrolle (1,2) nahezu gleich (Abbildung 6.22B). Der Vergleich der Formazandefizite aus
beiden Expositionsverfahren mit Vanadium-lll-oxid zeigte z.T. signifikante Unterschiede (Abbil-
dung 6.22C), die bei der ALI Exposition fiir alle Dosen hoher als bei den SUB Expositionen waren. Es
liegt nahe, dass die Darreichungsform einen Einfluss auf das Formazandefizit hat.
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Abbildung 6.22 Exposition der A549-Zellen mit Vanadium-Ill-oxid

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Vanadium-Ill-oxid fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhangigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Vanadium-Ill-oxid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALL.
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6.2.18 Wolfram-IV-carbid (WC)

Die in der ALI Exposition mit Wolfram-IV-carbid ermittelten OD-Werte der druckluft- bzw. substanz-
exponierten A549-Zellen sind in der Abbildung 6.23A dargestellt. Die Kurvenverlaufe waren nahezu
kongruent; es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den OD-Werten. Sie lagen minimal
niedriger unter dem Wert der IK (1,3). Bei der SUB Exposition waren die OD-Werte der SUB 1 (1,0)
und der SUB 3 (1,0) gering unter dem Wert der Kontrolle (1,2) (Abbildung 6.23B). Im Gegensatz
dazu glichen die Werte der SUB 2 (1,2) dem Kontrollenwert. Die Kurven zur berechneten Forma-
zanbildung beider Expositionsverfahren zeigten einen kongruenten Verlauf der SUB 1 und SUB 3
bzw. der SUB 2 und der ALI Exposition (Abbildung 6.23C). Hierbei unterschieden sich die ALl Expo-
sition und die SUB 1 bei 50 pg/cm? und 100 pg/cm? signifikant.
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Abbildung 6.23 Exposition der A549-Zellen mit Wolfram-IV-carbid

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Wolfram-IV-carbid fur 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhangigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.2.19 Wolfram-IV-carbid (nano) (WC)

Bei der ALl Exposition von A549-Zellen mit Wolfram-IV-carbid (nano) gab es eine Kongruenz der
Kurvenverldufe bei den OD-Werten (Abbildung 6.24A). Die ermittelten Werte der einzelnen Expo-
sitionszeiten unterschieden sich bei den mit Druckluft (1,2) bzw. bei den mit der Substanz (1,1-1,2)
exponierten Zellen kaum, lagen aber unter dem Wert der 1K (1,3). Bei der SUB Exposition waren die
Kurvenverldufe der OD-Werte nicht kongruent (Abbildung 6.24B). Die Werte der SUB 1 waren bei
allen Dosen dem Wert der Kontrolle (1,2) nahezu gleich. Die Werte der SUB 2 lagen gering (iber
dem Wert der Kontrolle, die Werte der SUB 3 hingegen minimal unter dem Wert der Kontrolle. Bei
den Formazandefiziten gab es keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 6.24C). Die Kurven-
verlaufe bei den ALl und SUB Expositionen waren sehr dhnlich.
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Abbildung 6.24 Exposition der A549-Zellen mit Wolfram-IV-carbid (nano)

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Wolfram-IV-carbid (nano) fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhangigen Versuchen. Signifikante Unterschiede gab es nicht.
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6.2.20 Zinkdimethyldithiocarbamat (CeH12N254Zn)

Die OD-Werte bei der ALI Exposition mit Zinkdimethyldithiocarbamat unterschieden sich signifikant
zwischen den druckluft- und substanzexponierten A549-Zellen (Abbildung 6.25A). Bei den druck-
luftbehandelten Zellen waren die Werte (1,4-1,5) der IK (1,5) nahezu gleich. Im Gegensatz dazu
waren die substanzbehandelten Zellen metabolisch inaktiv. Bei der SUB Exposition waren bei den
einzelnen Bedingungen unterschiedliche Kurvenverldufe der OD-Werte aufgezeigt (Abbil-
dung 6.25B). Die Werte der drei SUB Expositionen sanken, wobei die Kurven der SUB 1 und der
SUB 2 einen dhnlichen Verlauf hatten. Wahrend bei der Dosis 50 pg/cm? ein Wert von 0,2 (SUB 1)
bzw. 0,3 (SUB 2) ermittelt wurde, waren die Werte jeweils bei den anderen Dosen (25 pug/cm?,
100 pg/cm?) praktisch Null. Die Formazandefizite beider Expositionsverfahren waren unterschied-
lich, aber nur zwischen der ALl Exposition und der SUB 3 bei der Dosis 25 pg/cm? signifikant ver-
schieden (p < 0,001) (Abbildung 6.25C). Die Versuche mit substanzhaltigem Medium zeigten keinen
Trend in Abhangigkeit der Dosis. Bei der SUB 3 war mit ansteigender Dosis eine Zunahme des
Formazandefizits sichtbar. Dagegen waren die Werte der ALl Exposition bei allen Dosen 100 %.
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Abbildung 6.25 Exposition der A549-Zellen mit Zinkdimethyldithiocarbamat

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Zinkdimethyldithiocarbamat fiir 15 min, 30 min und
60 min (0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle);
SUB 1: KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pg/cm?, 30 min = 50 pg/cm?,
60 min - 100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI)
und vier (SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-
Test nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Zinkdimethyldithiocarbamat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.3 Expositionsversuche mit den L929-Zellen

6.3.1 B&hmit (AI(OH)O)

In der ALI Exposition mit den L929-Zellen waren die ermittelten OD-Werte bei 15- und 30-minlitiger
Expositionszeit mit Druckluft bzw. Béhmit im Vergleich zu der IK kaum verschieden (Abbil-
dung 6.26A). Die Absorptionskurven verliefen parallel, wobei die Werte der druckluftbehandelten
Zellen niedriger als bei den substanzbehandelten Zellen waren. Bei der Expositionszeit 60 min wa-
ren die Unterschiede signifikant (p < 0,5). Bei den SUB Expositionen unterschieden sich die OD-
Werte der einzelnen Bedingungen voneinander, wobei die jeweiligen Kurvenverlaufe zueinander
dhnlich waren (Abbildung 6.26B). Bei allen Bedingungen stiegen die Werte zunachst von der
niedrigen (25 pg/cm?) zur mittleren (50 pg/cm?) Dosis an, sanken anschlieBend (100 pg/cm?) aber
wieder ab. Die Gegeniiberstellung der beiden Verfahren zeigte signifikante Unterschiede zwischen
den drei SUB Expositionen jeweils bezogen zur ALl Exposition (Abbildung 6.26C). Die Kurvenverldufe
der submersen Bedingungen waren parallel, wenngleich auch die jeweiligen Werte bei der gleichen
Dosis voneinander abwichen. Bei Betrachtung der Formazandefizite und deren Verlauf in Abhéan-
gigkeit von der Dosis war ein Einfluss des Expositionsverfahrens nicht erkennbar. Sowohl bei der
ALl als auch bei der SUB Exposition war mit zunehmender Dosis keine Tendenz der Kurven erkenn-

bar.
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Abbildung 6.26 (Teil 1) Exposition der L929-Zellen mit B6hmit

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Béhmit fiir 15 min, 30 min und 60 min (0 min = IK). (B)
OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1: KM (24 h),
SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pg/cm?, 30 min - 50 pug/cm?, 60 min - 100 pg/cm?).
(C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALl) und vier (SUB)
unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test nach
Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den druckluft-
bzw. Bohmit-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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Abbildung 6.26 (Teil 2) Exposition der L929-Zellen mit B6hmit

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. B6hmit fiir 15 min, 30 min und 60 min (0 min = IK). (B)
OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1: KM (24 h),
SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pg/cm?, 30 min = 50 pug/cm?, 60 min = 100 pg/cm?).
(C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier (SUB)
unabhédngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test nach
Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den druckluft-
bzw. Bohmit-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.3.2 B-Cyclodextrin (Ca2H70035)

Bei der ALl Exposition der L929-Zellen mit B-Cyclodextrin waren die Kurvenverldufe der OD-Werte
kongruent (Abbildung 6.27A). Zwischen den drei SUB Expositionen gab es Unterschiede bei den OD-
Werten (Abbildung 6.27B). Die Kurven verliefen parallel zueinander, wichen aber in anndhernd
konstantem Abstand voneinander ab. Die Werte der submersen Bedingungen (SUB 1: 0,5-0,6;
SUB 2: 0,4; SUB 3: 0,3-0,4) waren anndhernd dem Wert der Kontrolle (0,5) gleich. Bei der Gegen-
Uberstellung der Formazandefizite aus den beiden Expositionsverfahren gab es Differenzen (Abbil-
dung 6.27C). Signifikante Unterschiede zeigten sich bei den Werten der ALI Exposition im Vergleich
zu denen der SUB 2 und der SUB 3, nicht aber zur SUB 1. Die Werte der ALl Exposition waren zwi-
schen -3 % und 5 %, ohne dass eine Tendenz mit Zunahme der Dosis erkennbar war. Bei der SUB 1
sank der Wert von 8 % (25 pg/cm?) auf -6 % (100 pg/cm?) ab. Mit Zunahme der Dosis nahmen die
bei der SUB 2 berechneten Werte von 25 % (25 pg/cm?) auf 13 % (100 pg/cm?) ab, wohingegen es
bei der SUB 3 eine anndhernde Konstanz von 33 % (25 pg/cm?) zu 31 % (100 pg/cm?) gab.

73



Ergebnisse

A o8 B os
T -6~ Druckluft T
€ 0.6 8- C4pH70035 € 0.6
= o
wn n
© ©
E 04 .\{A\? E 04
= o
wn n
= A
§ 02 §02 -msus1
- SUB 2
- SUB 3
0.0 0.0
0 15 30 60 0 25 50 100
Expositionszeit [min] Dosis [pug/cm?]
C 100
80
x
= 60 *k % * k%
‘[ * % % * k%
= * %%k
% 40 o ALl
c
S 20 F— = sug1
£ ’ = SUB2
= # SUB3
S of- b T
-20
-40
25 50 100

Dosis [ug/cm?]

Abbildung 6.27 Exposition der L929-Zellen mit 3-Cyclodextrin

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. B-Cyclodextrin fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 ug/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.3.3 Kaliumpyrophosphat (K4s07P2)

Die OD-Werte bei der ALl Exposition mit Kaliumpyrophosphat unterschieden sich zwischen den
druckluft- und substanzexponierten L929-Zellen signifikant (p < 0,001) (Abbildung 6.28A). Wahrend
bei zunehmender Expositionszeit von 15 min auf 60 min die OD-Werte der druckluftbehandelten
Zellen zwischen 0,4 und 0,5 schwankten und sich nur gering von dem Wert der IK (0,5) unterschie-
den, sanken die Werte der substanzbehandelten Zellen von 0,3 auf 0,2 ab. Die OD-Werte der SUB
Exposition (SUB 1: 0,4-0,5; SUB 2: 0,4; SUB 3: 0,3-0,4) unterschieden sich gering zwischen den ein-
zelnen Bedingungen bzw. zur Kontrolle (0,5) (Abbildung 6.28B). Beziiglich der Formazanbildung
zeigten sich zwischen der ALl Exposition und allen drei Bedingungen der SUB Exposition jeweils
signifikante Unterschiede (Abbildung 6.28C). Die aus der ALl Exposition berechneten Werte waren
verglichen mit denen der SUB Exposition bei allen untersuchten Dosen hoher. Sie stiegen mit Zu-
nahme der Dosis von 39 % (25 pg/cm?) auf 65 % (100 pg/cm) an. Zugleich nahmen die Werte aus
der SUB Exposition von 8,5 % auf Null (SUB 1) bzw. von 22 % auf 9 % (SUB 2) ab.
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Abbildung 6.28 Exposition der L929-Zellen mit Kaliumpyrophosphat

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Kaliumpyrophosphat fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 ug/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte £ SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Kaliumpyrophosphat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.3.4 Kupfer-ll-hydroxid (Cu(OH)2)

Die Kurvenverldaufe der OD-Werte von den mit Druckluft und mit Kupfer-ll-hydroxid behandelten
L929-Zellen in der ALI Exposition waren unterschiedlich (Abbildung 6.29A). Die Werte gleicher Ex-
positionszeit wichen signifikant voneinander ab (p <0,001). Bei den substanzexponierten Zellen
sanken die Werte mit zunehmender Expositionsdauer auf den Wert Null (60 min) ab. Im Gegensatz
dazu waren die Werte der druckluftexponierten Zellen dem Wert der IK (0,4) gleichzusetzen. Mit
zunehmender Dosis nahmen die OD-Werte der einzelnen submersen Bedingungen ab, wobei es
Unterschiede in den Kurvenverlaufen gab (Abbildung 6.29B). Bei der SUB 1 waren die Zellen meta-
bolisch inaktiv. Die Werte der SUB 2 und der SUB 3 fielen mit zunehmender Dosis ab, wobei die
Werte der SUB 3 niedriger waren als bei der SUB 2. Die Formazanbildung aus den beiden verschie-
denen Expositionsverfahren und den statistischen Signifikanzen ist in Abbildung 6.29C dargestellt.
Wahrend sich die einzelnen Werte sowohl bei der niedrigen als auch der mittleren Dosis voneinan-
der unterschieden, konvergierten sie bei der héchsten Dosis. Bei der Dosis 25 pg/cm? und
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50 pg/cm? waren die Werte der ALl Exposition niedriger als bei der SUB 1, aber héher als bei der
SUB 2 und der SUB 3.
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Abbildung 6.29 Exposition der L929-Zellen mit Kupfer-II-hydroxid

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Kupfer-lI-hydroxid fir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 ug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Kupfer-lI-hydroxid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.3.5 Natriummetavanadat (NaVOs)

Zwischen den OD-Werten, die aus der ALl Exposition mit Natriummetavanadat bei druckluft- und
substanzbehandelten L929-Zellen ermittelt wurden, waren die Unterschiede jeweils bei den glei-
chen Expositionszeiten signifikant (p < 0,001) (Abbildung 6.30A). Fiir die mit der Druckluft behan-
delten Zellen waren die Werte (0,54-0,56) gleich dem Wert der IK (0,56). Im Vergleich dazu sanken
die Werte der substanzexponierten Zellen mit zunehmender Expositionszeit von 0,14 (15 min) auf
den Wert Null (60 min) ab. Die Kurven der einzelnen submersen Bedingungen verliefen parallel und
die OD-Werte sanken mit zunehmender Dosis (Abbildung 6.30B). Die Werte fielen vom Wert der IK
(0,5) auf 0,1 (SUB 2, SUB 3) bzw. auf Null (SUB 1) bei der héchsten Dosis (100 pg/cm?) ab. Der Ver-
gleich der Formazanbildung aus beiden Expositionsverfahren zeigte, dass die ALl Exposition und die
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SUB 1 annaherungsweise gleich und nicht signifikant waren (Abbildung 6.30C). Bei der SUB 2 und
der SUB 3 waren die Werte der jeweiligen Dosis im Vergleich zur ALl Exposition geringer und signi-
fikant verschieden (p < 0,001).

A -6~ Druckluft B
0.8 0.8
-e- NaV0, - SUB1
- SUB 2
E 06 TEE ek B
< c
o o
wn n
o (-]
€ €
f = =
o o
n wn
A s
) fa)
o o
-0.2 -0.2
0 15 30 60 0 25 50 100
Expositionszeit [min] Dosis [pug/cm?]
C 120 * % %
okok ook ok
* %k %k
— 100 * ok ok o
X
= o ALl
S 80 = SUB1
o = SUB2
T 60 = SUB3
©
N
©
E 4
5
[
20
0
25 50 100

Dosis [pug/cm?]

Abbildung 6.30 Exposition der L929-Zellen mit Natriummetavanadat

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Natriummetavanadat fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte £ SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Natriummetavanadat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.3.6 Natrium-N-lauroylsarcosinat (CisH2sNO3Na)

Bei der ALl Exposition mit Natrium-N-lauroylsarcosinat waren die Unterschiede der OD-Werte zwi-
schen den druckluft- und substanzbehandelten L929-Zellen signifikant (p <0,001) (Abbil-
dung 6.31A). Die Werte der flr unterschiedliche Zeiten mit Druckluft exponierten Zellen waren dem
Wert der IK (0,55) gleich. Im Vergleich dazu waren die Differenzen der Werte zwischen den sub-
stanzexponierten Zellen und der IK deutlich groRer. Hier sanken die Werte auf nahezu Null (15 min:
0,05 zu 60 min: 0,01) ab. Im submersen Expositionsverfahren nahmen die OD-Werte mit der Dosis
ab (Abbildung 6.31B). Ausgehend vom Wert der Kontrolle (0,6) fielen mit Zunahme der Dosis die

77



Ergebnisse

Werte der SUB 1 und SUB 3 beinahe gleich stark auf den Wert Null ab. Hingegen sanken die OD-
Werte bei der SUB 2 erst ab der mittleren Dosis (50 pg/cm?) auf Null ab. Die Formazanbildung der
ALl Exposition und der SUB Exposition wurde in der Abbildung 6.31C zusammengefasst. Zwischen
den Werten der ALl Exposition und allen drei submersen Bedingungen gab es signifikante
Unterschiede bei der 25 pg/cm? und 50 pg/cm? Dosis. Die Werte bei den drei SUB Expositionen
schwankten zwischen 95 % und 101 % bei der héchsten Dosis (100 pg/cm?) und waren damit ver-
gleichbar mit dem Wert aus der ALl Exposition. Ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden
Verfahren war, dass in der ALl Exposition bereits bei den Dosis 25 pg/cm? und 50 pg/cm? ein Wert
von 90 % bzw. 95 % berechnet wurde. Die Partikelexposition an dem ALI schien einen héheren Ein-
fluss auf die Zellaktivitat im Vergleich zur Exposition mit substanzhaltigen Medien, besonders bei
25 pg/cm? und 50 pg/cm?, zu haben.
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Abbildung 6.31 Exposition der L929-Zellen mit Natrium-N-lauroylsarcosinat

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Natrium-N-lauroylsarcosinat fiir 15 min, 30 min und
60 min (0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle);
SUB 1: KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pg/cm?, 30 min = 50 pg/cm?,
60 min - 100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte £ SD aus drei (ALI)
und vier (SUB) unabhé&ngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-
Test nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Natrium-N-lauroylsarcosinat-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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6.3.7 Neodymoxid (Nd203)

In der ALI Exposition mit Neodymoxid gab es fiir die OD-Werte bei gleicher Expositionszeit zwischen
druckluft- und substanzexponierten L929-Zellen signifikante Unterschiede (Abbildung 6.32A). Fiir
die druckluftexponierten Zellen lagen die Werte mit 0,5 bis 0,6 etwas hoher als der Wert der IK
(0,5). Bei den mit Neodymoxid behandelten Zellen sanken die Werte auf 0,3 (60 min) ab. Die OD-
Werte der exponierten Zellen aus den drei submersen Bedingungen waren im Kurvenverlauf
unterschiedlich (Abbildung 6.32B). Die Werte der SUB 1 und SUB 2 verliefen zueinander kongruent
und sanken von 0,2 (25 pg/cm?) auf 0,1 (100 pg/cm?) ab. Im Gegensatz dazu schwankten die Werte
der SUB 3 zwischen 0,3 und 0,4. Die Zellen wurden mit Neodymoxid in zwei verschiedenen Exposi-
tionsverfahren behandelt (Abbildung 6.32C). Dabei hatte die Substanz in beiden Verfahren Auswir-
kung auf die Zellvitalitat, die tUber die Formazanbildung ermittelt wurde. Diese schien von der Dar-
reichungsform der Substanz (Staubpartikel bzw. dispergiert in Medium) unabhangig zu sein. Zwi-
schen den Werten der ALl und der SUB Exposition gab es Unterschiede, die z.T. signifikant waren.
Die durch Neodymoxid bedingten Formazandefizite waren bei jeweils gleicher Dosis bei der SUB 1
und der SUB 2 hoher, bei der SUB 3 niedriger als bei der ALI Exposition.
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Abbildung 6.32 (Teil 1) Exposition der L929-Zellen mit Neodymoxid

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Neodymoxid fiir 15 min, 30 min und 60 min (0 min = IK).
(B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1: KM (24 h),
SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pg/cm?, 30 min = 50 pug/cm?, 60 min - 100 pg/cm?).
(C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier (SUB)
unabhangigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test nach
Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den druckluft-
bzw. Neodymoxid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.
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Abbildung 6.32 (Teil 2) Exposition der L929-Zellen mit Neodymoxid

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Neodymoxid fir 15 min, 30 min und 60 min (0 min = IK).
(B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1: KM (24 h),
SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pg/cm?, 30 min - 50 pug/cm?, 60 min - 100 pg/cm?).
(C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALl) und vier (SUB)
unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test nach
Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den druckluft-
bzw. Neodymoxid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.3.8 Siliziumdioxid (SiO3)

In der ALI Exposition unterschieden sich die ermittelten OD-Werte der druckluft- und substanz-
exponierten L929-Zellen gleicher Expositionszeit z.T. signifikant voneinander (Abbildung 6.33A).
Ausgehend vom Wert der IK (0,5) schwankten die Werte der druckluftbehandelten Zellen zwischen
0,4 (30 min) und 0,5 (60 min). Die Werte der mit Siliziumdioxid behandelten Zellen nahmen mit
zunehmender Expositionszeit verglichen zur IK um etwa 30 % auf 0,35 (60 min) ab. Die Kurvenver-
laufe der OD-Werte der SUB Exposition waren dhnlich, denn bei allen Bedingungen sanken diese
mit Zunahme der Dosis ab (Abbildung 6.33B). Die Werte waren bei der SUB 1 und der SUB 2 an-
ndhernd gleich. Merklich niedriger waren die Werte der SUB 3, denn hier sanken diese auf 0,3
(100 pg/cm?). In Abbildung 6.33C wurden die Werte zur Formazanbildung in Abhingigkeit der Dosis
dargestellt. Die Werte der ALI und der SUB Exposition unterschieden sich, wobei der Kurvenverlauf
nahezu parallel war. Die durch Siliziumdioxid bedingten Formazandefizite waren bei der SUB 3
hoéher, bei der SUB 1 und der SUB 2 niedriger als bei der ALl Exposition.
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Abbildung 6.33 Exposition der L929-Zellen mit Siliziumdioxid

(A) OD-Werte nach ALl Exposition mit Druckluft bzw. Siliziumdioxid fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte = SD aus vier (ALl) und vier
(SUB) unabhéngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Siliziumdioxid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.3.9 Tetraacetylethylendiamin (C10H16N204)

Im Expositionsverfahren mit Tetraacetylethylendiamin an dem ALl war der Kurvenverlauf der OD-
Werte der druckluft- und substanzexponierten L929-Zellen kongruent (Abbildung 6.34A). Die OD-
Werte blieben bei zunehmender Expositionszeit konstant zwischen 0,49 und 0,51 (Druckluft) bzw.
0,47 und 0,51 (Tetraacetylethylendiamin). Sie waren nur gering unter dem Wert der IK (0,55). Bei
der SUB Exposition verliefen die Absorptionskurven parallel zueinander (Abbildung 6.34B). Im
Vergleich zum Wert der Kontrolle (0,5) lagen die Werte der SUB 1 (0,4-0,5), SUB 2 (0,4) und SUB 3
(0,3-0,4) nur gering darunter. Der Vergleich der Formazandefizite aus beiden Expositionsverfahren
zeigte signifikante Differenzen (Abbildung 6.34C). Die ermittelten Werte aus der ALl Exposition
waren deutlich geringer als die der drei Bedingungen der SUB Exposition. Es schien einen Einfluss
zu haben, ob die Substanz als Partikelstaub (ALl) oder in Medium dispergiert (SUB) die L929-Zellen
erreichte. Wahrend bei der ALl Exposition das Formazandefizit einen maximalen Wert von 3 %
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hatte, waren die Werte der SUB Exposition z.T. zehnfach héher. Zugleich schien es, dass bei den
SUB Expositionen das verwendete Medium einen Einfluss auf die Werte hatte. Die Werte der SUB 3,
bei der die Substanz in EM dispergiert wurde, waren hoher als die der SUB 1 und der SUB 2, bei
denen jeweils Kulturmedium verwendet wurde.
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Abbildung 6.34 Exposition der L929-Zellen mit Tetraacetylethylendiamin

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Tetraacetylethylendiamin fiir 15 min, 30 min und 60 min
(0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle); SUB 1:
KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALI und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus drei (ALI) und vier
(SUB) unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-Test
nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und ALI.

6.3.10 Tetrabromphthalsdureanhydrid (CgBrsO3)

Bei der ALI Exposition unterschieden sich die OD-Werte signifikant (p < 0,001) zwischen den druck-
luft- und substanzexponierten L929-Zellen (Abbildung 6.35A). Die Werte der mit Tetrabromphthal-
saureanhydrid exponierten Zellen verringerten sich mit Zunahme der Expositionszeit von 0,3
(15 min) auf 0,1 (60 min). Bei der SUB Exposition fielen die gleichlaufenden Kurven der Absorption
der einzelnen Bedingungen ab (Abbildung 6.35B). Zwischen den einzelnen Bedingungen unterschie-
den sich die Werte der Absorption. Das Absinken der Werte der SUB 1 (von 0,44 auf 0,32) waren im
Vergleich zur SUB 2 (0,37 auf 0,30) bzw. zur SUB 3 (0,34 auf 0,25) am hdchsten. Die Formazandefi-
zite beider Expositionsverfahren unterschieden sich (z.T. signifikant) bei der vergleichenden
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Darstellung (Abbildung 6.35C). Die Werte aus der ALl Exposition waren bei allen Dosen lber den
Werten der SUB Exposition. Die Darreichungsform der Substanz schien bei der Exposition einen
Einfluss auf die Vitalitat der L929-Zellen zu haben. Die Exposition mit Staubpartikeln an dem ALI
bedingte ein hoheres Formazandefizit als bei der Exposition mit substanzhaltigen Medien. Beim
Vergleich der submersen Bedingungen untereinander zeigten sich Unterschiede. Wahrend bei der
SUB 1 das substanzhaltige Medium fiir 24 h auf den Zellen verblieb, wurde es bei der SUB 2 und der
SUB 3 nach kiirzeren Zeitrdumen (15 min, 30 min, 60 min) wieder entfernt.
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Abbildung 6.35 Exposition der L929-Zellen mit Tetrabromphthalsdureanhydrid

(A) OD-Werte nach ALI Exposition mit Druckluft bzw. Tetrabromphthalsdureanhydrid fir 15 min, 30 min und
60 min (0 min = IK). (B) OD-Werte nach SUB Exposition mit substanzhaltigem Medium (0 pg/cm? = Kontrolle);
SUB 1: KM (24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pg/cm?, 30 min = 50 pg/cm?,
60 min - 100 pg/cm?). (C) Formazandefizite bei ALl und SUB. Alle Werte sind Mittelwerte £ SD aus drei (ALI)
und vier (SUB) unabhéangigen Versuchen. Statistische Signifikanzen berechnet mit two-way ANOVA (Post-Hoc-
Test nach Bonferroni). Signifikanzen beziehen sich auf die Werte (A) bei gleicher Expositionszeit zwischen den
druckluft- bzw. Tetrabromphthalsdureanhydrid-exponierten Zellen, (C) bei gleicher Dosis zwischen SUB und
ALl
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6.3.11 Zusammenfassung der submersen Expositionen mit zehn weiteren Substanzen

Im Folgenden werden die Ergebnisse weiterer Expositionsversuche mit L929-Zellen beschrieben.
Die Zellen wurden dabei ausschlieBlich mit Substanzen im submersen Verfahren exponiert. Die
Formazandefizite der submersen Bedingungen sind in den Abbildungen gezeigt. Versuche mit dhn-
lichen Kurvenverlaufen der Formazanwerte wurden zusammengefasst.

Bei der SUB Exposition der L929-Zellen mit Cetylpyridiniumchlorid bzw. Zinkdimethyldithio-
carbamat waren die jeweiligen berechneten Werte der Formazandefizite unabhangig der Dosis
zwischen 98 % und 103 % (Abbildung 6.36A bis B). Ausnahme war der Wert (85 %), der bei der
SUB 3 mit Zinkdimethyldithiocarbamat ermittelt wurde. Bei den jeweiligen submersen Versuchs-
durchfiihrungen hatten die Unterschiede zwischen den einzelnen Bedingungen (Medium, Exposi-
tionszeit) keinen Einfluss.
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Abbildung 6.36 SUB Exposition der L929-Zellen mit Cetylpyridiniumchlorid bzw. Zinkdimethyldithio-
carbamat

Formazandefizite bei SUB Exposition (substanzhaltiges Medium) mit (A) Cetylpyridiniumchlorid bzw. (B) Zink-
dimethyldithiocarbamat bei 25 pg/cm?, 50 pg/cm? und 100 pg/cm? (0 pg/cm? = Kontrolle). SUB 1: KM (24 h),
SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 pg/cm?, 30 min = 50 pug/cm?, 60 min - 100 pg/cm?).
Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus vier unabhangigen Versuchen.

Die bei der SUB Exposition mit Kupfer-ll-oxid (nano) ermittelten Formazandefizite stiegen mit zu-
nehmender Dosis an (Abbildung 6.37A). Die Kurven der einzelnen Bedingungen verliefen nahezu
parallel. Zudem waren sich die Werte im Anstieg von der Dosis 25 pg/cm? zu 100 pg/cm? dhnlich:
SUB 1: 84 % auf 96 %; SUB 2: 72 % auf 95 %; SUB 3: 65 % auf 91 %. Bei der SUB 1 verblieb die Sub-
stanz flir 24 h auf den Zellen. Hingegen wurden die Medien bei der SUB 2 und der SUB 3 nach drei
unterschiedlichen Zeitrdumen (15 min, 30 min, 60 min) wieder von den Zellen abgenommen. Bei
der SUB Exposition mit Kupfer-ll-sulfat war ebenfalls mit zunehmender Dosis ein Anstieg der
Formazandefizite ermittelt worden (Abbildung 6.37B). Wahrend bei den Werten der SUB 1 ein
steiler Anstieg von 22 % (25 pg/cm?) auf 99 % (50 ug/cm? bzw. 100 pg/cm?) erkennbar war, war der
Anstieg bei der SUB 2 sehr flach 12 % (25 ug/cm?) auf 16 % (100 pg/cm?). Bei der SUB 3 stiegen die
Werte von 26 % (25 pg/cm?) nach absinken auf 18 % (50 pg/cm?) auf 76 % (100 pg/cm?) an. Beim
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Vergleich der Werte schienen die Unterschiede der einzelnen SUB Expositionen einen Einfluss auf
den Kurvenverlauf zu haben.

CuO nano CuSoO
A B 4
100 100
S X = suB1
£ g = 80 = SUB2
= = = 5UB 3
@ ]
3 5 60
g o0 g
& s 40
£ 40 £
e g 20
20 0
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Abbildung 6.37 SUB Exposition der L929-Zellen mit Kupfer-Il-oxid (nano) bzw. Kupfer-II-sulfat

Formazandefizite bei SUB Exposition (substanzhaltiges Medium) mit (A) Kupfer-ll-oxid (nano) bzw. (B) Kup-
fer-ll-sulfat bei 25 pg/cm?, 50 pg/cm? und 100 pg/cm? (0 pg/cm? = Kontrolle). SUB 1: KM (24 h), SUB 2: KM
bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min - 25 pg/cm?, 30 min - 50 pug/cm?, 60 min - 100 pg/cm?). Alle
Werte sind Mittelwerte + SD aus vier unabhangigen Versuchen.

Die Kurvenverlaufe der Formazandefizite, die in den submersen Versuchen mit den Substanzen
di-Ammoniumphosphat, D(+)-Laktose Monohydrat, Natriumfluorophosphat, Wolfram-IV-carbid
und Wolfram-IV-carbid (nano) ermittelt wurden, ahnelten sich zwar, unterschieden sich aber in der
Hohe der einzelnen Werte (Abbildung 6.38A bis E). Keiner der Werte lag iber 39 %. Gemeinsam
war allen Versuchen, dass das Formazandefizit unabhangig von der Dosis bei der SUB 3 am hochs-
ten war. Am niedrigsten waren die Werte der SUB 1, die z.T. im negativen Bereich lagen.

Die aus den submersen Versuchen mit Vanadium-Ill-oxid ermittelten Werte zur Formazanbildung
hatten einen ahnlichen Verlauf wie die fiinf in der Abbildung 6.38A bis E beschriebenen Substanzen
(Abbildung 6.38F). Dennoch waren Unterschiede zwischen den Kurvenverlaufen erkennbar. Bei
allen Dosen waren die Werte der SUB 3 hoher als bei der SUB 2. Mit zunehmender Dosis (25 pg/cm?
auf 100 pg/cm?) sanken die Werte der SUB 2 von 34 % auf 20 % ab, wohingegen die Werte der
SUB 3 nahezu konstant blieben (34 % zu 33 %). Der Kurven der SUB 1 stiegen von 25 % (25 ug/cm?)
auf 59 % (100 pg/cm?) und unterschieden sich von den entsprechenden Kurven in der Abbil-
dung 6.38A bis E.
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Abbildung 6.38 SUB Exposition der L929-Zellen mit di-Ammoniumphosphat, D(+)-Laktose Monohydrat,

Natriumfluorophosphat, Wolfram-IV-carbid, Wolfram-IV-carbid (nano), Vanadium-Ill-oxid

Formazandefizite bei SUB Exposition (substanzhaltiges Medium) mit (A) di-Ammoniumphosphat, (B)
D(+)-Laktose Monohydrat, (C) Natriumfluorophosphat, (D) Wolfram-IV-carbid bzw. (E) Wolfram-IV-carbid
(nano), (F) Vanadium-Ill-oxid bei 25 pg/cm?, 50 ug/cm? und 100 pg/cm? (0 pg/cm? = Kontrolle). SUB 1: KM
(24 h), SUB 2: KM bzw. SUB 3: EM (Expositionszeit 15 min = 25 ug/cm?, 30 min - 50 pg/cm?, 60 min >
100 pg/cm?). Alle Werte sind Mittelwerte + SD aus vier unabhingigen Versuchen.
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7 Diskussion

Inhalationsstudien mit Versuchstieren sind ethisch problematisch und zeit- und/oder kosteninten-
siv. In den vergangenen Jahren wurden mehrere in vitro-Ansatze beschrieben, die als Alternativ-
methoden eingesetzt werden kénnen/kénnten. Diese Anséatze sollen die Zahl der Tierversuche bzw.
der eingesetzten Tiere reduzieren. Eine weit verbreitete Praktik ist die SUB Exposition, bei der die
Zellen mit einer substanzhaltigen Lésung oder Suspension liberschichtet werden. Bei diesem Ansatz
wird beanstandet, dass die physiologische Situation in der Lunge bzw. im Atemtrakt nur unzu-
reichend wiedergegeben wird (Fréhlich et al. 2013, Lenz et al. 2009, Paur et al. 2011). Im Gegensatz
dazu wird die ALl Exposition als realitdatsnaher angesehen. Durch die Deposition der luftgetragenen
Partikel auf den Zellen kommt es zum direkten Kontakt zwischen Partikel und Zelloberflache. Die
SUB Exposition als auch die ALI Exposition haben Vor- und Nachteile in der Versuchsdurchfiihrung.
In der Literatur sind nur sehr wenige Studien beschrieben, die beide Expositionsmethoden ver-
gleichend untersucht haben. Durch den direkten Vergleich ist es moglich, Gemeinsamkeiten und
Unterschiede sowie Vor- und Nachteile der einzelnen Verfahren genauer zu beschreiben. In der
vorliegenden Arbeit wurden zwei Zelllinien (A549, L929) mit verschiedenen Substanzen mittels der
beiden Expositionsmethoden (ALl und SUB Exposition) behandelt. Fir die ALI Exposition wurde die
Expositionsanlage CULTEX® RFS verwendet.

7.1 Festlegung des ,zytotoxischen Schwellenwerts”

Durch die ALI Exposition ist eine direkte Exposition der Zellen mit Partikeln an der Luft-Flissigkeits-
Grenzschicht moglich. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen entweder mit reiner Druckluft
oder im Luftstrom mit drei verschiedenen Dosen (Partikelmengen) der Testsubstanz exponiert. Es
wurde untersucht, ob die partikelfreie Druckluft eine Schadigung der Zellen bewirkte (Kapitel 6.1).
Nach 60-minitiger Exposition war die Formazanausbeute der druckluftbehandelten A549-Zellen
3 % niedriger im Vergleich zur IK (Kapitel 6.1, Abbildung 6.4). Bei den L929-Zellen betrug die Ver-
minderung 2 %. Grundlage fir die Berechnung der Formazanausbeute waren die nach der Durch-
fihrung des Vitalitatstests (WST-1-Assay) gemessenen OD-Werte. Waren die OD-Werte der behan-
delten Zellen niedriger als die der Kontrolle, zeigte das eine Verringerung der metabolischen Akti-
vitatinfolge der Einwirkung der Testsubstanz an. Die Herabsetzung des Stoffwechsels kann als Scha-
digung der Zellen durch die Testsubstanz interpretiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
ein ,zytotoxischer Schwellenwert” festgelegt. Daflir wurde der Prozentsatz der Verminderung, d.h.
die zellschadigende Auswirkung der Druckluft bei den A549-Zellen, verfiinffacht. Nachfolgend
wurde eine Substanz als zytotoxisch eingestuft bei der Uberschreitung dieses Werts, d.h., wenn das
Formazandefizit nach der Exposition mit der Testsubstanz > 15 % betrug. Die Hohe des Schwel-
lenwerts wirkte sich auf die Einteilung der Substanzen in (1) Formazandefizit > 15 % = zytotoxisch
im Expositionsverfahren und (2) Formazandefizit < 15 % = nicht zytotoxisch im Expositionsverfah-
ren aus. Ebenfalls hat der Wert Einfluss bei der Berechnung von Sensitivitat und Spezifitat, die fur
die Vergleichbarkeit der Expositionsverfahren (Kapitel 7.5) bedeutsam sind. Beide Faktoren sind
wechselseitig voneinander abhadngig. Mit Zunahme des Schwellenwerts sinkt die Sensitivitat und
steigt die Spezifitat. Je hoher beide Faktoren sind, desto besser und stabiler ist das Testsystem. Die
Festlegung des zytotoxischen Werts erfolgte nach subjektivem Ermessen. Eine Verdopplung oder
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Verdreifachung wurde als zu enge, eine Verzehnfachung als zu grolle Bemessung des Grenzwerts
angesehen. Eine Verflinffachung ist daher als Kompromiss anzusehen.

7.2 Gegeniiberstellung der Expositionsversuche

7.2.1 Air liquid interface Exposition der A549- und L929-Zellen

Bei der ALl Exposition der A549- bzw. L929-Zellen mit zehn ausgewahlten Testsubstanzen traten bei
den aus den Versuchen berechneten Formazandefiziten zwischen beiden Zelllinien z.T. Unter-
schiede auf (Abbildung 7.1). Es zeigten sich bei der ALl Exposition mit den Substanzen Kaliumpyro-
phosphat, Kupfer-ll-hydroxid, Natrium-N-lauroylsarcosinat, Tetraacetylethylendiamin und Tetra-
bromphthalsdureanhydrid kaum Unterschiede in der Hohe der Werte zwischen den beiden Zell-
linien. Die Formazandefizite lagen annahernd auf der Diagonalen (schwarze Linie). Waren nach
Exposition einer Testsubstanz die Formazandefizite bei beiden Zelllinien gleich, lagen die Werte auf
der Diagonalen. Bei Werten, die iber/links von der Diagonalen lagen, war das Formazandefizit bei
den L929-Zellen héher als bei den A549-Zellen. Der Vergleich der Formazandefizite beider Zellen
zeigte, dass die Werte bei acht der zehn Testsubstanzen (z.T. sehr gering) Gber der Diagonalen
lagen. Bei den Substanzen Bohmit und B-Cyclodextrin lagen die Werte unter der Diagonalen. Hier
war die Beeintrachtigung der Substanzen auf die Zellvitalitdt der A549-Zellen gréRer als bei den
L929-Zellen.

Bei den Substanzen Bohmit, B-Cyclodextrin, Neodymoxid und Siliziumdioxid unterschieden sich die
jeweiligen Werte der Formazandefizite zwischen den A549- und L929-Zellen. Der direkte Vergleich
der Werte zeigte, dass sich unter gleichen Expositionsbedingungen einige Substanzen starker auf
die Zellaktivitat einer Zelllinie auswirken kdnnen. Die Formazandefizite der L929-Zellen nach der ALI
Exposition mit Bohmit bzw. B-Cyclodextrin waren bei allen Dosen geringer als bei den A549-Zellen.
Die Substanzen schienen auf die Aktivitat der L929-Zellen einen geringeren Einfluss zu haben. Der
Unterschied wurde bei der hdchsten Dosis (100 pg/cm?) sehr deutlich (Abbildung 7.1C). Hier lagen
die Formazandefizite bei 17 % (Bohmit) und 4 % (B-Cyclodextrin) fiir die L929-Zellen bzw. bei 46 %
(beide Substanzen) fiir die A549-Zellen. Die ALl Expositionen mit Neodymoxid und Siliziumdioxid
zeigten ebenfalls Unterschiede in der Empfindlichkeit zwischen den Zellen. Hierbei waren die
Formazandefizite der L929-Zellen im Vergleich zu denen der A549-Zellen héher, was auf eine
héhere Empfindlichkeit der L929-Zellen schlieRen I3sst.

Fir flinf Substanzen lagen die Formazandefizite bei allen Dosen nach der ALI Exposition der beiden
Zelllinien > 15 % und folglich liber dem festgelegten zytotoxischen Schwellenwert. Drei der Sub-
stanzen (Kupfer-lI-hydroxid, Natriummetavanadat und Natrium-N-lauroylsarcosinat) wurden als
»gesundheitsgefdhrdend bei Einatmung” (akute Toxizitdt (Inhalation)) eingestuft (Kapitel 6,
Tabelle 6.1). Das zeigte, dass die Bestimmung der Zytotoxizitdt nach der ALl Exposition mit A549-
und L929-Zellen gut mit der Beurteilung zur akuten Toxizitat in den ECHA-Daten Uibereinstimmt. Fir
die Substanzen Kaliumpyrophosphat und Tetrabromphthalsdureanhydrid lagen Hinweise fir die
Gefdhrdung des Organismus und/oder der Umwelt vor; die gesundheitliche Gefdhrdung betrifft
hierbei aber nicht die Lunge/Inhalation.
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Abbildung 7.1 Formazandefizite nach ALl Exposition der A549- bzw. L929-Zellen mit 10 verschiedenen

Substanzen

ALl Exposition der A549-Zellen (X-Achse) und L929-Zellen (Y-Achse) mit der Testsubstanz der Dosis (A)
25 pg/cm?, (B) 50 pg/cm?, (C) 100 pg/cm? fur 24 h. Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte mit dem
WST-1-Assay. Die OD-Werte der exponierten Zellen wurden in Relation zu den druckluftbehandelten Zellen
gesetzt. Die berechneten Formazandefizite sind Mittelwerte + SD aus vier bis fiinf (A549-Zellen) und vier
(L929-Zellen) unabhdngigen Versuchen. Die gestrichelte Linie ist der zytotoxische Schwellenwert (15 %

Formazandefizit).
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7.2.2 Airliquid interface Exposition und submerse Expositionsbedingung 1

Bei der ALl Exposition wurden drei Partikeldosen fiir 24 h auf den Zellen belassen. Um den Einfluss
der Darreichungsform zu untersuchen, wurden die Zellen mit der Testsubstanz submers exponiert.
Bei der SUB 1 wurden die bei der ALl Exposition untersuchten Partikeldosen in Medium (KM) ge-
geben und fir 24 h auf den Zellen belassen. Die ermittelten Formazandefizite aus den Versuchen
zur ALl Exposition und SUB 1 der A549- bzw. der L929-Zellen wurden miteinander verglichen
(Abbildung 7.2).

In den Versuchen mit der A549-Zelllinie waren bei der hdchsten Dosis (100 pg/cm?) die Formazan-
defizite bei acht der 20 Substanzen unter dem zytotoxischen Schwellenwert bei der ALI Exposition
und der SUB 1 (Abbildung 7.2C). Von den sieben der 20 Substanzen, die in beiden Expositions-
verfahren lGber dem zytotoxischen Schwellenwert lagen, waren fiinf als ,,gesundheitsgefahrdend
bei Inhalation” eingestuft (Cetylpyridiniumchlorid, Kupfer-ll-hydroxid, Natriummetavanadat,
Natrium-N-lauroylsarcosinat und Zinkdimethyldithiocarbamat). Fir Vanadium-Ill-oxid lag diese
Einstufung nicht vor. Hier war der Wert des Formazandefizits (14 %) geringfligig unter dem festge-
legten zytotoxischen Schwellenwert und wurde bei der Exposition mit der Dosis 25 pg/cm? (16 %)
Uberschritten (Abbildung 7.2A). Bei der ALI Exposition mit Natrium-N-lauroylsarcosinat lagen die
Werte der Formazandefizite (86-92 %) bei allen Partikeldosen deutlich (iber dem Schwellenwert.
Dagegen waren hier die Werte bei der SUB 1 unter (8 % bei 25 pg/cm?) bzw. tber (17 % bei
50 pg/cm?) dem Schwellenwert. Bei der SUB 1 mit der hdchsten Partikeldosis tberschritt das
Formazandefizit (99 %) deutlich den Schwellenwert. Bei der hdchsten Dosis zeigten die SUB 1 bzw.
die ALI Exposition der A549-Zellen eine nahezu gleiche Zellantwort bei sechs der 20 Substanzen, da
die Werte der Formazandefizite auf der Diagonalen lagen. Das deutet an, dass keine der beiden
Darreichungsformen die metabolische Aktivitat der Zellen starker beeinflusste. Hingegen waren bei
zehn Substanzen die Formazandefizite der ALl Exposition hdher als bei der SUB 1. Die Exposition
der Zellen mit Staubpartikel flhrte zu einer groReren Beeintrachtigung der Zellvitalitat.

Der Vergleich der Formazandefizite der ALl Exposition und der SUB 1 bei L929-Zellen zeigte ein dhn-
liches Bild wie bei den A549-Zellen. Bei fiinf der zehn getesteten Substanzen waren die Formazan-
defizite bei der Dosis 100 pg/cm? nach der ALI Exposition héher als bei der SUB 1 (Abbildung 7.2F).
Lediglich bei Neodymoxid lagen die Werte bei der ALl Exposition niedriger als bei der SUB 1. Fir
Neodymoxid sind keine Gefahren fiir den Organismus und/oder Umwelt beschrieben (Kapitel 6,
Tabelle 6.1). Bei allen Dosen lagen hierbei die Formazandefizite sowohl bei der ALl Exposition als
auch bei der SUB 1 deutlich iber dem zytotoxischen Schwellenwert. Diese Uberschreitung trat nur
bei den L929-Zellen, nicht aber bei den A549-Zellen auf (Abbildung 7.2). Bei vier Substanzen waren
die Werte der Formazandefizite aus beiden Verfahren nahezu gleich. Drei (Kupfer-ll-hydroxid,
Natriummetavanadat, Natrium-N-lauroylsarcosinat) sind als ,gesundheitsgefahrdend bei
Inhalation” eingestuft. Die Substanzen fiihrten sowohl bei der ALl Exposition als auch bei der SUB 1
zum Verlust der Zellvitalitat (Formazandefizit 100 %).
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Abbildung 7.2 Formazandefizite nach ALl Exposition bzw. SUB 1 der A549- und L929-Zellen mit
verschiedenen Substanzen

A549-Zellen (A-C) und L929-Zellen (D-F) wurden mit Substanzpartikel (ALI, X-Achse) bzw. substanzhaltigem
KM (SUB 1, Y-Achse) mit der Dosis (A, D) 25 pg/cm?, (B, E) 50 pg/cm?, (C, F) 100 pg/cm? fiir 24 h exponiert.
Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte mit dem WST-1-Assay. Die OD-Werte der exponierten Zellen wurden
in Relation zu den druckluftbehandelten Zellen (ALI) bzw. unbehandelten Zellen (SUB 1) gesetzt. Die
berechneten Formazandefizite sind Mittelwerte + SD aus drei bis funf (ALI) und vier bis fiinf (SUB 1)
unabhangigen Versuchen. Die gestrichelte Linie ist der zytotoxische Schwellenwert (15 % Formazandefizit).
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7.2.3 Airliquid interface Exposition und submerse Expositionsbedingungen 2 und 3

Die SUB 2 und die SUB 3 waren dhnlich der SUB 1. Bei beiden Expositionsbedingungen wurden die
Substanzen in Medium gegeben (SUB 2: KM, SUB 3: EM). Der Unterschied zur SUB 1 war, dass das
substanzhaltige Medium nach unterschiedlichen Expositionszeiten (15 min, 30 min, 60 min) wieder
von den Zellen abgenommen wurde. Der Vergleich der Formazandefizite zwischen der ALl Expo-
sition und der SUB 2 bzw. der SUB 3 der A549-Zellen zeigte, dass bei acht der 20 getesteten Sub-
stanzen unabhéngig deren Dosen die Werte beider Expositionsverfahren unter dem zytotoxischen
Schwellenwert lagen (Abbildung 7.3A bis F). Zudem waren sehr geringe Unterschiede in den einzel-
nen Werten zwischen der ALl Exposition und den jeweiligen Bedingungen der SUB Exposition zu
erkennen. Bei 100 pg/cm? zeigten sich keine Differenzen zwischen den Werten der ALl Exposition
und der SUB 2 bei Cetylpyridiniumchlorid und Zinkdimethyldithiocarbamat (Abbildung 7.3C) bzw.
bei der SUB 3 zusétzlich noch bei Natrium-N-lauroylsarcosinat (Abbildung 7.3F). Bei den anderen
Substanzen (SUB 2: 10, SUB 3: 9) waren die Formazandefizite nach der ALl Exposition der A549-
Zellen groRer als bei den SUB Exposition. Die Exposition mit Staubpartikeln fiihrte im Vergleich zum
substanzhaltigen Medium zu einer groBeren Beeintrachtigung der Zellvitalitat und demnach zu
einem hoheren Formazandefizit.

Die aus den Expositionsversuchen mit den L929-Zellen ermittelten Formazandefizite fur die zehn
Testsubstanzen sind in der Abbildung 7.4 dargestellt. Der Vergleich der beiden submersen Expo-
sitionsbedingungen zeigte, dass die Formazandefizite bei neun der zehn Substanzen bei der SUB 3
unabhangig der Dosen hoher als bei der SUB 2 waren. Lediglich bei der Exposition mit Neodymoxid
waren die Werte bei der SUB 2 héher als bei der SUB 3. Fiir die beiden Substanzen Neodymoxid und
Siliziumdioxid wurden keine Gefahren fur den Organismus und/oder Umwelt beschrieben (Kapi-
tel 6, Tabelle 6.1). Bei der héchsten Dosis (100 pg/cm?) lagen die Formazandefizite der ALl Exposi-
tion und der SUB 2 bzw. SUB 3 mit den beiden Substanzen lGber dem zytotoxischen Schwellenwert
(Abbildung 7.4C und F). Der Schwellenwert wurde bei der Exposition mit Neodymoxid ebenfalls bei
den beiden geringeren Dosen Uberschritten (Abbildung 7.4A bis B, D bis E). Da fir Neodymoxid
keine gesundheitlichen Gefahren bei Inhalation beschrieben wurden, ist von einem falsch positiven
Ergebnis auszugehen. Die Formazandefizite der als ,,gesundheitsgefahrdend bei Inhalation” einge-
stuften Substanzen (Kupfer-lI-hydroxid, Natriummetavanadat, Natrium-N-lauroylsarcosinat) lagen
bei den beiden SUB Expositionen und bei der ALI Exposition deutlich Giber dem Schwellenwert.
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Abbildung 7.3 Formazandefizite nach ALl Exposition bzw. SUB 2 oder SUB 3 der A549-Zellen mit 20

verschiedenen Substanzen

A549-Zellen wurden mit Substanzpartikel (ALI, X-Achse) bzw. substanzhaltigem KM (SUB 2, Y-Achse, A bis C)
oder substanzhaltigem EM (SUB 3, Y-Achse, D bis F) mit der Dosis (A, D) 25 pg/cm?, (B, E) 50 pug/cm?, (C, F)
100 pg/cm?. Die Expositionszeit betrug bei ALIl: 24 h bzw. bei SUB 2 und SUB 3: 15 min = 25 pg/cm?, 30 min
- 50 pg/cm?, 60 min - 100 pg/cm?. Die Bestimmung der Zellvitalitit erfolgte mit dem WST-1-Assay. Die
OD-Werte der exponierten Zellen wurden in Relation zu den druckluftbehandelten Zellen (ALI) bzw. unbe-
handelten Zellen (SUB 2, SUB 3) gesetzt. Die berechneten Formazandefizite sind Mittelwerte + SD aus drei bis
flnf (ALI) und vier bis funf (SUB 2 bzw. SUB 3) unabhangigen Versuchen. Die gestrichelte Linie ist der zyto-

toxische Schwellenwert (15 % Formazandefizit).
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Abbildung 7.4 Formazandefizite nach ALl Exposition bzw. SUB 2 oder SUB 3 der L929-Zellen mit 10
verschiedenen Substanzen

L929-Zellen wurden mit Substanzpartikel (ALI, X-Achse) bzw. substanzhaltigem KM (SUB 2, Y-Achse, A bis C)
oder substanzhaltigem EM (SUB 3, Y-Achse, D bis F) mit der Dosis (A, D) 25 pg/cm?, (B, E) 50 pug/cm?, (C, F)
100 pg/cm?. Die Expositionszeit betrug bei ALIl: 24 h bzw. bei SUB 2 und SUB 3: 15 min = 25 pg/cm?, 30 min
- 50 pg/cm?, 60 min - 100 pg/cm?. Die Bestimmung der Zellvitalitdt erfolgte mit dem WST-1-Assay. Die
OD-Werte der exponierten Zellen wurden in Relation zu den druckluftbehandelten Zellen (ALI) bzw. unbe-
handelten Zellen (SUB 2, SUB 3) gesetzt. Die berechneten Formazandefizite sind Mittelwerte + SD aus drei bis
vier (ALl) und vier (SUB 2 bzw. SUB 3) unabhangigen Versuchen. Die gestrichelte Linie ist der zytotoxische
Schwellenwert (15 % Formazandefizit).
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7.3 Eigenarten der Zelllinien

Zellular basierte Modelle hdngen vom Zelltyp ab. Humane Zellen, die vorzugsweise aus dem
Atemtrakt stammen, schienen fir die Untersuchung im Bereich der Inhalationstoxikologie am
nachsten an der realen Situation zu sein (Hiemstra et al. 2018). Bei den meisten der heute in Zell-
kulturlaboren verwendeten Zelllinien handelt es sich um entartete Zellen, die aus Tumorgeweben
entnommen und als Zelllinie etabliert wurden (Schmitz 2011). Im Vergleich zu ,gesunden’ Zellen
unterscheiden sie sich in ihrem Zellzyklus/-ablaufen, haben meist eine veranderte Morphologie und
nur noch wenige ihrer typischen in vivo-Eigenschaften (Hiemstra et al. 2018, Schmitz 2011). Tumor-
zellen/Immortalisierte Zellen sind fir Toxizitatstests weniger empfindlich als nicht-transformierte
Zellen (Landsiedel et al. 2014).

Bei in vitro-Modellen ist es nicht moglich, den Transport und den Verbleib (Deposition) der Partikel
in der Lunge vorherzusagen (Nel et al. 2013). Beim Einatmen ist die Lunge das betroffene Haupt-
organ. Die inhalierbaren Substanzen kénnen zu lokalen und systemischen Wirkungen fiihren, so
dass die Toxizitat mitunter an anderen Organen, wie Leber und Niere, beobachtet werden kann
(Hess et al. 2016). Infolge der Partikel-(Lungen-)Zell-Interaktion kénnen Zellschdden und/oder
Funktionsstorungen (z.B. Freisetzung von Zytokinen, Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies) auf-
treten (Loret et al. 2016).

In der vorliegenden Arbeit war bei den durchgefiihrten Expositionsverfahren die Verwendung von
Einzelzellkulturen (Monokultur) kritisch. Die humanen Alveolarepithelzellen A549 wurden aus
einem Adenokarzinom der Lunge etabliert und haben in mancherlei Hinsicht eine &hnliche
Charakteristik wie alveolare Epithelzellen Typ Il (Giard et al. 1973, Lieber et al. 1976, Shapiro et al.
1978). Dennoch sind sie als Monokultur nicht reprasentativ fur die gesamte Lunge bzw. den bei der
Inhalation betroffenen Atemtrakt, da in der Lunge mehr als 60 verschiedene Zelltypen vorhanden
sind (Knudsen et al. 2018, Stone et al. 1992). Die Zelllinie L929 sind Fibroblasten, die aus dem sub-
kutanen Fettgewebe einer Maus entnommen sind. Diese Zellen haben offenkundig keinen Bezug
zur Lunge bzw. dem Atemtrakt. Jedoch werden sie als bewadhrte Indikatorzelllinie bei der Unter-
suchung und Einstufung von Priifsubstanzen eingesetzt, z.B. bei der Zytotoxizitatsuntersuchung
nach 1SO 10993 - Biological evaluation of medical devices (Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity)
angesehen (ISO 10993-5 2009).

7.4 Limitationen des biochemischen Tests (WST-1-Assay)

Die Vitalitat der Zellen nach der Exposition mit verschiedenen Substanzen wurde mittels WST-1-
Assays (Zytotoxizitdtstest) bestimmt. Dieser Assay beruht auf der Fahigkeit metabolisch aktiver
Zellen das Tetrazoliumsalz WST-1 in sein Formazan umzuwandeln. In der Zellbiologie werden
Tetrazoliumsalze vielfach bei der Bestimmung von Stoffwechselaktivitdten von Zellen eingesetzt
(Berridge et al. 2005). Vorteilig bei diesem Zytotoxizitdtstest sind die einfache und schnelle
Handhabung und der relativ hohe Probendurchsatz. Bei der Anwendung sollte bedacht werden,
dass der Assay nur lebende, nicht aber tote Zellen erkennt (Mosmann 1983). So wird nicht die
Anzahl der lebensfahigen Zellen, sondern die Enzymaktivitat des Zellstoffwechsels erfasst (Berridge
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et al. 2005). Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde als Ursache fiir
die Reduktion bzw. den Verlust der Zellaktivitdt die jeweils untersuchte (exponierte) Substanz
angenommen. Hierbei wurde die Empfindlichkeit (Sensitivitat) der Zellen als Formazandefizit inter-
pretiert. Die metabolische Aktivitdt kann sich innerhalb und zwischen Zellpopulationen bzw. Zell-
linien unterscheiden und auch von den Wachstumsbedingungen der jeweiligen Zellkultur abhangen
(Berridge et al. 2005, Marshall et al. 1995, Riss et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit waren die
verwendeten Zellzahlen der A549- und L929-Zellen als auch die jeweilige Versuchsdurchfiihrung zur
ALl bzw. SUB Exposition gleich. Bei den Kulturbedingungen unterschied sich der Glukosegehalt der
verwendeten Medien. Dieser betrug 1.000 mg/I bei den A549- bzw. 4.500 mg/| bei den L929-Zellen.
Der Vergleich der gemessenen OD-Werte der IK und der druckluftexponierten Zellen zeigte, dass
die OD-Werte der A549-Zellen etwa dreimal hoher lagen als bei den L929-Zellen (Kapitel 6.1,
Abbildung 6.5). Ein dhnliches Bild ergab sich bei der SUB Exposition. Hier lagen die OD-Werte der
Kontrollen bei den A549-Zellen etwa doppelt so hoch wie bei den L929-Zellen.

Der WST-1-Assay ist eine Moglichkeit zur Beurteilung der biologischen Reaktion von Zellen auf
duBere Reize. Die Untersuchung basiert dabei auf der Bestimmung der zelluldaren Enzymaktivitat.
Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde die Umsetzung des Tetra-
zoliumsalzes zu Formazan durch Absorptionsmessung fotometrisch bestimmt. Eine Absorptions-
anderung wurde als Folge der jeweiligen exponierten Testsubstanz auf die Zellen interpretiert.
Tetrazoliumsalze sind Verbindungen mit einem positiv geladenen quaternaren Tetrazolring mit vier
Stickstoffatomen, die von drei aromatischen Gruppen umgeben sind (Berridge et al. 2005). Die
Nettoladung der Tetrazoliumsalze bestimmt die Zellpermeabilitat. WST-1, das einen Jodrest und
zwei negativ geladene Sulfonatreste enthélt, kann die Zellmembran nicht passieren. An der
Zelloberflache, d.h. extrazellular, wird das Tetrazoliumsalz WST-1 durch einen komplexen zellularen
Mechanismus zum Formazan reduziert. Die Reduktion erfolgt in Gegenwart eines intermedidren
Elektronenakzeptors, wie z.B. mPMS (1-Methoxy-5-methylphenaziniummethylsulfat), und hangt
von der NAD(H)P-Produktion lebensfahiger Zellen ab (Abbildung 7.5) (Berridge et al. 2005, Kennett
2004, Yin et al. 2013). Daher korreliert die Anzahl der metabolisch aktiven Zellen mit dem erzeugten
Tetrazolium-Formazan-Signal unter definierten Wachstumsbedingungen fir einen bestimmten
Zelltyp (Berridge et al. 1998). Verschiedene Faktoren (z.B. Anderungen des pH-Werts oder des
Glukosegehalts im Medium) kénnen die metabolische Umsetzung von Tetrazoliumsalzen
beeinflussen (Berridge et al. 2005, Marshall et al. 1995, Vistica et al. 1991). Die Umsetzung wird
durch intrazelluldare Reduktionsmittel wie NADH und NAD(P)H angetrieben, die hauptsachlich aus
dem Glukosestoffwechsel der Zellen stammen (Vistica et al. 1991, Xie et al. 2018). Der Entzug der
extrazellularen Glukose(bereitstellung) inhibiert die Umsetzung des Tetrazoliumfarbstoffs. Die
erneute Zugabe von Glukose kann diese Hemmung wieder aufheben (Xie et al. 2018).
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Abbildung 7.5 Reduktion von WST-1 zu Formazan durch mPMS (1-Methoxy-5-methylphena-
ziniummethylsulfat) (entnommen aus Kennett 2004)

Die Inhibition der Reduktion von Tetrazolium kann u.a. durch SOD (Superoxiddismutase) bedingt
sein (Berridge et al. 1998). Superoxiddismutase ist ein Enzym, das fiir die Beseitigung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zur Verfligung steht (Schulz et al. 2000). SOD katalysiert die Dismutation
des Superoxidanions zu Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff. Superoxid entsteht als
Nebenprodukt des Sauerstoffmetabolismus und verursacht, wenn es nicht reguliert wird, viele
Arten von Zellschaden. Wasserstoffperoxid ist ebenfalls schadlich und wird durch andere Enzyme
wie Katalase abgebaut. ROS kénnen neben DNS-Veranderungen auch Einfluss auf das Zellwachstum
und den Zelltod (Apoptose oder Nekrose) haben (Mates et al. 1999). Nach den (ALl bzw. SUB)
Expositionen und vor der Durchfiihrung des WST-1-Assays wurden die Zellen unter dem Mikroskop
betrachtet. Nach optischer Einschdtzung waren bei manchen exponierten Zellen morphologische
Veranderungen erkennbar. Die Musterung und Beurteilung der Zellen sind rein subjektiv. Mit einer
hohen Zellkonfluenz ist nicht automatisch auch eine hohe Stoffwechselaktivitdt verbunden. Die
Bestimmung der Stoffwechselaktivitdt ist nur ein moglicher Endpunkt. Fir die Analyse von
zellularen und biochemischen Prozessen gibt es ein breites Portfolio an zellbasierten Tests, die u.a.
zur Bestimmung der Lebensfdhigkeit, Zytotoxizitdt, Apoptose genutzt werden kénnen. Fir den
Vergleich der Zellen bzw. der Auswirkungen der Testsubstanzen auf die Zellen in den beiden
Verfahren bedarf es eines erfassbaren Endpunkts. Eine mogliche Erganzung fiir die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche konnte die Bestimmung weiterer Endpunkte sein.
Zytotoxische Aktivitat fiihrt zu einer Verringerung der Lebensfahigkeit der Zellen und leitet den
Zelltod durch Apoptose und/oder Nekrose ein. Zytotoxizitdts- und Vitalitidtstests werden oftmals
verwendet, um das toxische Potenzial einer Substanz nachzuweisen. Sind Informationen tber den
Mechanismus des Zelltods gewiinscht, d.h. es soll zwischen apoptotischen und nekrotischen
Prozessen unterschieden werden, konnen Assays verwendet werden, die auf dem Nachweis
verschiedener Marker beruhen. Nekrotische Zellen sind durch rasches Anschwellen, Abschaltung
des Metabolismus, Verlust der Zellmembranintegritdt und der Freisetzung des zytoplasmatischen
Zellinhalts gekennzeichnet (Riss et al. 2003). In apoptotischen Prozessen stoppen die Zellen eben-
falls den Metabolismus. Die Zellintegritat bleibt hingegen erhalten und die Zellen werden in vivo
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durch Phagozyten geklart. In der Zellkultur sind keine Phagozyten vorhanden, so dass die apopto-
tischen Zellen ihre Membranintegritat verlieren. Dieser Verlust wird als sekundare Nekrose bezeich-
net und findet zu einem spateren Zeitpunkt statt im Vergleich zu der primaren Nekrose, die schnell
voranschreitet. Fiir die Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose ist das Verstehen der
Kinetik des Zelltods wichtig (Riss et al. 2003). Apoptotische Zellen geben den zytoplasmatischen
Inhalt an das Kulturmedium ab. Zudem zeichnen sich die Zellen durch eine Caspase-Aktivierung und
DNS-Fragmentierung in charakteristischen Langen aus. Im Vergleich zur Nekrose werden bei der
Apoptose keine Entziindungsreaktionen ausgeldst. Die Wahl des Assays ist von den Anforderungen
an das Ergebnis des Versuchs abhangig. Bei den durchgefiihrten Expositionsversuchen wurde davon
ausgegangen, dass Zellen, die keine oder nur verringerte Substratumsetzung zeigten, durch die
Testsubstanz beeintrachtigt wurden. Es wurde dabei nicht ermittelt, ob die Zellen geschadigt
wurden, z.B. durch Verletzung der Zellmembran, oder ob es lediglich zu einer Einschrankung im
Stoffwechsel der Zellen kam. Bei der Interpretation von Ergebnissen aus der Zellkultur ist die Frage
der Ubertragbarkeit auf den menschlichen Organismus zu beachten. Ebenfalls kénnen durch die
in vitro-Versuche keine sekundaren Effekte wie sie in vivo durch z.B. Eindringen der Partikel in die
Blutbahn auftreten kdnnen, untersucht werden.

7.5 Zur Vergleichbarkeit beider Expositionsverfahren

Die Exposition von Submerskulturen mit Substanzen ist fir die Untersuchung zur Lungentoxizitat
nicht physiologisch. Bei submerser Kultivierung erfolgt ein direkter Kontakt der Substanzpartikel
mit den Zellen immer Gber die Solvatation bzw. Dispersion in Medium, was zu einer Unterschatzung
der Zytotoxizitat fiihren kann. Als geeigneter werden daher Versuche angesehen, bei denen die
Zellen an der ALl kultiviert und mit den Partikeln des Substanzaerosol interagieren kdnnen (Frohlich
et al. 2013). Durch die ALl Kultivierung kdnnen die Zellen in einer in vivo-dhnlichen apikalen
Atmosphare exponiert werden. Zellen, die hingegen submers kultiviert und exponiert werden, sind
durch das Uberschichtete Medium besser vor dueren Einfllssen (z.B. Partikel) geschiitzt. Darliber
hinaus kann es zu Wechselwirkungen zwischen den Partikeln und dem Medium durch die Bildung
von Agglomeraten kommen, was die partikelinduzierte Reaktion beeintrdchtigen und zur Unter-
schatzung der Wirkung fiihren kann (Lenz et al. 2009).

Die in den Versuchen verwendeten Zelllinien sind unterschiedlichen Ursprungs. Dennoch zeigten
die A549-Zellen (humane Alveolarepithelzellen) und die L929-Zellen (murine Fibroblasten) eine ver-
gleichbare Empfindlichkeit gegeniiber den Substanzen im jeweils gleichen Expositionsverfahren.
Der Vergleich der beiden Verfahren miteinander zeigte, dass die Zellen bei der ALl Exposition
tendenziell empfindlicher reagierten als bei der SUB Exposition. Dies tritt besonders bei der Gegen-
Uberstellung zwischen den Werten der ALl Exposition und der SUB2 bzw. der SUB 3 auf
(Abbildung 7.3 und 7.4).

Bei Versuchen zur ALI Exposition wurden bereits bei niedrigen Dosen Formazandefizite beobachtet,
die bei der SUB 1 z.T. erst bei hoheren Dosen eintraten (Abbildung 7.2). Beispielsweise lagen die
Werte des Formazandefizits bei der ALl Exposition der A549-Zellen mit der Substanz Natrium-N-
lauroylsarcosinat bei 86-92 % (A549) bzw. 90-97 % (L929). Diese Werte wurden bei der SUB 1 nur
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bei der hochsten Dosis (100 pg/cm?) ermittelt. Natrium-N-lauroylsarcosinat ist als ,,gesundheits-
gefdahrdend bei Inhalation” eingestuft. Bei dem Vergleich der Ergebnisse der ALl Exposition und
SUB 1 zeigte sich, dass die Gefahrdung, die von Natrium-N-lauroylsarcosinat ausgehen kann, durch
das submerse Expositionsverfahren unterschatzt werden kann.

Die hohere Beeintrachtigung der Zellen kdonnte auf die direkte Interaktion der Zellen mit den
Substanzpartikeln bei der ALl Exposition zuriickgefiihrt werden. Wie oben aufgefiihrt, gibt es
Faktoren, die bei einer SUB Exposition zu einer Unterschatzung der Zytotoxizitat fiihren kdnnen.
Bei der SUB Exposition erfolgt eine Substanz-Zell-Interaktion immer in Gegenwart der potenziellen
Bindungspartner im Medium. Natrium-N-lauroylsarcosinat ist gut l6slich (Wasserloslichkeit
456,4 g/l), so dass von einer gleichmaRigen Verteilung (Solvatation) auszugehen war. Es lasst sich
vermuten, dass erst eine hohere Partikeldosis im substanzhaltigen Medium eine Schadigung der
Zellen bewirkt.

Um beide Expositionsverfahren miteinander vergleichen zu kénnen, wurde die Sensitivitat und
Spezifitat beider Methoden bestimmt. Dafiir wurden in einer Vierfeldertafel die Zahlenwerte der
experimentell ermittelten Testergebnisse mit den aus der Literatur entnommenen Toxizitats-
einschatzung der Substanzen zusammengestellt (Tabelle 7.1). Die Substanzen wurden als ,,inhala-
tionstoxisch” bezeichnet, wenn eine Gesundheitsgefahrdung bei der Akuten Toxizitat (Inhalation)
fiir die Substanz auf Grundlage der ECHA-Daten vorlag (Kapitel 6, Tabelle 6.1). Die Expositions-
versuche (Test) galten als positiv, wenn bei der jeweiligen Methode der zytotoxische Schwellenwert
Uberschritten wurde.

Tabelle 7.1 Aufbau der Vierfeldertafel zur Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat

nicht
inhalati isch
Inhalationstoxisc inhalationstoxisch
Test positiv A B
Test negativ C D

Die Sensitivitat gibt an, zu welchem Prozentsatz die in der Literatur als ,inhalationstoxisch” einge-
stuften Substanzen im jeweiligen Expositionsverfahren tatsachlich erkannt, d.h. als richtig positiv,
erkannt wurden. Sie ist definiert als Quotient aus den richtig positiven Ergebnissen (A) und der
Summe aus den richtig positiven (A) und falsch negativen (C) Ergebnissen (Tabelle 7.1).

A
Sensitivitit = ——
A+C
Die Spezifitat hingegen ist als Wahrscheinlichkeit definiert mit der ,nicht inhalationstoxische” Sub-
stanzen im Expositionsversuch als richtig negativ, d.h. die Werte liegen unter dem zytotoxischen
Schwellenwert, erfasst wurden. Berechnet wird sie als Quotient der richtig negativen Ergebnisse
(D) und der Summe aus den richtig negativen (D) und falsch positiven (B) Ergebnissen (Tabelle 7.1).

D

Spezifitit =
pezifita 51D
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Die Gruppe der ,nicht inhalationstoxischen” Substanzen wurde nochmals unterteilt. Fiir einige
Substanzen sind Gefahrdungen fiir Menschen und/oder Umwelt bekannt, die sich nicht auf die
Inhalation beziehen. Beispielweise verursacht Kaliumpyrophosphat schwere Augenreizungen und
Tetrabromphthalsdureanhydrid kann zu allergischen Hautreaktionen fiihren. Daneben sind fir
mehrere Substanzen keine Gefahrdungen fur Mensch und/oder Umwelt bekannt. Die Testsubstan-
zen lassen sich demnach wie folgt in drei Gruppen einteilen (Tabelle 7.2).

Tabelle 7.2 Einteilung der Testsubstanzen nach Gefahrenhinweisen basierend auf ECHA-Daten

inhalationstoxisch nicht inhalationstoxisch
Akute Toxizitat (Inhalation) andere Gefahrdungen keine Gefdhrdungen

Cetylpyridiniumchlorid Bohmit B-Cyclodextrin

Kupfer-lI-hydroxid Kaliumpyrophosphat di-Ammoniumphosphat

Natriummetavanadat Kupfer-Il-oxid (nano) D(+)-Laktose Monohydrat

Natrium-N-lauroylsarcosinat Kupfer-ll-sulfat Neodymoxid

Zinkdimethyldithiocarbamat Natriumfluorophosphat Siliziumdioxid
Tetrabromphthalsdureanhydrid | Tetraacetylethylendiamin
Vanadium-Ill-oxid Wolfram-IV-carbid

Wolfram-IV-carbid (nano)

Die berechneten Werte der Sensitivitdt sind in der Tabelle 7.3 aufgefiihrt. Je hoher die Werte
waren, desto sicherer wurden durch die Expositionsmethode die ,inhalationstoxischen” Substan-
zen erfasst. Unabhangig der verwendeten Zelllinien wurden bei der ALI Exposition die als ,inhalati-
onstoxisch” eingestuften Substanzen im Testverfahren mit einem Prozentsatz von 100 % als richtig
positiv erkannt. Ein dhnliches Bild ergab sich bei dem Vergleich der Werte mit der SUB 1. Hier
unterschieden sich die Werte bei der niedrigsten Dosis (25 pg/cm?) zwischen den Zelllinien. Die
Sensitivitdt war bei den L929-Zellen bei 100 %, bei den A549-Zellen bei 80 %. Aus den berechneten
Werten von der ALl Exposition und der SUB 1 ist erkennbar, dass beide Expositionsverfahren eine
sichere Vorhersage bezogen auf die ,inhalationstoxischen” Substanzen liefern. Bei beiden Exposi-
tionsverfahren waren die Zellen fiir 24 h mit den Substanzen exponiert. Lediglich die Darreichungs-
form (Partikelstaub, dispergiert in Medium) unterschied sich. Die Expositionszeitrdume bei der
SUB 2 und der SUB 3 waren mit 15 min, 30 min und 60 min deutlich kiirzer als bei der SUB 1. Bei
der héchsten Dosis (100 pg/cm?) waren die Prognosewerte sehr hoch (100 %). Bei den niedrigeren
Dosen lag die Sensitivitat z.T. deutlich darunter. Zusammenfassend schienen die ALl Exposition und
die SUB 1 die geeigneteren Verfahren zu sein, um eine gute Vorhersagekraft bezogen auf die Uber-
einstimmung zwischen Literaturdaten und experimentell ermittelten Daten zu haben.
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Tabelle 7.3 Berechnung der Sensitivitat [%] aus den Expositionsversuchen mit A549- und L929-

Zellen
25 pg/cm? 50 pg/cm? | 100 pg/cm? | Mittelwert
A549 ALl 100 100 100 100
SUB1 80 100 100 93
SUB 2 40 40 100 60
SUB 3 40 60 100 66
L929 ALl 100 100 100 100
SUB1 100 100 100 100
SUB 2 60 60 100 73
SUB 3 80 100 100 93

Die Berechnung der Spezifitdit wurde zunachst fir die als ,,nicht inhalationstoxisch” eingestuften
Substanzen durchgefihrt (Tabelle 7.4, oben). Wie oben beschrieben wurden die Substanzen noch-
mals unterteilt. Im Anschluss wurde die Spezifitat fiir die Substanzgruppe, fir die nach Literatur-
daten keine Gefahrdung vorliegt, ermittelt (Tabelle 7.4, unten). Die Gliederung wurde vorge-
nommen, da von einigen Substanzen Gefahrenhinweise, die nicht die Lunge betreffen, vorliegen.
In der vorliegenden Arbeit sollten die beiden Expositionsmethoden bezliglich der Untersuchung von
,bei Inhalation toxischer’ Substanzen verglichen werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass Substanzen, die als ,,nicht inhalationstoxisch” eingestuft sind, aber von denen andere Geféhr-
dungen fir Menschen und/oder Umwelt bekannt sind, in den Experimenten falsch positive Ergeb-
nisse zeigen. Im Folgenden wurde daher zundchst dargestellt, inwieweit Substanzen, von denen
keine Gefahrdung bekannt ist, in den Expositionsverfahren richtig negative Ergebnisse zeigten.

Die Werte der Spezifitdat unterschieden sich zwischen den Zelllinien. Bei den A549-Zellen lagen die
Werte zwischen 87 % und 100 %. Das bedeutet, dass Substanzen ohne Gefahrdung in den beiden
Expositionsverfahren als richtig negativ erfasst wurden. Die L929-Zellen waren sowohl bei der ALI
Exposition als auch bei der SUB Exposition unspezifischer. Die niedrigsten Werte (0-50 %) wurden
bei den SUB 2 und SUB 3 ermittelt. Die SUB 1 war um 12 % spezifischer als die ALl Exposition. Bei
beiden Verfahren lag die Spezifitdt bei der hochsten Dosis unter denen der beiden anderen Dosen.
Die Werte der L929-Zellen betrugen maximal 87 % und lagen unter denen der A549-Zellen.

Die Spezifitat fiir alle ,,nicht inhalationstoxischen” Substanzen ist ebenfalls in der Tabelle 7.4 aufge-
flihrt. Hier zeigte sich, dass die Werte fiir die Spezifitdt bei beiden Zelllinien und in beiden Exposi-
tionsverfahren geringer waren. Wird keine Untergliederung dieser Substanzgruppe gemacht, ist die
Spezifitat geringer. Das bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit mit der ,nicht inhalationstoxische”
Substanzen in den Testverfahren als richtig negativ erfasst werden, gering ist. Die Einbeziehung von
Substanzen mit anderen Gefdhrdungen fiir Menschen und/oder Umwelt zeigte mehr falsch positive
Ergebnisse. Die Spezifitdt des Testverfahrens sinkt ab, was zu einer Uberschitzung des gesundheit-
lichen Gefahrdungsrisikos der Substanzen bezogen auf die Inhalation fiihren kann.
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Tabelle 7.4 Berechnung der Spezifitdt [%] aus den Expositionsversuchen mit A549- und L929-

Zellen

alle ,nicht inhalationstoxischen’ Substanzen

25 pg/cm? 50 pg/cm? | 100 pg/cm? | Mittelwert
A549 ALl 60 53 53 55
SUB1 73 86 86 82
SUB 2 100 100 86 95
SUB 3 93 93 86 91
L929 ALl 57 57 28 47
SUB1 60 73 53 62
SUB 2 40 40 46 42
SUB 3 0 26 0 9

,hicht inhalationstoxische’ Substanzen, ohne Gefidhrdung fiir Menschen und/oder Umwelt

25 pg/cm? 50 pg/cm? | 100 pg/cm? | Mittelwert

A549 ALl 100 87 87 91
SUB1 87 100 100 96
SUB 2 100 100 100 100
SuB 3 100 100 100 100

L929 ALI 75 75 50 67
SUB1 87 87 62 79
SuB 2 50 50 50 50
SUB 3 0 25 0 8

Basierend auf den Berechnungen der Sensitivitat und Spezifitat lasst sich zusammenfassen:

Unabhangig von der Zelllinie ist die Sensitivitat bei der ALl Exposition und bei der SUB 1 hoher als

bei der SUB 2 und der SUB 3. Durch die vernachldssigbar kleinen Differenzen schien es keinen

Unterschied zu machen, ob die ALl Exposition und die SUB 1 bei den Versuchsdurchfiihrungen

angewandt wurde. Bei der Abwagung ist die SUB Exposition im Hinblick auf Kosten, Zeitaufwand

und héheren Durchsatz der ALl Exposition vorzuziehen.

Bei der Spezifitdt gab es zwischen den Zelllinien Unterschiede. Unabhéangig ob fiir die Berechnung

alle ,,nicht inhalationstoxischen” Substanzen oder nur die Unterkategorie mit allen Substanzen

ohne Gefahrdung verwendet wurden, waren die A549-Zellen spezifischer als die L929-Zellen. Bei

der Durchfihrung von in vitro-Versuchen ist die Verwendung verschiedener Zelllinien vorteilhaft,

da Zellen unterschiedliche Empfindlichkeiten zeigen kénnen.
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7.6 Diskussion der Substanzauswahl

Fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden Substanzen gewahlt, fir die
entsprechend der CLP-Verordnung eine Bewertung der akuten Inhalationstoxikologie basierend auf
mindestens einer jn vivo-Studie nach TG 403 oder TG 436 vorlag (Kapitel 3.5). Um die Substanzen
fiir die ALl Exposition zu verwenden, mussten die Substanzen pressbar sein. Die Pressbarkeit hing
u.a. von den morphologischen Beschaffenheiten der Substanz ab. Zudem fihrten gefadhrliche
Eigenschaften (z.B. Explosivitat, Brennbarkeit) zum Ausschluss bei der Auswahl der Substanzen. In
der vorliegenden Arbeit wurde zuerst die ALl Exposition und nachfolgend die Versuche zur SUB
Exposition mit den Substanzen durchgefiihrt. Bei der Submersexposition spielte die Substanz-
I6slichkeit in den Medien eine Rolle (Kapitel 5.3.2.2, Tabelle 5.4). Nur die Halfte der als Pulver vor-
liegenden Testsubstanzen konnte in eine Suspension Uberfiihrt werden. Die Loslichkeit einer
Substanz war bei der Durchfiihrung der SUB Exposition ein wichtiger Punkt. Er spielte hingegen bei
der ALl Exposition primar keine Rolle. Die auf die Zellen einwirkende Partikelmenge (Dosis) konnte
bei der ALl Exposition bestimmt werden (Paur et al. 2011). Bei der SUB Exposition war die
Abschatzung der Partikelmenge ebenfalls moglich. Es wurde davon ausgegangen, dass die
Substanzkonzentration im Medium proportional der Dosis ist (Paur et al. 2011). Die Unloslichkeit
und die Wechselwirkung zwischen Stoffmolekilen und Medium konnten die substanzinduzierten
Effekte an den Zellen beeinflussen. Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche
waren die Unterschiede der zytotoxischen Auswirkungen bei der ALl Exposition und der SUB 1 sehr
gering. Die Substanzloslichkeit schien hierbei keinen Einfluss auf den gemessenen biologischen End-
punkt zu haben. Die Wahl eines geeigneten in vitro-Testsystem wird u.a. von den physikalischen
und chemischen Eigenschaften der Substanz bestimmt (Clippinger et al. 2018a, Paur et al. 2011).
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8 Ausblick: Etablierung von Alternativmethoden

Das Ersetzen von Tierversuchen durch Alternativmethoden sollte Prioritat haben, jedoch ist die
Suche nach einer tierversuchsfreien Methode schwierig. Nach jetzigem Stand gibt es keine
validierte in vitro-Methode in der Inhalationstoxikologie (Costa 2008, Hess et al. 2016). Derzeit sind
Tierversuche immer noch das entscheidende Mittel, die Gefahrdung und das Risiko, das von einer
Substanz ausgeht, zu bewerten. Tierversuche stellen einen Kompromiss dar, da keine Tierart den
Menschen in jeder Hinsicht nachahmt. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus Tierversuchen auf
den Menschen ist schwierig, da hier verschiedene Faktoren, wie z.B. Anatomie und Zellbiologie, bei
der Extrapolation einbezogen werden missen (Clippinger et al. 2018c). Es gibt erhebliche
anatomische Unterschiede zwischen der Lunge des Menschen und der Tiere, was Auswirkungen auf
die Deposition der Partikel hat und damit eine Extrapolation von Tier auf den Menschen erschwert
(Lacroix et al. 2018). Ein weiterer Unterschied zwischen Mensch und Tier ist beispielsweise das
Atmungsmuster. Wahrend Menschen eher durch den Mund atmen, sind die meisten Labortiere
Nasenatmer. Bei der Mundatmung wird im Vergleich zur Nasenatmung die Partikelpenetration
durch den Tracheobronchialbaum und in die Lungen erleichtert (Warheit 1989). Aligemein fehlt bei
in vitro-Methoden der in der Lunge vorhandene Luftfluss vollkommen (Clippinger et al. 2018b).

Kritisch muss hinterfragt werden, inwieweit in vitro-Methoden, die weit von der in vivo-Situation
entfernt sind, dazu beitragen konnen als Alternativmethode eingesetzt zu werden.
In vitro-Methoden kdnnen im Gegensatz zu in vivo-Versuchen die Komplexitat des Atemtrakts nicht
darstellen. Dennoch kdénnen diese Methoden fiir die Toxizitatsbewertung bei Inhalationsstudien
nitzliche Hinweise geben.

Das Ziel ist es, Tiermodelle nach dem 3R-Prinzip zu reduzieren, zu verfeinern und/oder zu ersetzen.
In verschiedenen Richtlinien (u.a. REACH-Verordnung) wird ausdricklich gefordert, Tierversuche zu
reduzieren und/oder zu verfeinern (Beken et al. 2016). Die Reduzierung bzw. Verfeinerung be-
ziehen sich dabei nicht nur primar auf die Anzahl der Tierversuche, sondern auch auf die Anzahl der
eingesetzten Tiere bzw. das Leid der eingesetzten Tiere.

In vitro-Modellen kénnten bei der toxikologischen Bewertung als Screeningverfahren eingesetzt
werden. In vitro-Versuche sind mit ihrer einfachen, schnellen, kostenglinstigen und platzsparenden
Handhabung gegentiber in vivo-Versuchen vorteilig. Aus den ermittelten Daten kdnnte eine Vor-
auswahl getroffen werden, die als Basis fiir die weitere Vorgehensweise dienen kann. Die Zahl der
in den Tierversuchen verwendeten Tiere kdnnte dadurch erheblich reduziert werden. Ebenso konn-
ten die gewonnenen Informationen zur Ablehnung von Tierversuchen fiihren.

Die Abschatzung potenzieller Risiken einer inhalativen Exposition gegeniliber verschiedenen
Substanzpartikeln kann durch die Kombination von biologischen Daten, die durch verschiedene
Methoden (in silico, in vitro, ex vivo, in vivo) ermittelt worden, erfolgen (Frohlich et al. 2014). Bei
der Implementierung der Alternativmethoden ist deren Anwendbarkeit und Einschrankung durch
z2.B. physikalisch-chemische Eigenschaften der Priifsubstanzen (z.B. Loslichkeit) zu berticksichtigen
(Dal Negro et al. 2018). Validierung ist ein Prozess, der die Angemessenheit, Nitzlichkeit und
Zuverlassigkeit einer Methode, Gerats, Systems etc. fir den beabsichtigten Zweck prift und bewer-
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tet (Griesinger et al. 2016). Dabei ist wichtig, inwieweit die Testmethode den maligebenden bio-
logischen Effekt tatsachlich misst oder prognostiziert (Kandarova et al. 2011). Im Hinblick auf Alter-
nativmethoden, die Tierversuche ersetzen sollen, muss gezeigt werden, dass diese zweckdienlich
sind, da die aus diesen Methoden ermittelten Daten in 6ffentlichen Gesundheits- und Umwelt-
schutzbereichen als Entscheidungshilfe eingesetzt werden (Griesinger et al. 2016). Die Giltigkeit
des Modells muss durch verschiedene Kriterien (Robustheit, Reproduzierbarkeit, Vorhersagekraft)
nachgewiesen werden, um in der behordlichen oder industriellen Umgebung bestehen zu kénnen
(Faber et al. 2018). Auf Grundlage der Daten aus Tierversuchen wurde oftmals ein Schwellenwert
fur den Menschen festgelegt. Dies stellt eine groBe Herausforderung dar. Als ,falsch negativ’ einge-
stufte Ergebnisse gefdahrden die Sicherheit des Menschen und sollten daher vermieden werden. Auf
der anderen Seite sind ,falsch positive’ Ergebnisse aus industrieller Sicht unerwiinscht, da dadurch
aussichtsreiche Substanzen ohne Notwendigkeit eliminiert werden (Roggen 2011). Eine Heraus-
forderung in der Wissenschaft ist die Schwierigkeit zu entscheiden, wann eine Testmethode
ausreichend fir die Risikobewertung ist (Roggen 2011). Zu den Validierungskriterien gehoren u.a.
Sensitivitdt und Spezifitdt (Kandarova et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit wurden beide
Kriterien fiir die beiden Expositionsverfahren mit den beiden Zelllinien A549 und L929 berechnet
(Kapitel 7.5).
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Tabelle 9.1 Ubersicht der ECHA Dossiers der Testsubstanzen

Testsubstanz

ECHA Dossier

Bohmit

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/15111/7/3/3 (vom 06/08/2018)

Cetylpyridiniumchlorid

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/17221/7/3/3 (vom 04/10/2018)

B-Cyclodextrin

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/1942/7/3/3 (vom 13/06/2018)

di-Ammoniumphosphat

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/15555/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Kaliumpyrophosphat

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/14700/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Kupfer-lI-hydroxid

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/14119/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Kupfer-ll-oxid (nano)

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/15443/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Kupfer-ll-sulfat

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/15416/7/3/3 (vom 04/10/2018)

D(+)-Laktose Monohydrat

https://echa.europa.eu/de/substance-information/-
/substanceinfo/100.133.265 (vom 13/05/2017)

Natriumfluorophosphat

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/2125/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Natriummetavanadat

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/10973/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Natrium-N-lauroylsarcosinat

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/14123/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Neodymoxid

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/14946/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Siliziumdioxid

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/15556/7/3/3 (vom 21/03/2019)

Tetraacetylethylendiamin

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/14315/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Tetrabromphthalsdaureanhydrid

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/2076/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Vanadium-Ill-oxid

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/13629/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Wolfram-IV-carbid

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/15382/7/3/3 (vom 04/10/2018)

Zinkdimethyldithiocarbamat

https://echa.europa.eu/de/registration-dossier/-
/registered-dossier/2153/7/3/3 (vom 04/10/2018)
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10 Anhang

10.1 Abkiirzungsverzeichnis

Anhang

3R Vermeidung, Verringerung, Verfeinerung
(replacement, reduction, refinement)

3D 3-dimensional

% Prozent

3 mannlich

Q weiblich

cm? Quadratzentimeter

cm? Kubikzentimeter

ADI erlaubte Tagesdosis
(acceptable daily intake)

ALl air liquid interface

ALICE air liquid interface cell exposure system

ANOVA Varianzanalyse
(analysis of variance)

APS Aerodynamic Particle Sizer

ATP Adenosintriphosphat

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CAS Chemical Abstracts Service

CLP Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung
(Classification, Labelling and Packaging)

CO; Kohlenstoffdioxid

COPD chronisch-obstruktive Lungenerkrankung
(chronic obstructive pulmonary disease)

CULTEX® CG CULTEX® Cell Gravimetric

CULTEX® DG CULTEX® Dust Generator

CULTEX® HyP

CULTEX® Hydraulic Press

CULTEX® RFS

CULTEX® Radial Flow System

DALY disability-adjusted life year

DIN EN Deutsches Institut flir Normung Europaische Norm
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid
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DNS Desoxyribonukleinsdure
DPBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline
ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures
ECHA Europaische Chemikalienagentur
(European Chemical Agency)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EG Europdische Gemeinschaft
EM Expositionsmedium
etc. et cetera
EU Europdische Union
FBS fetales Kalberserum
(fetal bovine serum)
g Gramm
h Stunde
HBE humane Bronchialepithelzellen
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
IK Inkubatorkontrolle
ISO Internationale Organisation flir Normung
KM Kulturmedium
| Liter
LC letale Konzentration
(lethal concentration)
M Mol
m Meter
MAK maximale Arbeitsplatz-Konzentration
min Minute
mPMS 1-Methoxy-5-methylphenaziniummethylsulfat
N Newton
NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
NAD(H)P Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
oD optische Dichte
OECD Organisation flr wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung

(Organisation for Economic Cooperation and Development)

ppm

parts per million
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QSAR quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehung
(quantitative structure activity relationship)
REACH Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrankung chemischer Stoffe
(Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals)
ROS reaktive Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species)
SAEC kleine Atemwegsepithelzellen
(small airway epithelial cells)
SAR Struktur-Wirkungs-Beziehung
(structure activity relationship)
SD Standardabweichung
(standard deviation)
SOD Superoxiddismutase
SUB submers
t Tonne
TAED Tetraacetylethylendiamin
TG Prufrichtlinie
(Test Guideline)
TRGS Technische Regeln fiir Gefahrstoffe
u.a. unter anderem
WST wasserlosliches Tetrazoliumsalz
(water soluble tetrazolium salt)
z.B. zum Beispiel
z.T. zum Teil
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