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Zusammenfassung

Die am 1. Juni 2007 in Kraft getretene EG-Verordnin. 1907/2006 (REACH-Verordnung)
schreibt eine Registrierungspflicht fur chemischaff8 im gesamten Gebiet der européischen
Union vor. Unter dem Leitsatz ,Registrierung, Betwayg, Zulassung und Beschrankung von
Chemikalien®* (REACH = Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemicals) durfen nur noch chemische Produkte auf\arkt gebracht werden fir die eine
Registrierungsnummer vorliegt. Neben einem teclheisBericht erfordert die Registrierung
einiger Substanzen auch die Erstellung eines Sielteberichts. Fir Stoffe mit einem
maoglichen Gefahrenpotential sind darlber hinaus ormEsre EXxpositionsszenarien
vorgeschrieben, die eine negative Wirkung eineri®©dsr Substanz auf den Menschen und
die Umwelt aufzeigen kdénnen. Neben dem Einsatz dmenklicher Tierversuchsverfahren
schreibt die Verordnung den Einsatz alternativawgrsuchsfreier Testverfahren vor.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine bereiablierte Methode weiterentwickelt,
unter dosis- und substanzspezifischen Gesichtspardktarakterisiert und in einem speziellen
in vitro Verfahren mittels einer Zelllinie getestet. Die Weentwicklung der Culték
Glasmodule zum CultéxRadial Flow System (CultéxRFS) und die damit verbundene
Optimierung der gerichteten Abscheidung von Pdriileif in Zellkulturinserts kultivierten
A549-Zellen mittels Direktexposition an der LuftéBkigkeitsgrenzschicht weist eine starke
Abhangigkeit der Ergebnisse von substanzspezifis&étigenschaften auf. Der Einfluss der
Partikelmasse bzw. -gro3e auf die Stabilitat esedshen Systems konnte genauso aufgezeigt
werden wie die Einwirkung von Strémungen und Ladafigkten auf das
Abscheideverhalten bei einer Exposition.

Parallel zur Uberarbeitung der Methode wurde mind@ulteX’ Dust Generatoreine neue
Aerosolgeneration entwickelt, sowie ein Verfahram Zharakterisierung der eingesetzten
Aerosole und der Bestimmung der abgeschiedeneik@&arasse erarbeitet und erfolgreich
eingesetzt. Die dargestellten Ergebnisse bele@ges, uhter genau kontrollierten Bedingungen
eine Abscheidung von Substanzen wie Kupfer(ll)oxKlpfer(ll)sulfat, Bariumsulfat,
Aluminiumhydroxid und Laktose Monohydrat mit nurhsegeringen Abweichungen stabil
maglich ist. Die Entwicklung dieser optimierten Metle zur reproduzierbaren Abscheidung
von Partikeln verschiedener Substanzen ermdglisbtait den zuverlassigen Einsatz des
Verfahrens irin vitro Zellexperimenten.

Die Bestimmung der Zellvitalitit der exponierten 485Zellen zeigte Dosis-
Wirkungsbeziehungen unter dem Einfluss von massed- substanzspezifischen Effekten
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auf. Dartber hinaus ergaben sich zwischen den legzeTestsubstanzen, bei gleicher
deponierter Masse, deutliche Unterschiede in detayischen Wirkung.

Die dargestellten Ergebnisse zeigten, dass dieshdde als Alternative zu herkémmlichen
Tierversuchen einsetzbar sein kann und eine Redre ausétzlichen Informationen und
Maoglichkeiten liefert, die in einem lebenden Organus nicht ohne Weiteres betrachtet

werden konnen.

Schlagworte: REACH, CultéXRFS, Direktexposition, Aerosolgeneration, Partikel
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Abstract

The EU regulation No. 1907/2006 (REACH regulatibagame effective on 1 June, 2007 and
prescribes mandatory registration of all chemioalthe European Union. Under the guiding
principle of REACH (Registration, Evaluation, Autigation and Restriction of Chemicals),
chemical products can only be put on the marketeoacregistration number has been
assigned. In addition to a technical report, soulst@nces require the issue of a safety report.
Furthermore, a special exposure scenario which dstraies a negative effect for humans
and the environment is required for substances \witipossible hazard potential. The
regulation prescribes the use of animal-free adtitra methods in addition to conventional
animal testing methods.

Within the scope of the thesis, an already estaddismethod was further developed,
characterized under dose- and substance-speciiditams and tested using a cell line in a
special in vitro procedure. The advancement of the CULTEMlass modules to the
CULTEX® Radial Flow System (CULTEX RFS) and the associated optimization of the
deposition of particles on cultivated A549 cellsdigect exposure at the air-liquid interface
show a high dependence of the results on substpemfic characteristics. The influence of
the particle mass and size on the stability of smgystem could be demonstrated as well as
the impact of flow and charge effects on the damsbehavior during exposure.

A new aerosol generation (CULTEXdust generator) as well as a procedure to chaizete
the aerosol and to determine the deposited pantizes were developed and successfully
tested parallel to the revision of the method. Thasults presented prove that a stable
deposition of substances like copper(ll) oxide,pmfll) sulfate, barium sulfate, aluminum
hydroxide and lactose monohydrate, with only veitylel deviation, is possible under
controlled conditions. The development of this wmiged method for a reproducible
deposition of particles of various substances #mables the reliable use of such a procedure
in in vitro cell experiments.

The determination of the viability of exposed A5dé8lls shows a dose-effect relationship
influenced by mass- and substance-specific efféaisther distinct differences among the
cytotoxic effects of the substance have been redeaith an equal deposited mass.

The presented results show that this method isicgiié as an alternative to traditional
animal experiments and provides additional inforaraind possibilities which cannot easily
be observed in a living organism.

Key words: REACH, CULTER RFS, direct exposure, aerosol generation, particle
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1. Einleitung

In den letzten Jahrzehnten erfolgte eine verstddkdkussion Uber die ethische Vertretbarkeit
von Versuchen an lebendenden Tieren. Zwar unteriediese strengen gesetzlichen
Auflagen, aber die Unerlasslichkeit tierexperimelidr Testmethoden fir die Forschung
sowie bei der Entwicklung und Testung von neuenk®taffen in der Kosmetik- und
Pharmaindustrie gilt als fragwirdig. Das wichtigatesenschatftliche Argument, gravierende
Unterschiede in der Physiologie von Mensch und Marstier, wird dabei aber trotzdem
haufig aul3er Acht gelassen. So ist seit langem rygkalass bei Tieren einige kinstlich
hervorgerufenen Krankheiten wie Cholera (Koch 18&dg¢r AIDS (Newmark 1989) einen
anderen Verlauf nehmen als bei menschlichen Patent

In den letzten Jahren fand, ausgeldst durch negsewschaftliche Erkenntnisse (Hartung
2008) und eine veranderte politische Denkweiseaiikales Umdenken auf diesem Gebiet
statt. Das bereits 1959 von Russell und Burch (&ussid Burch 1959) beschriebene 3R-
Prinzip ,Replacement, Reduction and Refinefrhgah in vivo Experimenten gewinnt dabei
immer mehr an Bedeutung. Der Ersatz, die Reduziemma die Verfeinerung von Versuchen
mit lebenden Tieren stehen mehr und mehr im Vordedy Neben in silico
Computersimulationen (Pietikainen, Oravisjarvi &t 2009; Oravisjarvi, Pietikainen et al.
2011) bietet heute vor allem der Einsatz vonvitro Zellkulturmethoden eine nitzliche
Alternative zum Tierversuch. Einige dieser Zellkafhethoden sind bereits etabliert, wurden
validiert und kommen in einer Reihe von Forschuegsgten, wie zum Beispiel der
Kosmetikindustrie (Cotovio, Grandidier et al. 200Bernerd and Asselineau 2008;
Landsiedel, Ma-Hock et al. 2010) zur Anwendung.

Im Bereich der Inhalation und des Respirationsésikst die Anzahl der vorhandenervitro
Methoden (BeruBe, Aufderheide et al. 2009; May,séenet al. 2012) allerdings noch sehr
gering. Eine der am haufigsten angewandten Testwesh sieht die Inkubation von Zellen
mit der Testsubstanz unter submersen Bedingungerw® kultivierten Zellen werden dabei
fir einen definierten Zeitraum mit der in Zellkuittedium gelésten oder resuspendierten
Substanz tberschichtet und anschlieRend die RealdkioZellen untersucht.

Die bei dieser Art der Testung von luftgetrageneartikeln vorliegenden Suspensionen
entsprechen allerdings nicht den realistischen iRpaigen in den Atemwegen. Der direkte
Kontakt zwischen den Partikeln und den Zellen widlrch die vorhandene
Flassigkeitsschicht verfalscht oder unterbundenek&twaige Bildung von Agglomeraten aus
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einzelnen Partikeln innerhalb des Mediums konntgilwer hinaus die biologische Wirkung
des Testaerosols verandern. Mit der erstnmidiste der 1980er Jahre beschriebenen
Direktexposition (Zamora, Gregory et al. 1986; Tiagkon, Wu et al. 1994) von Zellen an der
Luft-Flussigkeitsgrenzschicht existiert eine mebr ®Kealitat entsprechende Alternative, die
sich in den letzten Jahren mehr und mehr durchseétaente und an Bedeutung gewonnen
hat. In einem kontinuierlichen Aerosolstrom werdaie Partikel hierbei direkt Gber in
Zellkulturinserts kultivierte Zellen geleitet unembniert.

Eine Reihe von Systemen zur sogenannten Direktéiggos an der Luft-
Flissigkeitsgrenzschicht sind zu diesem Zweck in bzten Jahren entwickelt worden
(Diabate, Mulhopt et al. 2008; de Bruijne, Ebelsvikt al. 2009; Lenz, Karg et al. 2009). Die
am besten beschriebene und weitverbreitetste Appaiat dabei das Cult&éx Modul
(Aufderheide and Mohr 1999; Knebel, Ritter et @02; Aufderheide, Knebel et al. 2003;
Fukano, Ogura et al. 2004), welches als Grundlagedie im Rahmen dieser Arbeit

dargestellten Neuentwicklungen diente.
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2. Aufgabenstellung

Das Ziel der durchgefiihrten Arbeit ist die Weitévanklung, Etablierung und Testung eines
Systems zur Direktexposition von kultivierten Zalldes menschlichen Respirationstraktes
mit verstiubten Partikeln diverser Substanzen. Gieneration des Aerosols durch
Vernebelung der zu testenden Stoffe und die zeduReaktion der eingesetzten Zellen auf
den direkten Kontakt mit den Partikeln bilden dale eigentlichen Kernpunkte der
Forschungsarbeiten. Zu diesem Zweck soll auf Bdsss 1999 von Aufderheide und Mohr
entwickelten CulteX Modules (Aufderheide and Mohr 1999) ein neuer Binsaufbau
konzipiert und realisiert werden. Die Etablierungsgs Systems soll den Grundstein fir eine
madglichein vitro Alternative zur OECD Richtlinie 403 zur akuten dtditionstoxikologie im
Tierversuch bilden.

Der erste Abschnitt der Laborarbeit beschéftigh sisofern mafRgeblich mit der Entwicklung
und Testung eines stabilen Aufbaus sowie der intensCharakterisierung ausgewahlter
Substanzen wie Kupfer(ll)oxid oder Kupfer(ll)sulflie Aufrechterhaltung der Zellvitalitat
im System spielt dabei eine entscheidende Rolleallehzu den Expositionen mit den
Teststoffen erfolgt zur Absicherung der Daten diéngiger Vergleich mit Druckluft bzw.
Atemluft und nicht exponierten Zellen.

In der Expositionsphase werden die Zellen an dérElissigkeitsgrenzschicht mit den oben
genannten Substanzen beaufschlagt. Die in der aluterbereits gut beschriebene und
hinreichend charakterisierte Epithelzelllinie ASd®ard, Aaronson et al. 1973; Lieber, Smith
et al. 1976; Nardone and Andrews 1979; Foster,r@stal. 1998; Swain, Kemp et al. 2010)
wird auf mikroporésen Membranen in 24 mm Faftdfellkulturinserts unter submersen
Bedingungen angezogen. Kurz vor der Beaufschlagoiigsen die Zellen durch Entfernen
des apikalen Zellkulturmediums auf die fir die Riexposition notwendigen Luft-
Flissigkeits-Konditionen umgestellt werden.

Die Expositionen erfolgen dosis-abhangig, d.h. omterschiedlichen Konzentrationen der
Substanzen. Nach einer 24stindigen Nachinkubatidiolge die Bestimmung des
zytotoxischen Potentials der einzelnen Substanz#alsnder Bestimmung der metabolischen
Aktivitat der Zellen (Ishiyama, Tominaga et al. 9%ouli, Hatzinikolaou et al. 2003;
Ahamed 2011) und deren Membranintegritat (Parisé#icco et al. 2009; Ahamed 2011).
Diese Resultate sollen eine Einstufung der zytsthen Wirkung der Testsubstanzen

erlauben und zeigen inwieweit sich ein solcher Auflls Alternativmethode anbietet.
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3. Theoretische Grundlagen

Der folgende Abschnitt ,Theoretische Grundlagen“dme Zusammenstellung des heutigen
Wissenstandes auf dem bearbeiteten Gebiet und dort Bereitstellung von

Basisinformationen.

3.1. Spannungsfeldin vivo und in vitro

Weltweit werden jahrlich etwa 100 Millionen Wirbielte in Tierversuchen eingesetzt, etwa
ein Zehntel davon in den Landern der Européischainrd Im Jahr 2011 betrug die Zahl der
Wirbeltiere, die in Tierversuchen und zu anderessemschaftlichen Zwecken in Deutschland
verwendet wurden, Uber 2,9 Millionen. Die Anzahlr ddavon in toxikologischen
Untersuchungen oder anderen Sicherheitsprifungergesetzten Tiere betrug laut
Bundesministerium fur Erndhrung, Landwirtschaft Metbraucherschutz knapp 175.000.

Die Entwicklung und Validierung neuer alternatindethoden (Carere, Stammati et al. 2002)
als Ersatz zu den meist kosten- und arbeitsintensiverversuchen hat in den letzten Jahren
erheblich zugenommen. Der wachsende Druck auf Gdendrerédnderten Gesetzgebung vor
allem auf europaische Ebene fuhrt zu einem verts@rkorschungsaufwand auf diesem
Gebiet. So sind alleine die fur die Durchsetzung B&ACH-Verordnung geschatzten
Tierzahlen (Hartung 2008; Rovida and Hartung 2@08th herkdmmlichén vivo Methoden
kaum zu bewaltigen. Der Einsatz einfacherer, kagiestigerer Screening Methoden als
Erganzung zu herkdmmlichen Tierversuchen sowie Bewaltigung des immensen
Arbeitsaufwands wird von Institutionen wie der ,Ztstelle zur Erfassung und Bewertung
von Ersatz- und Ergédnzungsmethoden zum Tiervers@ZEBET) und demCenter For
Alternatives To Animal TestingAAT) unterstitzt und geférdert. Die zum Bundesinsfifut
Risikobewertung (BfR) gehérende ZEBET wurde 1988rgedet und hat die Aufgabe den
Einsatz von Tieren zu wissenschaftlichen Zweckeri ain unerldssliches Mal3 zu
beschréanken und Alternativen zum Tierversuch zwiekeln.

Seit 1994 wird die ZEBET dabei durch eine Kommissibestehend aus Vertretern von

Industrie, Wissenschaft, Tierschutzorganisationash LAnderbehdrden beratend unterstitzt.



Theoretische Grundlagen 24

Dariber hinaus werden in einer entwickelten DatekbgAnimAlt* anerkannte
Alternativmethoden unter der Bedingung zur Verflgumgestellt, dass diese dem
wissenschaftlichen 3R-Prinzip von Russel und BRimssell 1959) entsprechen.

Das US amerikanischeAAT an der Bloomber&chool of Public Healtlhler Johns Hopkins
Universitat und der européaische Ableger @@8AT European der Universitat Konstanz
engagieren sich seit mehr als 30 Jahren erfolgreidBereich der Alternativmethoden.
Unabhangig von den vielen Erfolgen im Bereich dautd (Cotovio, Grandidier et al. 2005;
Bernerd and Asselineau 2008) und Augentoxizitatuf@ira, Arashima et al. 1999; Scott,
Eskes et al. 2010; Cho, An et al. 2012) verstédtt die Diskussion Uber die Einsetzbarkeit
von in vitro Testverfahren als Erganzung oder als Ersatz fiabliette in vivo
Tierversuchsmethoden auch auf anderen Gebietertiz Treler praktischer und ethischer
Vorteile wird dabei immer wieder die Vergleichbatkaer in vitro Systeme mit dein vivo
Situation im Menschen in Frage gestellt. Eine Kritlie allerdings auch fur den Vergleich
zwischen Tier und Mensch zu trifft. Schon RobertKonusste in den 1980er Jahren bei der
Untersuchung von Cholera an Tieren feststellens dash die Krankheit nicht auf diese
Ubertragen lie3 (Koch 1884). Auch lasst sich bemd#&enschen nah verwandten
Schimpansen trotz einer HIV-Infektion keine AIDSkEanmkung auslésen (Newmark 1989).
Eine unterschiedliche Reaktion des tierischen Osgaus, negative Tierversuchsergebnisse
und Fehlinterpretationen kénnen somit ein falscbe&ihl der Sicherheit vermitteln.

Im Vergleich dazu ermdglicht eine weniger komplextger gezielten vitro Methode mit
Zellen vom Menschen eine spezies-spezifische Bairag definierter Fragestellungen zur
Beurteilung des Gefahrdungspotentials von Stoffen.

3.2. Gesetzliche Grundlage im Rahmen der EG-Verordnung REACH*

Die gesetzliche Grundlage bildet die europaischen@kalienverordnung Nr. 1907/2006, die
im Juni 2007 in Kraft getreten ist. Die sogenanRIEACH-Verordnung (Registrierung,
Bewertung, Zulassung und Beschrankung chemisclugfeptlient der Harmonisierung und
Vereinfachung des bis dahin gultigen Chemikaliemt®aind basiert auf dem Grundsatz der
Eigenverantwortung der Industrie (Foth and Haye820Grindon and Combes 2008;
Williams, Panko et al. 2009).
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Primér wird mit der EU-Verordnung eine einheitlicB@passung der Anforderungen fur
Stoffe in allen Mitgliedsstaaten sowie die Erschaff eines hohen Schutzniveaus fir die
menschliche Gesundheit und die Umwelt mit dem Zel nachhaltigen Entwicklung
angestrebt.

Die REACH-Verordnung verpflichtet Hersteller, Impeure und Anwender eine Zusicherung
zu geben, dass die menschliche Gesundheit undrdieell durch die Stoffe nicht nachteilig
beeinflusst werden. Zu diesem Zweck muss fir jedlestanz, mit einer produzierten oder
importierten Menge von dber 10 Tonnen im Jahr, edmgene Registrierungsnummer
beantragt werden sowie die Registrierung erfoldgie. fir die Vergabe der Registrierung
geforderte Datenmenge ist dabei abhangig vom Gafiglotential der jeweiligen Substanz.
Neben der Erstellung eines technischen Berichts ks auch ein Stoffsicherheitsbericht
inklusive der Dokumentation aller méglichen Expiosisszenarien fur Mensch und Umwelt
(bei karzinogenen Substanzen) verlangt werden. Dmkumentation beinhaltet die
guantitative und qualitative Beurteilung einer, gegber dem Menschen oder der Umwelt
exponierten Dosis einer Substanz von der Hersiglis zur Entsorgung.

Die Generierung der fur die Expositionsbeurteiliarfprderlichen toxikologischen Daten
durch Tierversuche wird in der REACH-Verordnung agetert beachtet. Folglich muss der
Hersteller alternative Methoden, den tierexperinadieh Methoden vorziehen und die

erzeugten Daten Dritten auf Anfrage zur Verflgutejjen.

3.3. Inhalationstoxikologie

Die Inhalationstoxikologie beschaftigt sich mit dehadigenden Wirkung von luftgetragenen
Stoffen auf die Lunge und den Respirationstrakt.Allgemeinen wird dabei zwischen der
akuten Toxikologie und der chronischen Toxikologgerschieden.

Eine akut toxische Schadigung basiert im Allgemeieif einer Kurzzeitexposition mit
einzelnen Dosen, wobei der ausgeloste Effekt Zeitna dieser Einwirkung auftritt. Im
Gegensatz dazu werden chronisch toxische Effektst derch wiederholte Expositionen im
Niedrigdosisbereich ausgeldst. Die toxische Wirkwigl dabei stets dosisabhéngig gepriift,
um Aussagen zu toxikologisch relevanten Schwelletemereffen zu konnen.

Die Testung zur Einstufung der toxischen WirkungeeiSubstanz auf den Respirationstrakt

erfolgt in den meisten Fallem vivo an Ratten, Meerschweinchen und Hunden (Ferin,
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Oberdorster et al. 1992; Barrett, Rudolph et aD320Garcia-Contreras, Fiegel et al. 2007).
Getestet werden dabei neben Pharmazeutika (KuahieBet al. 2010) auch Gase (Kittelson,
Watts et al. 2004) und Zigarettenrauch (Schick Giahtz 2005; Van Miert, Vanscheeuwijck
et al. 2008; Dorman, Mokashi et al. 2012). Durck @&ntwicklung von neuein vitro
Methoden, wie der submersen Inkubation von Zellendar Testsubstanz (Rateau-Matton,
Ansoborlo et al. 2004; May, Jensen et al. 2012y déen Prinzip der Direktexpositionen von
Zellen an der Luftflissigkeitsgrenzschicht (Zamdgaegory et al. 1986; Tarkington, Wu et
al. 1994), gibt es heute mehr und mehr Alternativen

Insbesondere der stetige Anstieg von chronischdémaBkungen der Atemwege wie von
COPD, einer chronisch obstruktiven Form von Lungeramkung (Lopez and Murray 1998;
Barnes 2000; Barnes 2004) fuhrte zur Verstarkumg-deschungsaktivitét in diesem Bereich.
So ergab eine Studie mit 2200 Personen Uber 4Cdalon Schirnhofer (Schirnhofer,
Lamprecht et al. 2007), dass etwa ein Viertel allgersuchten Personen zumindest an einer
leichten Form von COPD erkrankt war. Bis zum heartigZeitpunkt konnten bei der
Behandlung von COPD nur mélRige Erfolge erreichdererBarnes 2010; Fromer, Barnes et
al. 2010; Silverman, Vestbo et al. 2011), die eéeezdgerung der Krankheit aber nicht die
Heilung ermdglichen.

Die  Direktexposition von Zellen an der Luft-Flidssgsgrenzschicht als
inhalationstoxikologischen vitro Methode ermdéglicht sowohl akute wie auch chrorgsch
Schaden an Zelllinien oder an Zellkonstrukten roudieren. Die Nachstellung der Effekte in
Zellkulturversuchen kann so auf kurz oder lang mem besseren Verstandnis dieser
Erkrankungen beitragen.

3.4. Prinzip der Direktexposition an der Luft-FlUssigkeitsgrenzschicht

Das Prinzip der Direktexposition an der Luft-FliggsitsgrenzschichtAjr-Liquid Interface/
ALI) geht mal3geblich auf die Arbeiten von Zamataal. zuriick (Zamora, Gregory et al.
1986). Auf Membranen kultivierte Zellen werden dalbye einem kontinuierlichen Strom
apikal mit gasformigen oder partikelhaltigen Aeldesoexponiert und basal mit Nahrlésung
versorgt (Tarkington, Wu et al. 1994). Die inzwisnhgut etablierte Methode bietet, neben

der submersen Untersuchung loslicher Substanzeajrevitro Alternative zur Klarung der
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Reaktivitat luftgetragener Wirkstoffe als Alternati zum Einsatz tierexperimentieller
Methoden (Bakand and Hayes 2010).

Diese Art der Exposition kommt deén vivo Situation sehr nahe und vermeidet stérende
Interaktionen mit dem Kulturmedium. Die Expositibegingungen und der Kontakt
zwischen den Zellen mit der Testsubstanzen sindtseffiektiver zu kontrollieren (Lenz,
Karg et al. 2009; Hein, Bur et al. 2011).

Das CulteX Modul (Aufderheide and Mohr 1999) war eines destam Systeme, das
kommerziell fur die Direktexposition von kultiviemn Zellen angeboten und seitdem fiir eine
Vielzahl von Projekten, wie z.B. der Testung vore$ailabgasen (Knebel, Ritter et al. 2002)
oder der Exposition mit Zigarettenrauch (Aufderlegidnebel et al. 2003; Fukano, Ogura et
al. 2004) und der Beaufschlagung mit Phosgen (VWliglas et al. 2011) eingesetzt wurde.

In den letzten Jahren wurden weitere Modelle zysdsiion nach diesem Prinzip entwickelt
und veroffentlicht. Neben dem direkt auf dem CUlt€&lasmodulen basierenden System der
Firma VitrocelP (Tang, Gminski et al. 2012) existieren mit der &sitionskammer ALICE
(Lenz, Karg et al. 2009), dem NACIVT (Savi, Kalbeet al. 2008) und dem EAVES (de
Bruijne, Ebersviller et al. 2009) weitere Geratstdrazur Beaufschlagung von Zellen an der

Luft-Flussigkeitsgrenzschicht.

3.5. Alternative Methoden

Die Forderung von gesetzgeberischer Seite, den a&inyon Alternativmethoden
voranzutreiben, hat zu der Entwicklung zahlreichelibasierter Testsysteme gefiihrt, die
immer starker Eingang in toxikologische Untersudeam finden. Die wichtigsten Modelle
und Verfahren sind im folgenden Abschnitt aufgettihr

Exemplarisch fiir diese Testsysteme ist das EPISKWodell (Cohen, Dossou et al. 1994;
Roguet, Cohen et al. 1994), ein Hautirritationstesicher von L'Oréal entwickelt und seit
1989 zur Testung von Kosmetikprodukten eingesetitd.wDas EPISKIN Modell
reprasentiert eine dreidimensionale Nachbildung Hiaut wobei die Epidermis durch die
Ausdifferenzierung von menschlichen Keratinozytealisiert wird. Nach der Behandlung der
Zellen kann durch die Bestimmung der Zellvitaligdtte Aussage zur schadigenden Wirkung

der eingesetzten Testsubstanz erfolgen. Im Jahr 2o@igte die Einstufung der Methode
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durch die ECVAM European Center for the Validation of AlternativeetiModsd als
vollwertige Ersatzmethode zum Tierversuch (Spieima&toffmann et al. 2007).

Eine weitere alternative Methode ist der 3T3 Ndrdtd-ototoxizitatstest (Spielmann, Balls et
al. 1998; Jones and King 2003), welcher der Ideigifung von fototoxischen Effekten von
Testsubstanzen unter Lichteinfluss dient. Zu dieZameck werden kultivierte Balb/c 3T3
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der Téstsunz inkubiert und anschlie3end fur
einen definierten Zeitraum mit UV-Licht bestrahh. einem Parallelansatz erfolgt nach der
Inkubation die Behandlung ohne UV-Bestrahlung umdeu Ausschluss von Licht. Die
Bestimmung der Vitalitat der Zellen in beiden Test#tzen mittels des standardisierten
Neutralrot-Tests (Borenfreund and Puerner 1985)nkaomit im Vergleich Uber die
fototoxische Wirkung der eingesetzten Substanzesohluss geben.

Neben dem 3T3 Neutralrot Fototoxizitatstest ernubgliauch der kombinierthoto Red
Blood CellTest (Pape, Maurer et al. 2001) die Bestimmund-aéotoxizitdt von Substanzen.
Dabei werden die fotohamolytische Wirkung und dietsHamoglobin (met-Hb) Bildung in
Erythrozyten Gber die Messung der optischen Dibleies25nm und 630nm bestimmt. Dieser
Test wird ebenfalls als alternatives Verfahren enfgn (Spielmann, Muller et al. 2000;
Pape, Maurer et al. 2001). Dartber hinaus existieree Reihe weiterer alternativier vitro
Methoden wie z.B. deHen's Egg Test-Chorioallantoic Membrarkest (HET CAM)
(Spielmann, Kalweit et al. 1993), d€horioallantoic Membrane-Trypan Blue Stainifigst
(CAM-TBS) (Lawrence, Groom et al. 1986) und #dmorescein Leakagé&est (FL) (Tchao
1988).

Als Alternative zumDraize Rabbit EyeTest (Draize and Spines 1944; Aust and Maibach
1981) dient da&piOcular™ Gewebemodell, das von Sternhal. (Stern, Klausner et al. 1998)
entwickelt und bereits an die EU Kosmetikdirektiamgepasst sowie validiert wurde
(Kaluzhny, Kandarova et al. 2011; Kolle, Kandar@taal. 2011). DeEpiOcular™ in vitro
Test (Mattek Corporation) basiert auf der Bestimguer zytotoxischen Wirkung einer
Testsubstanz auf die epidermalen Zellen der Homnlts menschlichen Auges. Das
mehrschichtige Zellkonstrukt wird dafur in speaellZellkulturinserts angezogen und mit der
Testsubstanz an der Luft-Flissigkeitsgrenzschightzio 24 Stunden inkubiert. Nach der
Inkubation wird mittels eines MTT-Tests (Mosmanr83Pdie Vitalitat der Zellen bestimmt.
Die Differenzierung von embryonalen Stammzellen Maus wird im EST émbryonic stem
cell tes} als Modell zur Untersuchung der Embryotoxizititgesetzt (Seiler and Spielmann
2011). Im Gegensatz zu herkdmmlichen Stammzellistslen dabei Zelllinien verwendet

und keine Priméarstammzellen oder Gewebe aus sclemamgversuchstieren. Die EST-
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Methode wurde bereits erfolgreich von der ECVAMidi@irt (Genschow, Spielmann et al.
2004) und dient der Abklarung von Fragen im Bereoér Zytotoxizitat sowie der
Differenzierung.

Eine weitere gangige Methoden ist der AMES-Mutatggsiest (Ames, McCann et al. 1975).
Im Vergleich zu den bereits beschriebemeritro Zellkulturtests basiert diese Methoden auf
der Autotrophie eines Bakterienstamms (ZBImonella typhimuriuinhervorgerufen durch
eine Punktmutation in einem Gen zur Synthese eassentiell notwendigen Aminosaure
(z.B. Histidin). Die Bakterien werden dafur auf em Minimalndhrboden ohne diese
Aminosaure aufgebracht. Unter normalen Bedingung@nnten die Bakterien nicht
Uberleben. Werden sie jedoch einer mutagenwirkerfiebstanz ausgesetzt kann es zu
Ruckmutationen kommen. Bei der anschliel3enden koo auf dem Minimalnahrboden
sind diese entstandenen Revertanten wieder in degge Ldie Aminosaure selbst zu
synthetisieren. Die Anzahl der Revertantenkolonmacht somit eine Aussage uber die

mutagenen Eigenschaften einer Substanz méglich.

3.6. Cultex® Technologie

Die erstmals 1999 von Aufderheide und Mohr bestere CulteX Technologie
(Aufderheide and Mohr 1999; Aufderheide and MohO@Obasiert auf dem Prinzip der
Direktexposition von Zellen oder Bakterien an deuftiFlissigkeitsgrenzschicht mit
luftgetragenen Wirkstoffen wie z.B. ZigarettenrauclGasen und partikelhaltigen
Atmospharen (Ritter, Knebel et al. 2001; Aufderleeinebel et al. 2002; Knebel, Ritter et
al. 2002; Aufderheide, Knebel et al. 2003; Fukabgura et al. 2004).

Die aus Glas und Edelstahl gefertigten Module (#hbig 3-1) bestehen aus einem Oberteil
mit jeweils drei Zu- und Ableitungen sowie einemtéhteil, welches drei Probenaufnahmen
fur Zellkulturinserts oder Petrischalen beinha(@tfderheide and Mohr 1999; Aufderheide
and Mohr 2000; Aufderheide and Mohr 2004). Das @lileaus Edelstahl dient dabei primar
der Verteilung des Testaerosols und dem VerschldassSystems. Drei linear angeordnete
Aerosoldisen mit kreisférmig angeordneten Absaugtét erméglichen die kontinuierliche
Zu- bzw. Ableitung der Testatmospharen. Die Aerdésén konnen dabei je nach Testzweck

hohenverstellt oder ausgetauscht werden.
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Das Unterteil aus Borosilikatglas dient der glemtigen Aufnahme von je drei Proben. Die
dafir vorgesehenen Kammern koénnen je nach Fraesgeldrei Zellkulturinserts
unterschiedlicher Gréf3e mit kultivierten Zellen pdieei Petrischalen mit Agar aufnehmen.
Im Fall von eingesetzten Zellkulturinserts erfodgne Versorgung der kultivierten Zellen mit
Nahrmedium Uber die drei Kammern unterhalb der Mamb Uber eine individuelle
Zuleitung koénnen die Kammern bis zur Membranhohé Néahrmedium gefillt werden.
Hierdurch wird gleichzeitig bei einem erzeugten dsamistrom ein Austrocknen der Zellen
verhindert. Die Membranen der eingesetzten Zellkinserts bzw. die Oberflache des Agar
befinden sich nach dem VerschlieRen des Systems 2wm unterhalb der Offnungen der
Aerosoldisen. Mit einer Vakuumpumpe kann durchAtdsgen eines definierten Luftstroms
an den Ableitungen ein kontinuierlicher Aerosolstralurch die Aerosoldisen Uber die
Membran bzw. Agar erzeugt werden. Zur Aufrechtdtma zellspezifischer Bedingungen
konnen sowohl der untere Glaskorper wie auch dasskdhloberteil mit vorgewarmtem
Wasser auf 37°C temperiert werden.

Neben der bereits erwdhnten Testung von Zigareitehr (Aufderheide, Knebel et al. 2003;
Fukano, Ogura et al. 2004) und Gasen (Aufderhefaesbel et al. 2002) an kultivierten
Zellen kann in einem speziell adaptierten Cifitéx Modul (Firma Cultex Laboratories
GmbH, Deutschland) auch die Exposition von Baktef&ufderheide and Mohr 2004) fur
den bereits beschriebenen AMES-Test (AufderheidkGressmann 2007; Aufderheide and

Gressmann 2008) erfolgen.
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Abbildung 3-1: Darstellung eines Cult&xCG Glasmodul fiir 12 mm Zellkulturinserts mit Bodesicht auf das
davor positionierte Oberteil mit den drei Aerosaeii und Absauglochern.

Neben den bereits erwahnten Cufte8 Modulen existieren spezielle Module fiir
verschiedene GroRen von Zellkulturinserts (Cfite®G 12 und 24mm) sowie fiir die
Exposition mit kontinuierlicher Versorgung von Nétedium (CulteX CC 12 und 24mm).

3.6.1. Einsatzmoglichkeiten der Direktexposition bei der Bstung von

Zigarettenrauch und Gasen

Eine gut etablierte und haufig beschriebene Einsddgichkeit der Direktexposition an der

Luft-Flussigkeitsgrenzschicht ist die Testung voerschiedenen Gasen und komplexen
Gemischen wie z.B. Zigarettenrauch oder Dieselabygas

Die mit menschlichen Fibroblasten und Lungenept#lédn durchgefliihrten Expositionen

(Knebel, Ritter et al. 1998; Ritter, Knebel et2001) zeigten im Vergleich zur synthetischen
Luft eine dosisabhangige zytotoxische Wirkung ftick&toffdioxid und Ozon. Vergleichbare

Ergebnisse konnten 2002 auch mit DieselabgasenZigatettenrauch gewonnen werden
(Aufderheide, Knebel et al. 2002; Knebel, Ritteragét 2002). Neben einer zytotoxischen
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Schadigung der Zellen konnte dartber hinaus eineadigung der DNS mittels eines
alkalischenComet Assaysachgewiesen werden (Wolz, Krause et al. 2002).

Die Weiterentwicklung und Etablierung der Direktesfion von kultivierten bronchialen
Epithelzellen zur Abschéatzung der zytotoxischenkmg (Aufderheide, Knebel et al. 2003;
Aufderheide, Knebel et al. 2003) bildete die Gragé! flr weiteran vitro Testungen von
Zigarettenrauch (Fukano, Ogura et al. 2004; RiKeebel et al. 2004; Fukano, Yoshimura et
al. 2006; Okuwa, Tanaka et al. 2010; AufderheiddeSler et al. 2011).

Die von Pariselli 2009 durchgefiihrten Expositionemnt leichtflichtigen organischen
Verbindungen wie z.B. Toluol, Benzol und Formaldghfiihrte zu reproduzierbaren
Veranderungen des Redox-Milieus und zu Entzindeagsionen der Zellen (Pariselli, Sacco
et al. 2009). Vergleichbare Effekte (Interleukins#ed Interleukin-8 Sekretion) konnten auch
fur Trichloramin und fur Schwimmbadluft (Schmalz,uerlich et al. 2011) sowie fur

Phosgen nachgewiesen werden (Wijte, Alblas etCdl1p

3.6.2. Einsatzmdglichkeiten der Direktexposition bei der "Estung von
Partikel

In den letzten Jahren hat das Interesse an deruWgrkon partikularen Substanzen und
luftgetragenen Stoffen immens zugenommen. Ein Ghiadir sind die weltweit gefuhrten
Diskussionen Uber die Bedeutung von Nanopartikéln die menschliche Gesundheit
(Oberdorster 2010). Insbesondere die Auswirkung Matalloxidnanopartikeln steht dabei
immer haufiger im Vordergrund (Lenz, Karg et al020 Rothen-Rutishauser, Grass et al.
2009; Hackenberg, Scherzed et al. 2011; Tang, Gungtsal. 2012; Xie, Williams et al.
2012).

Im Vergleich zu Gasen und komplexen Gemischen liegen diese Stoffe starker
substanzspezifischen Faktoren und physikalischeset@maliigkeiten. Die Partikelgrolie,
-masse und -oberflache sowie die Methode der Heensge kbnnen einen entscheidenden
Einfluss auf die Ergebnisse haben (Aufderheideefien et al. 2011; Gazzano, Ghiazza et al.
2012; Pilcer, Wauthoz et al. 2012).

So zeigten Babest al, dass magnetische Nanopartikel mit einem Silicating im Vergleich
zu den urspringlichen Partikeln keine zytotoxisaMerkung oder Entzuindungseffekte
aufweisen (Baber, Jang et al. 2011).
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Der Einsatz der Direktexposition zur Beaufschlagudgr Zellen verlangt eine
kontrollierbarere Aerosolgeneration, eine Uberwachwler Expositionsbedingungen und
neuere spezifische Systeme zur Exposition (Heim, éwal. 2011). Neben dem im Rahmen
dieser Arbeit beschriebenen CufteSystem (Aufderheide, Scheffler et al. 2011) egist
mit der ALICE Expositionskammer (Lenz, Karg et 2009) und dem EAVES (de Bruijne,
Ebersviller et al. 2009) weitere einsatzfahige &yst zur Exposition mit Feststoffpartikeln.
Jedes dieser Systeme ist dabei entscheidend voeiligsm Aerosol und der gewdhlten

Methode zur Aerosolgeneration abhangig.

3.7. Aerosole und Nanopartikelaerosol

Ein Aerosol ist als Gemisch von festen oder flissig\erosolteilchen in einem Tragergas
definiert. Dabei hangen die Eigenschaften des Adsostark von den Charakteristika der
Aerosolpartikel und des Gases ab, welche auf Gmord chemischen und physikalischen
Vorgéangen standigen Veranderungen unterliegen (hiofh, Zetzsch et al. 2007). Dieser
Fakt trifft sowohl fur natlrlich vorkommende wie cfur kinstlich im Labor generierte

Aerosole zu. Die inhalationstoxikologische Unterawty derartiger Gemische stellt sowonhl
fur in vivo als auchn vitro Experimente eine grof3e Herausforderung dar (Paw20B8).

Fur eine reproduzierbare Testung der zytotoxischkerflisse von Aerosolpartikeln auf

kultivierte Zellen sind somit eine stabile und kofiterte Aerosolgeneration sowie eine
sorgsame Charakterisierung der Partikel unumgangbee wichtigsten Eigenschaften sind
dabei die PartikelgréRenverteilung, -anzahl, -molphie, und -oberflache sowie die
Massenkonzentration (Ma-Hock, Gamer et al. 2007joB&Vardle et al. 2010; Bakand,

Hayes et al. 2012).

Die Generierung, Charakterisierung und Abscheidworg Nanopartikeln, Partikeln mit einer
PrimargréRe unter 100nm, ist auf Grund von physkhen Wechselwirkungen erschwert.
Mit sinkender Partikelgrol3e erhoht sich die Absdbeg durch Diffusion (Aufderheide,

Scheffler et al. 2011). Die Bildung von reversibléxgglomeraten oder irreversiblen
Aggregaten durch Verbindung von einzelnen Parti€linanescu, Hermsdorf et al. 2006)
fuhren zu Stbérungen bei der Exposition und koénnentetschiede z.B. in ihrer

toxikologischen Wirkung oder bei der Interaktiontndien Zellen aufweisen (Johnston,
Hutchison et al. 2009; Andersson, Lejon et al. 2(HAattacharya, Hoffmann et al. 2012;
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Keene, Peters et al. 2012). Insbesondere wenredierigrten Nanopartikel als Grundmaterial
fur groRere Strukturen dienen oder sich durch dbtale Prozesse verandern, ist z.B. die
Bestimmung der Toxizitat und die Charakterisieruames moglichen Aerosols sehr
schwierig. Ein aus einer Spraydose generierter skgjlsitstropfen mit Nanopartikeln
erscheint zuerst sehr grol3, kann aber durch Vetdiogsuf unter 100nm Groéf3e schrumpfen
(Chen, Afshari et al. 2010).

Ein viel diskutiertes Beispiel fir solch komplexgukturen sindcarbon nanotubeg$CNTS)
bzw. single-wall carbon nanotube(SWCNTs) oder multi-wall carbon nanotubes
(MWCNTS), réhrenférmige Gebilde mit einem Wabenstngerist aus Kohlenstoff (Reich,
Thomsen et al. 2004; Segura, Ibanez et al. 2006).

s

1-2 nm 2-25 nm
Abbildung 3-2: Single-wall (A) und multi-wall (B) carbon nanotubéReilly 2007).

Sie besitzen je nach Anwendungsgebiet eine immestse hZugfestigkeit, eine grol3e
elektrische oder warmeleitende Fahigkeit und siramis fiur viele Industrie- und

Medizinzweige besonders interessant (Yu, Filed.2G00; Yu, Lourie et al. 2000; Foldvari
and Bagonluri 2008 I; Foldvari and Bagonluri 2008 Die langen réhrenférmigen Strukturen
sind dabei jedoch deutlich gré3er als 100nm unterfahicht unter die Definition von

Nanopartikeln im herkémmlichen Sinne. Auf GrundeihrForm erinnern sie stark an
Asbestfasern, was zu der Annahme fihrte, dass Istidécturen maoglicherweise ahnliche
Auswirkungen auf die Lunge haben koénnten. Tatsélehgiibt es eine Reihe von vivo

Studien, die fur beide Strukturen vergleichbareeBrgsse zeigen (Poland, Duffin et al. 2008;
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Kim, Song et al. 2012). Haufig l6sten CNTs je na&lht der Herstellung und des

Metallgehalts in vielen Studien Entziindungen aus zgigten eine toxische Wirkung (Lam,
James et al. 2006).

Das Verhalten und die Wirkung von Nanopartikeln alié menschliche Lunge ist

infolgedessen bis heute noch unzureichend unterswdnden. Ein Risiko durch die

Exposition auf den Menschen kann daher nicht agbifessen werden (Oberdorster 2010;

Pacurari, Castranova et al. 2010).

3.8. Madglichkeiten der Aerosolgeneration

Die Madglichkeiten zur Generierung von Aerosolendsauf Grund der Abhangigkeit vom
eingesetzten Testmaterial sehr vielseitig. So dieter dust feeder(Wright 1950) und der
fluidized bedMarple, Liu et al. 1978) hauptsachlich der Aetsserung von Feststoffen. Auf
diese Art und Weise kénnen Aerosole mit einer hdPariikelkonzentration erzeugt werden,
wobei die Stabilitdit des Aerosols eine deutlicheh&imgigkeit von der Stopf- bzw.
Schittdichte des Presskuchens aufweist. Bei deei@gon mit einendust feedef(Anhang
6.7) werden die generierten Partikel moéglicherwelsech die Reibung des Messers stark
aufgeladen und neigen zu einer verstarkten Agglatizersbildung.

FUr den Einsatz von Nebulizern (He and Murray 19B&linski, Willis et al. 2010) und
Atomizern (Liu and Lee 1975) wird die zu testendébSanz geldst oder in Suspension
gebracht und anschlielend vernebelt. Hierbei iske aieproduzierbare Generation des
Aerosols allerdings nur mdglich, wenn sich die esgjzte Substanz homogen l6sen bzw.
resuspendieren lasst. Des Weiteren sind die geteriePartikel im Aerosol von
Flussigkeitstropfen umgeben. Dies hat zur Folgessddie Oberflache nicht der des
Ausgangsmaterials entspricht. Durch die Verdunstdeg Flussigkeit nach der Generation
besteht dariber hinaus die Gefahr, dass sich algk& innerhalb eines Tropfens zu einem
Agglomerat zusammensetzen.

Alternativ zu einem Nebulizer kann auch ein Ulttedtgenerator fur die Generation von
feinen partikelhaltigen Flussigkeitsnebeln verwengerden (Davies, Hudson et al. 1995).
Durch die Umwandlung von elektrischer Energie inchamische Schwingungen werden
feinste Tropfen aus der Flussigkeit herausgerisgsgth nehmen dabei Partikel der darin
gelésten Substanz mit. Derartige Verfahren (Ultnaitechnik) werden z.B. fir die
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Verabreichung von Pharmazeutika zur BehandlungAg&thma genutzt (Hrvacic, Bosnjak et
al. 2006).

Der auf einem Flammengenerator basierende GengkdENGES" dient der Erzeugung von
Nanopartikeln mit kontrollierten physikalisch-cheechen Eigenschaften, einer definierten
Ausgangspartikelgrof3e und -struktur. Die kontinicee Generation von Partikeln in der
Flammenphase ermdglicht einen gleichméaRigen PHlRe zu in vivo oder in vitro
Testzwecken mit stabiler Partikelgrof3e und -morpgiel (Demokritou, Buchel et al. 2010).
Der Einsatz eines Elektrospray Generators ermdgtiels Verstduben von in Flissigkeiten
gelosten oder resuspendierten Substanzen mit esebr schmalen GroRRenverteilung
(Jennerjohn, Eiguren-Fernandez et al. 2010). Da&rznde liegende physikalische Prinzip
basiert auf der Instabilitat eines Taylor-Konusy®a1964). Das hierzu bengtigte elektrische
Feld ist abhangig von der Leitfahigkeit und Obetfidnspannung der Flussigkeit. Mit der
Uberschreitung einer kritischen Feldstarke entstelth Kegel ein sehr dinner
Flissigkeitsfaden, welcher in ein Spray aus unipgeladenen Tropfchen zerfallt. Die
Erzeugung von monodispersen Aerosolen macht auehAdwendung der Elektrospray
Technik fur die Verabreichung von Pharmazeutika lmbdGomez 2002).

Der Respimasoft Inhaler(Dalby, Spallek et al. 2004; Hochrainer, Holz et2805; Voshaar,
Hausen et al. 2005) wird fur das Versprihen vorriRhaeutika zur Behandlung von Asthma
und COPD eingesetzt. Hierfur wird die in Wassebgi Substanz per Knopfdruck tber eine
Feder mechanisch durch zwei extrem feine Disenubgealriickt. Das vollstdndig ohne
Treibmittel, &hnlich wie ein Atomizer arbeitender&e erzeugt dadurch einen gleichmaligen
Spruhnebel.

3.8.1. Methoden zur Bestimmung der Partikelanzahl und -mase

Neben den bereits aufgefiihrten Methoden zur Bestingnder Partikelanzahl und -masse
existieren eine Reihe weiterer Messtechniken. Dasstand, dass viele dieser Verfahren nur
Uber eine begrenzte GroRRenauflosung verfigen, ngirlahdufig eine Kombination
verschiedener messtechnischer Methoden.

Der Differential Mobility Analyzer (DMA) dient je nach Abmessung und angelegter
elektrischer Spannung als eine Art gréRenselekitkne Filter, der nur Partikel mit einer
bestimmten elektrischen Mobilitat passieren lagstKombination mit einem elektrischen
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Auflader bzw. Neutralisator und einem nachgesctait&ondensationspartikelzédhler (CPC)
entsteht eirScanning Mobility Particle SizdSMPS). Ein SMPS ist in der Lage die Messung
der PartikelgroRenverteilung von Nanopartikelnimeen Aerosol auf Grund der elektrischen
Mobilitat der Partikel durchzufiihren. Zu diesem Zwevird die Spannung im DMA langsam
Schritt fur Schritt erhdht wodurch eine elektriscMobilitdtsverteilung der gescannten
Partikel entsteht. Mit Hilfe einer schwachen ra#ttiogen Quelle (z-B Krypton 85), welche als
Neutralisator dient, wird das Aerosol in ein Ladsgigichgewicht versetzt. Die durch
lonisation entstehende bipolare Ladungsverteilshgniaterialunabhéangig und basiert auf der
Boltzmann Ladungsverteilung. Durch Ruckrechnungtl&sch aus einer solchen bekannten
Ladungsverteilung die Mobilitatsverteilung errechnend somit die Grol3enverteilung der
Partikel bestimmen (Flagan 2011).

Der im SMPS enthalten@ondensation Particle Count¢CPC) ist ein optisches Messgerat,
welches auf dem Prinzip der Streulichtmessung Hasred Partikel im Grof3enbereich von
wenigen Nanometern bis hin zu einigen Mikrometerassen kann (Cheng 2011). Durch
gezielte heterogene Kondensation der Partikelagigd mit n-Butanol, Isopropanol oder
Wasser werden diese vergroR3ert, so dass eine loptisdassung mittels Streulichtmessung
maglich ist.

Bei demEngine Exhaust Particle Siz€EEPS) handelt es sich um ein Spectrometer (TSI
Incorporated), welches zu déifferential Mobility AnalyzingSystemen (DEMAS) gehort.
Das Gerat besteht aus eineBifferential Electrical Mobility Classifier (DEMC) in
Kombination mit einem Elektrometer und dient haépkdich der Ermittlung der
GroRRenverteilung von Partikeln in Abgasen (StevZabardis et al. 2008).

Neben den beschriebenenline Messgeraten auf Basis der Streulichttechnik existi eine
Reihe von mikroskopischen Methoden zur Ermittlueg BartikelgroRenverteilung oder des
Agglomerationsverhaltens. Neben Lichtmikroskopendee zu diesem Zweck haufig ein
Rasterelektronenmikroskop (REM) oder ein Transmrsslektronenmikroskop (TEM)
eingesetzt. Das von Max Knoll und Ernst Ruska it 1®31 entwickelte und gebaute TEM
ermoglicht die Abbildung des betrachteten ObjektesHilfe von Elektronen. Der Aufbau
unterscheidet sich dabei wenig von dem eines herMiminen Lichtmikroskops. Das zu
untersuchende Objekt wird mit beschleunigten Etelén durchstrahlt und mit Hilfe eines
Objektives ein Zwischenbild erzeugt, welches mieézgllen magnetischen Linsen weiter
vergroRert und Uber z.B. CCD-Kameras dargestehd.widie benétigten Elektroden werden
von einer Glihkatode unter Hochspannung bei 800- kA0 emittiert und durch einen Kanal

zur positiv geladenen Anode hin beschleunigt. BBianchdringen des Objektes werden die
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Elektroden je nach Material unterschiedlich abddleur Vermeidung von stérenden
Streuungen der Elektroden durch Gasmolekile musdiegeem Kanal ein Hochvakuum
vorliegen. Durch Wechselwirkungen mit dem Matedat Probe kommt es in dieser zu einer
starken Hitzeentwicklung, welcher durch Spulung fiiissigem Stickstoff entgegengewirkt
werden muss.

Auf Grund der hohen Auflésung wird das TEM in vielBallen zur Charakterisierung von
Nanopartikeln und Nanopartikelagglomeraten verwelidark, Cao et al. 2003; Soto, Garza
et al. 2007; Geiser, Casaulta et al. 2008; ScHafpet and Rochnia 2009; Nazarenko, Zhen et
al. 2012).

Eine vollkommen andere Methode zur Ermittlung dedf&nverteilung ist der Einsatz eines
Kaskadenimpaktors (Cheng, Yeh et al. 1984; de BG@ltema et al. 2002; Mitchell and
Nagel 2003). Der Kaskadenimpaktor ermdglicht dikel8en von Partikeln nach ihrer GroRRe.
Die genaue Geometrie und die Auftrenngréf3en lasséndafir im Voraus genau berechnen.
Das eingeleitete Aerosol stromt mit ansteigendesc@eindigkeit durch in Reihe geschaltete
Dusenplatten mit schrittweise kleiner werdenden dbdsirchmessern. Zwischen den
einzelnen Dusenplatten befinden sich in den beetehnAbstanden sogenannte Prallplatten
auf den jene Partikel abgeschieden werden, weleh®ldtte auf Grund ihrer Masse und der
daraus resultierenden Flugbahn nicht passierengiirin Abschnitt 4.13.1 wird ein solcher

Impaktor als Erganzung zum neu entwickelten Systargelegt.

3.9. Zellsysteme des menschlichen Respirationstrakts

Neben der Aerosolgeneration und der Charakterisgedes Aerosols hat die Auswahl des
in vitro Zellsystems eine entscheidende Bedeutung. Dastr8pekvon unterschiedlichen
Zellmodellen reicht von einschichtigen bzw. mehrsiotigen Zellsystemen bis hin zu ganzen
Gewebestlicken.

Die einfachste Methode bildet der Einsatz von etalein Zelllinien, insbesondere von
Krebszelllinien, da diese sich verhaltnismalig stihmermehren und entsprechend gut
kultivieren lassen. Neben den im folgenden Absth@schriebenen A549 Zellen gehéren die
bronchialen Lungenepithelzelllinien Calu-3 und BERB zu den am Haufigsten
verwendetenn vitro Zellmodellen. Die adh&rent wachsenden Calu-3 Aellarden aus dem

Adenokarzinom eines mannlichen Patienten isoliexd gtammen von bronchotrachealen
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Drusenzellen der Submukosa ab. Sie bilden einehgessene einfache Zellschicht aus und
weisen im Gegensatz zu A549 einen gut messbanesepdahelialen elektrischen Widerstand
(TEER) auf (Foster, Avery et al. 2000).

BEAS-2B Zellen haben ihren Ursprung ebenfalls imnsohlichen Bronchialepithel,
allerdings stammt diese Zelllinie aus gesundemiedeim Gewebe. Durch Infektion der
bronchialen Epithelzellen mit dem Adenovirus 12-SM) Hybridvirus erfolgte die
Transformierung zur Zelllinie BEAS-2B, welche weitln die Morphologie und viele
Eigenschaften der Ursprungszellen aufweisen (Reddekt al. 1988; Albright, Jones et al.
1990; Kinnula, Yankaskas et al. 1994).

Neben diesen Zelllinien werden immer haufiger altimarzellen zur Herstellung von
sogenannten 3D- oder Ko-Kulturen eingesetzt. Dim&mwzellen zeigen in Anlehnung an die
in vivo Situation eine vergleichbare Differenzierung urishiken mit anderen Zelltypen zur
Kultivierung von komplexen Ko-Kulturen verwendet nden. Solche Modelle ermdglichen
die Analyse von zellspezifischen Reaktionen, Ddferierungsprozessen und
Krankheitsablaufen insbesondere unter Bertickgjohg von Zell-Zell-Interaktionen.

Im Bereich der Inhalationstoxikologie sind zweiste Modelle bereits gut charakterisiert und
fur die Direktexposition an der Luft-Flissigkeitsgeschicht etabliert. Das mehrschichtige
EpiAirway™ Model (Mattek Corporation) besteht ausemschlichen Tracheal- bzw.
Bronchialepithelzellen (NHBE oder TBE Zellen), dieif einer Kollagenmatrix kultiviert
werden. Das Zellkonstrukt weist typische Charaktida der menschlichen Bronchialzellen
auf, wie Cilienbildung, die Sekretion von Mucin udée Ausbildung vonTight junctions
Durch das Wachstum in Zellkulturinserts an der 1klftssigkeitsgrenzschicht ist dieses
Modell  fur inhalationstoxikologische  Studien und rzu Untersuchung von
Lungenerkrankungen geeignet.

Das MucilAir™ Modell (Epithelix Sarl) wird &hnlichwie das EpiAirway™ Model als
Nachbildung des Epithelgewebes des menschlichepif@genstrakts eingesetzt. Die durch
Differenzierung aus isolierten Primarzellen geworere Zellkonstrukte zeigen Zell-Zell-
Interaktionen, wie die Ausbildung vorTight junctions und weisen einen aktiven
lonentransport, Mucusbildung und Cilien auf. Disdi@iebene Stabilitéat der Konstrukte tber
mehrere Monate ermoglicht sowohl die Simulation vakuten bzw. chronischen
Schadigungen als auch die Untersuchung von mogliBleparaturmechanismen.

Die Entscheidung flir eine der Zellsysteme ist dafener abhéngig von der eigentlichen

Fragestellung. Je komplexer das eingesetzte Systsio umfangreicher sind die
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Zellkulturarbeiten. Der Einsatz von einfachen ZAgtemen fir eine einfache Fragestellung

erscheint in diesem Zusammenhang weitaus sinnuatiérauch kostengunstiger.

3.10. A549-Zelllinie

Bei A549 handelt es sich um eine alveolare Lungginelgelllinie, die 1972 aus dem
Adenokarzinom eines ménnlichen 58jahrigen Patieis@rert wurde (Giard, Aaronson et al.
1973; Lieber, Smith et al. 197@n vitro wachsen sie adharent als Monolayer und weisen
typische morphologische und biochemische Eigensahaion Typ 1l Zellen auf wieamellar
bodies (Foster, Oster et al. 1998), Bildung veurfactant protein(Balis, Bumgarner et al.
1984) und Phospholipidbiosynthese (Shapiro, Nardetnal. 1978; Nardone and Andrews
1979). Im Gegensatz zu anderen alveolaren Lungemdpellen ist bei A549 nahezu kein
TEER (¢ransepithilial electric resistanganessbar, dies ist auf die Nichtausbildung tight
junctionszurickzufuhren (Gruenert, Finkbeiner et al. 198&nton, Wan et al. 1998). Diese
relevanten Membranproteine verbinden die Zellen eng ihren Nachbarzellen und
stabilisieren so den gesamten Epithelzellverbané. énhtstehende parazellulare Barriere
verhindert das Eindringen von lonen und Molekillerd unélt die Polaritat der einzelnen

Zellen aufrecht.
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Abbildung 3-3: Mikroskopische Aufnahme von A549-Zellen in einerellkulturflasche (100fache
Vergrolierung).

A549 ist in der ATCC American Type Culture Collectipmit der Kennung CCL-185 und in
der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen Halikulturen) mit der ACC-107
gelistet.

3.11. Zellkultur

Der Begriff der Zellkultur beschreibt die Kultivieng von Zellen unter kontrollierten
Bedingungen  (Nahrstoffversorgung, Temperatur,, Ound CQ Gehalt der
Inkubatoratmosphare) aul3erhalb des Organismusmfakst alle Prozesse, die mit den damit
verbundenen Ablaufen im Zusammenhang stehen. Diehtigsten Grundlagen und
gangigsten Methoden sind in einer Reihe von Buchasammengestellt (Pollard and Walker
1997; Lindl and Gstraunthaler 2008). Die speziellemwendungen fir den Einsatz der
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Zellkultur im Rahmen dieser Arbeit sind in den @nshenden Kapiteln und im Anhang
beschrieben.

3.12. Zellbiologische Endpunkte

Die Auswahl der zellbiologischen Methoden zur Ckeeasierung der zellularen Reaktionen
nach der Exposition hangt in erster Linie von degestellung ab. Die Spanne der moglichen
Endpunkte reicht dabei von verschiedensten Methademestimmung der akuten Toxizitat,
Genotoxizitat bis hin zu komplexeren molekularbgiachen Untersuchungen.

Die im Bereich der Inhalation gangigsten und in ldégratur meist beschriebenen Methoden
sind die Bestimmung der Zellvitalitat mit Hilfe volertigen Assays (Roche Diagnostics
GmbH 2007; Nassimi, Schleh et al. 2010) sowie digetsuchung von verschiedenen
Endzundungsfaktoren (Steerenberg, Zonnenberg el9818; Bitterle, Karg et al. 2006;
Persoz, Achard et al. 2010).

Der deutlichste toxikologische Effekt nach Behandlumit einer Testsubstanz ist der
Ruckgang der Zellvitalitat. Das Resultat diesersnereversiblen Effekte ist die Abnahme
enzymatischer Reaktionen in der Zelle oder einélgehFreisetzung von Bestandteilen aus
dem Zytoplasma. Eine in den Zellen ablaufende eangeche Umwandlung eines Substrates,
wie beispielsweise eines Tetrazoliumsalzes (WSWFLT oder XTT), zu einem Produkt gibt
Aufschluss Uber die Zellvitalitat. Der Vergleichrdeehandelten Proben mit unbehandelten
Kontrollen erméglicht somit die Ermittlung der teghen Wirkung auf die Vitalitat der Zellen
(Roche Diagnostics GmbH 2007).

Vergleichbar zu dieser intrazellularen Umwandluriges Substrates kann eine solche
Reaktion auch durch Freisetzung bestimmter Enzymsalar Zelle erfolgen. Die aus lysierten
oder geschéadigten Zellen freiwerdende Laktat-Debyeinase beispielsweise, dient als
Katalysator bei der Umsetzung des Tetrazoliumsdid€szu Formazan.

Auf einem ahnlichen Prinzip beruht der Nachweis irderleukinen, speziellen Botenstoffen,
welche von den Zellen als Entzindungsmediatoren ildgtb werden und die
Entzindungsreaktion des Korpers regulieren. DerhiNats erfolgt mittels eines ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Agsay einem  speziellen  antikérperbasierenden
Nachweisverfahren (Goldsby, Kindt et al. 2003). D¥ells einer 96-Well Zellkulturplatte
werden daflr in einem ersten Schritt mit einem Aytiokin Capture Antikbrper behandelt.

In einem zweiten Schritt erfolgen das Auftragen eigentlichen Proben und die Bindung der
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darin enthaltenen Zytokine an die Antikorper. In hmeen aufeinander folgenden
Waschschritten wird der ungebundene Rest der Preb#ernt bevor in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten ein zweit&etection Antikérper und Avidin-HRP
aufgetragen werden. Durch Zugabe eines SubstratBs Tetramethylbenzidine) wird die
Reaktion gestartet. Die Auswertung der Tests erfaig bei den vorangegangen Methoden
durch die photometrische Messung des aus der Realdsultierenden Farbumschlags. Die
Bestimmung von Interleukinen ermdglicht die Bestiomp der Toxizitat eines Stoffes bereits
bei geringen Dosen. Im Bereich der Interaktion zimsn Partikel mit den Zellen der Lunge
findet die Methode besonders haufig bei der Testuag Dieselabgasen (Steerenberg,
Zonnenberg et al. 1998; Cooney and Hickey 2011) Zigdrettenrauch (Mio, Romberger et
al. 1997; Hellermann, Nagy et al. 2002) Verwendung.

Ein weiterer wichtiger und aussagekraftiger Endpuisk die Bestimmung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen re@active  oxygen species die bei  Stoffwechselvorgangen
(Zellatmung) gebildet werden. Zu deeactive oxygen speci€dROS) gehdren neben freien
Sauerstoffradikalen auch stabile Verbindungen waes¥érstoffperoxid oder Ozon, die in den
Zellen Proteinoxidation oder Lipidperoxidation bagien. In hohen Konzentrationen fihren
diese schadlichen Formen des Sauerstoffs zu S®@numigs normalen Reparatur- und
Entgiftungsprozesses und somit zur Schadigung ddlerz (Ryter, Kim et al. 2007).
Insbesondere viele Umweltgifte, wie Zigarettenraudk Dieselabgase sind als Quellen fur
grof3e Mengen von reaktiven Sauerstoffverbindungs@int und fihren zu einem deutlich
messbaren Anstieg von oxidativen Stress in deneZe{Chio, Chen et al. 2007; Kiziler,
Aydemir et al. 2007; Faux, Tai et al. 2009; Valadas) Vlachogianni et al. 2009). So belegen
Studien eine eindeutige Verbindung zwischen oxwati Stress und Krankheiten wie
Parkinson (Gatto, Carreras et al. 1996; Foley aledd®er 2000; Sutachan, Casas et al. 2012)
und Alzheimer (Markesbery 1997; Shi and Gibson 2007

Die wahrend der Reaktion auf den oxidativen Stiesshohter Anzahl auftretenden Enzyme
lassen sich somit als Marker fur oxidativen Stressetzen. Zum Schutz vor oxidativen
Stress werden zahlreiche Enzyme wie die Katalase, Sliperoxiddismutase und die
Glutathionperoxidase (primare Schutzenzyme) indtjzike somit als Marker dienen kénnen.
Daneben kommen auch sekundare Systeme, wie dieat@hn-S-Transferase und die
Glutathion-Reduktase (Burlakova, Zhizhina et all@0zum Einsatz. Weitere Ansatzpunkte
sind die Untersuchung des Glutathion Redoxsystemio(Cand Tzeng 2000) und der
Nachweis von Nebenprodukten der Lipidperoxidatiowje Malondialdehyd (Petit,
Chancerelle et al. 1995; Orhan, Gurer-Orhan &C£)6).
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Neben der Messung von Farbumschlagen auf GrundEmaymreaktionen kommen haufig
auch eine oder mehrere Methoden zur Farbung bestimfellbausteine zum Einsatz. Die
Auswertung dieser Methoden erfolgt vorwiegend Misuenittels verschiedenster
mikroskopischer Techniken. Ein Beispiel fir dendaitz einer solchen Methode bildet die
optische Untersuchung des bereits angesprochengstiogn Stresses.

Der Nachweis von intrazellularem reaktiven Sauéisppezies beruht auf der Umwandlung
von nicht-fluoreszierendem 2°,7°' Dichlorfluoreszdiacetat (DCFH-DA) zu stark
fluoreszierendem 2',7* Dichlorfluoreszein. In einesrsten Schritt werden die Zellen unter
Ausschluss von Licht mit DCFH-DA vorinkubiert. Inieder Zeit gelangt die nicht-
fluoreszierende Substanz durch Penetration der Mamin die Zellen. Durch intrazellulare
Esterasen erfolgt hierbei die Umwandlung zu nitintteszierendem 2°,7° Dichlorfluoreszein
(DCFH). Die durch freie Sauerstoffradikale aus @xioh von DCFH zu fluoreszierendem
DCF, lasst sich durch Messung der Fluoreszenz bkumineszenz mittels eines
Mikroplattenlesegerats bestimmen (Cathcart, Sclereeal. 1983; van der Toorn, Rezayat et
al. 2009; Konczol, Ebeling et al. 2011).

Ein weiterer Effekt des oxidativen Stresses ist $ghadigung der DNS, insbesondere der
DNS der Mitochondrien. Die freien Radikale oxidiereder reduzieren dabei die Basen der
DNS und fuhrt zur Bildung neuer modifizierter Bas@iagner and Jahreis 2004). Unter
normalen Umstdnden wirden diese oxidativen Schédech das Antioxidantien-System
zurtckgebildet und die DNS repariert. (Cooke, Evahsal. 2003). In groRer Anzahl in
Dieselabgasen oder Rauch enthaltene Substanzeenflgur tGberméafigen Bildung der
modifizierten Basen und Uberfordern somit den Rapamechanismus und fihren zum Tod
der Zellen (Oya, Ovrevik et al. 2011; Forchhammkoft et al. 2012). Die daraus
resultierenden Schaden, wie Einzel- oder Doppelgbdiche, lassen sich mittels Comet Test
darstellen (Ostling and Johanson 1984; Tice, Ayjetehl. 2000). Dieser Test ermoéglicht den
Nachweis von Schaden an der DNS durch Gelelektregbdir einzelne Zellen. Die negativ
geladene DNS der in Agarose eingebetteten undrigsieZellen wandert im angelegten
elektrischen Feld zum Pluspol und trennt sich dalegi Grol3e nach auf. Die im intakten
Zustand sehr grofe chromosomale DNS ist nicht mLage den Zellkern der Zellen zu
verlassen, so dass nur Bruchstiicke der geschadigi&him Gel wandern kdnnen. Durch
Farbung der DNS mit einem Fluoreszenzfarbstoff oahér Ethidiumbromid werden die

Bruchstiicke als charakteristischer KometenschweiEhden Zellen sichtbar.
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4, Experimenteller Tell

Das Prinzip der Direktexposition in einem Cufte®G Glasmodul (Kapitel 6.6) ist bereits
erfolgreich fir die Exposition von Zellen mit Gasend Zigarettenrauch eingesetzt worden.
Die Entwicklung und Etablierung eines vergleichibarfgystems fir die Exposition mit
Feststoffaerosolen bildet das Kernthema dieser iArDée Anforderungen an diesen neuen
Expositionsaufbau sind im Vergleich zu den bergétesteten Gasen deutlich komplexer und
anspruchsvoller. Wie fur alle zur Direktexpositiogsingesetzten Module muss eine
gleichmaRige Verteilung des Aerosols auf die dreirihern eines Cult&xCG Moduls
gewahrleistet sein. Parallel dazu steht die homedé&rteilung auf der Membran innerhalb
einer Kammer im Vordergrund. Der Einfluss der pkagbischen und chemischen
Charakteristika einer jeden Testsubstanz auf dashalfen des Aerosols erhoht die
Anforderungen an das System im Vergleich zur Exmwsimit Gasen oder Zigarettenrauch.
Die im Folgenden beschriebenen Experimente zur Wdidong von Partikeln auf
Filterpapieren dienen als Basis fir die im Rahmerr dArbeit geplanten

Expositionsexperimente mit Zellen.

4.1. Entwicklung und Etablierung eines ersten experimergllen Aufbaus

zur Exposition mit Partikeln aus Feststoffaerosolen

Der bereits fir Gase und Zigarettenrauch etablidufbau, bei dem das generierte Aerosol
durch eine horizontalverlaufenden Glasréhre iiberGilteX’ CG Glasmodul geleitet wird
(Abbildung 4-4), dient als Grundlage fiir eine erstersuchsserie. Aus diesem linear
verlaufenden Aerosolstrom wird an drei unterschibain Stellen mit Hilfe von
Massenflussreglern sowie einer nachgeschaltetenulfagumpe eine genau definierte
Aerosolmenge von 30 ml/min in jede der drei Exposgkammern abgesaugt. Der auf diese
Art und Weise erzeugte und konstant gehaltene A#hass wird durch speziell entwickelte
Aerosoldusen Uber die zur Beaufschlagung eingeidgteerpapiere geleitet.
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Aerosolabsaugung

Aerosolzuleitung

Abbildung 4-4: Abbildung des Aufbaus mit einem Cultex® CC 24mm ddb Dargestellt sind die
Aerosolzuleitung und die Absaugung am Modul.

Das mit einemDust Feedernach Wright (Wright 1950) unter Druckluftzufuhrzeugte
Aerosol wird innerhalb des Expositionssystems (dhereingesetzten Filterpapiere geleitet.
Bereits in der ersten Versuchsserie mit Kupferkijo zeigt sich eine starke
Ungleichverteilung Gber die drei Kammern, dokumemti durch die abgeschiedene
Partikelmasse auf den Filterpapieren (Abbildung).4Ehe gravimetrische Bestimmung der
Masse an abgeschiedenem Kupfer(ll)oxid auf dererFlestatigt diesen ersten optischen
Eindruck.
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Abbildung 4-5: Abscheidungen auf Filterpapiere in einem Cultex® Z4mm Modul inklusive Auswaage der

Filterpapiere.

Die schlechte und unkontrollierbare Verteilung sbivawischen den Kammern als auch
innerhalb einer Kammer fuhrt zu der Frage, inwi¢wlerr aktuelle Aufbau bzw. das aktuelle
Modul fur die geplanten Expositionen einsetzbarbsé Tatsache, dass die einzelnen Partikel
unter den gegebenen Bedingungen unterschiedlicirgdahgen bis zur jeweiligen Membran
zurtcklegen mussen, deutet darauf hin, dass eaehghéalRige homogene Verteilung auf die
drei Kammern - unter Bertcksichtigung der Sedimténia der Ladungen und des damit
verbundenen Agglomerationsverhaltens - fast unrolbggit.

Dieses Problem sowie eine Reihe weiterer verbesgsbedurftiger Aspekte der linearen
CulteX’ CG Glasmodule fithren zur Planung und Entwicklungegi Prototypen fiir ein
komplett neues Modul, das CulfeRadial Flow System

4.2. Weiterentwicklung der Cultex® CG Glasmodule zum CulteX Radial
Flow System

Die Entwicklung des neuen Culfex RFS erfolgt unter Bertcksichtigung zweier
entscheidender Gesichtspunkte: a) der OptimierendgsttOmungsfihrung als Alternative zur
linearen Anordnung im Culté&xCG Modul und b) der Vereinfachung des gesamten
Expositionsablaufes.

Das Hauptziel der Neukonstruktion ist die Optimregud.h. die Angleichung der von den
Partikeln zuriickgelegten Wegstrecke von der Aegeswration bis auf die Membranen. Da
eine lineare Zuleitung des Aerosols eine inhomogémeeilung der Partikel fordert, wurde
im CulteX’ RFS ein zentral liegender Hauptkanal integrien vdem drei identische
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Zuleitungskandle radiar zu den, um den Hauptkamgleardneten Expositionskammern
fuhren. Bei der Entwicklung und bei dem Systemneubairden weitere Anderungen
bezuglich der Materialien vorgenommen. Der Schwekpliegt hierbei auf Merkmalen, wie
der Zellvertraglich, Autoklavierbarkeit, Medium- evauch Alkoholresistenz, um die Arbeit
unter sterilen Bedingungen sicherzustellen und @&a an den Zellen durch
Wechselwirkungen mit den Materialien zu verhinderim Gegensatz zu den
Vorgangermodulen aus Glas wurde hierbei auf mastihinFertigung mit geringen
Toleranzen gegenlber Handarbeit gesetzt.

Das auf diese Art und Weise entstandene Systerhregisich stark durch einen modularen
Aufbau aus (Abbildung 4-6). Direkt oben auf das t8ys wurde ein flexibler und
abnehmbarer Einlassadapter mit einem 8 mm Schlasalm platziert, der sich mit zwei
Fliigelschrauben auf dem Aerosolfiihrungsmodul bigistiasst. Das Aerosolfihrungsmodul
mit dem zentralen Kanal und den radiar angeordnétgeitungen zu den Kammern ist das
Kernstliick des neuen Systems und ist fest an zvegir@iren einer stabilen Hebevorrichtung
montiert. Das Probenaufnahmemodul bildet das u@egenstiick des CulteRFS und kann
in Verbindung mit einem Sockelmodul direkt unters d&erosolfiihrungsmodul geschoben

werden.
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Einlassadapter

Aerosolfihrungsmodut

Gleitrohr mit Halterungen flr
das Aerosolfiihrungsmodul

Probenaufnahmemodt

Sockelmodul

Hebevorrichtung

Abbildung 4-6: Gesamter modularer Aufbaus des CuUiteRFS (Einlassadapter, Aerosolfilhrungs-,

Probenaufnahme-, Sockel-Modul und Hebevorrichtugggichnung: Halter Engineering GmbH)

Die entscheidenden Anderungen fiir die einzelnenutaoen Baugruppen des Systems sind

in den folgenden Abschnitten detailliert dargestell

4.2.1. Aerosolfihrungsmodul

Das Aerosolfuhrungsmodul dient in erster Linie ®erteilung des Aerosols, welches durch
den Einlassadapter zentral in das System geleitet (Abbildung 4-7). Der durch eine
Vakuumpumpe angelegte und mittels eines Massendigless gesteuerte Sog am
Uberschussadapter erzeugt einen konstanten Adussoltiurch das obere System. Von
diesem Hauptstrom wird an einem zentralen Punkidefmiertes Volumen des Aerosols in
jede der drei Zuleitungen gesaugt. Mit diesem eblntiber Massenflussregler gesteuerten

Nebenstrom gelangt das Aerosol tUber speziell koerzgpaustauschbare Aerosoldisen in die
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einzelnen Kammern. Durch dieses neue Design katiat¥/eglange vom Einlassadapter zu

den Membranen der Zellkulturinserts fur alle dranmern angepasst werden.

Uberschussadapte

Radiare Verteilung

Anbaugruppe

Heizwasseranschlisse

Abbildung 4-7: Aerosolfiihrungs-Modul in der Aufsicht. (Zeichnurdglter Engineering GmbH)

Das durch die drei Aerosoldisen (Abbildung 4-8)gelritete Aerosol wird kontinuierlich
direkt Uber die Zellen geleitet und tber kreisf@mim die Dise angeordnete Absauglocher
(Abbildung 4-8) wieder aus der Kammer abtranspdrtidie Absaugung des Aerosols aus
dem System erfolgt Uber spezielle Anbaugruppenndien einem Schlauchanschluss fir die
Absaugung auch mit Kondensatfallen ausgestattdt(¢ibbildung 4-8). Diese unterhalb des
Schlauchanschlusses platzierten Auffangtopfe vderm dass in den Schlauchen
entstandenes Kondensat in das System zurtckflief3t.

Um Undichtigkeiten zwischen den einzelnen Unterlpapgen zu verhindern wurden alle
Bereiche mit Silikon oder Viton Dichtungen bzw. Bigngen versehen. Die besonders
flexiblen Ringdichtungen um die Aerosoldiisen gev&stien ein sicheres VerschlieRen des

Aerosolfiihrungsmoduls auf das Probenaufnahmemdikim SchlieBen des Cult®xRFS
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mittels der Hebevorrichtung soll somit ein, in sikbmplett geschlossenes und luftdichtes

System entstehen.

Absaugungslochel
[ I Aerosolduse

Ringdichtung

Anbaugruppe

Abbildung 4-8: Aerosolfiihrungs-Modul in der Bodenansicht. (Zeiahg: Halter Engineering GmbH)

Zur Vermeidung von Kondensationen in den beidengBspen und zur Aufrechterhaltung
der Zellvitalitat konnen diese beiden Bereiche tamperiertem Wasser (37°C) durchstromt
werden (Abbildung 4-7). Dieser Aspekt ist fur digpésition der empfindlichen Zellen und
deren Vitalitat von entscheidender Bedeutung.

Insbesondere die Temperierung des im folgenden abeghnitt beschriebenen
Probenaufnahmemoduls und des darin enthaltenenriddinms ist ausschlaggebend fir eine

erfolgreiche Exposition.

4.2.2. Probenaufnahme- und Sockelmodul

Das komplett neu entwickelte ProbenaufnahmemoduMerbindung mit dem Sockelmodul
- dient neben der Aufnahme der Zellkulturinsertey &ersorgung der Zellen und der

Erhaltung der Zellvitalitat wahrend der ExpositioDie radiar angeordneten Kammern
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konnen jeweils ein Zellkulturinsert aufnehmen. Ber Neukonstruktion wurde Wert darauf
gelegt, ein flexibles und vielseitig verwendbaregsign zu finden, dass den Einsatz
verschiedener ZellkulturinsertgrofRen und -markestageet. Zu diesem Zweck in das System
integrierte Adapterringe kdnnen, wie die bereitgemprochenen Aerosoldisen (Abbildung 4-
8), im Aerosolfihrungsmodul mit wenigen Handgriffemsgetauscht werden. Verfligbar sind
Adapterringe und Aerosoldisen fur Zellkulturinsemit einem Durchmesser der
Zellkulturmembran von 6,5 mm, 12 mm und 24 mm soWie Petrischalen (33 mm) zur
Exposition von Bakterien im AMES-Test.

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt fir dasgafihrungsmodul beschrieben, dient
auf 37°C erwarmtes Wasser der Aufrechterhaltung ddallvitalitat. Uber zwei
Heizwasseranschlisse kann der Glaskorper des Rudbpammemoduls vollstandig mit
Wasser gefullt bzw. durchspilt werden (Abbildung®)4-Das kontinuierlich von einem
externen Warmethermostat durch das Modul gepumptass& ermoglicht somit
Expositionen von zwei bis drei Stunden ohne Abkidyludes Nahrmediums und der
Beeinflussung der Zellvitalitat.

Die drei Kammern sind im Vergleich zu den Vorgamgedulen komplett voneinander
getrennt und konnen somit einzeln mit Nahrmediumsogyt werden. Da neben der
Temperatur auch die Hohe des Na&hrmediums unterMiEmbranen der Zellkulturinserts
einen entscheidenden Einfluss auf das empfindlMheoklima um die Zellen hat, wurden
spezielle Uberlaufrohrchens entworfen (Abbildung9)4- Diese Rohrchen halten den
Mediumspiegel in den Kammern auf einem definietterel und kénnen wenn nétig durch
kirzere oder langere Versionen ausgetauscht weildienKontrolle des Mediumspiegels
verhindert bei einem konstanten Aerosolfluss einstfocknung der Zellen auf der Membran.
Ein Uberhohter Mediumspiegel kann zu einer Ubec$thng der Zellen mit Medium und
somit zu einer Stérung des direkten Kontaktes z2vesaen Partikeln und den Zellen fuhren.
Die Nahrmediumzuleitung wurde entgegengesetzt zu Alesaugrohrchen installiert, um
wahrend eines Mediumwechsels eine bessere Durchumgcmit dem in den Kammern
verbliebenem Restmedium zu gewahrleisten (Abbildd+id). Der Anschluss von Spritzen
oder von externen automatischen Schlauchpumpeneadeaisorgungsanschliisse bieten die

Maoglichkeit, bei einer laufenden Exposition, Nahdiugn zu- oder abzupumpen.
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Zentrierstift Zellkulturinsert

Anschluss fur die
Versorgung mit
Nahrmedium

Nahrmedium

Heizwasseranschluss Heizwasserzuleitung Heizwasser

Abbildung 4-9: Probenaufnahme-Modul im Querschnitt. (Zeichnungltét Engineering GmbH)

Membran des
Zellkulturinserts

Anschluss fur die
Versorgung mit
Nahrmedium

Absaugung des Zuleitung des
Nahrmediums Nahrmediums

Abbildung 4-10: Probenaufnahme-Modul mit Mediumversorgung im Qelemit. (Zeichnung: Halter
Engineering GmbH)

Beim Absenken des Aerosolfuhrungsmoduls auf dapdPaufnahmemodul ist eine hohe

Prazision erforderlich, um eine Beriihrung der Aeldidsen mit den Zellkulturinserts zu
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vermeiden und ein hundertprozentiges Abdichten ewadprleisten. Die in Abbildung 4-9
dargestellten Zentrierstifte dienen der Fixierungr dbeiden Bauteile wahrend des
VerschlieBens des Systems. Eine besondere Bedehinsightlich der Dichtigkeit und der

Stabilitat des Systems kommt der im Folgenden bedmdnen Hebevorrichtung zu.

4.2.3. Hebevorrichtung

Die CulteX’ Glasmodule zeichneten sich durch Unzulénglichkeiteder Handhabung und in
der Konstruktion aus. Die mangelnde Stabilitat, treténde Undichtigkeiten und ein
Verklemmen des Oberteils mit dem Glasunterteil weharten einen schnellen und
reibungslosen Wechsel der Zellkulturinserts. Ein die CulteX Glasmodule eingesetztes
Bajonettverschlusssystem erwies sich bei der Adapin das neue System als zu komplex
und wenig platzsparend. Ein neu konzipiertes Systiemt der Beseitigung dieser Mangel.
Eine Hebevorrichtung (Abbildung 4-Livird Gber ein stabiles Schienensystem mit einer
effektiven und prazisen Absenkvorrichtung kombini&as Aerosolfiihrungsmodul ist dabei
mit Halterungen fest an zwei Gleitrohre montierg gich mittels eines Drehrades absenken
lassen. Das Probenaufnahmemodul mit montiertem ebockiul lasst sich Uber zwei
Schienen frei auf der Bodenplatte unter das Aefalningsmodul schieben. Ein Stopper am
hinteren Ende der Bodenplatte fixiert das Untertidbei direkt unter dem absenkbaren
Oberteil.
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Halterung

Gleitrohr

Stopper

Schiene

Drehrad

Abbildung 4-11: Hebevorrichtung. (Zeichnung: Halter Engineeringlisth

Fazit

Das neu entwickelte Cult&xRadial Flow System besteht aus drei voneinandeemyten
funktionellen Hauptkomponenten, dem Aerosolfihramggdul, dem Probenaufnahmemodul
und der Hebevorrichtung. Die Vitalitat der Zellefrdvdurch einen stabilen Mediumspiegel
und durch die Erwadrmung auf 37°C gewahrleistet. Dasamte System ist einfach zu
bedienen, mit wenigen Handgriffen zu demontiered gt zu reinigen. Die Wahl der
Materialien ermdglicht aul3erdem die Reinigung in 8pilmaschine sowie die Sterilisation
im Autoklaven.

Basierend auf den Erfahrungen der alten Cllt€asmodule und durch die veranderten
Anforderungen bei der Exposition mit Feststoffem $®mit ein extrem flexibles und
modulares Prazisionsgerat entstanden, das in dgenfien Abschnitten in Kombination mit
der Partikelgeneration genauer charakterisiert.wird
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4.3.

Entwicklung des Cultex® DG - Dust Generators

Begleitende Experimente zur Partikeldeposition watrder Weiterentwicklung des RFS

zeigen fur den aktuell eingesetzten Aerosolgener@ast Feeder bei einer Laufzeit von
funf Stunden starke Schwankungen in der Anzahlidggesamt generierten Partikel. Die
Ermittlung der Daten zur genaueren Charakterisgrenfolgt mit einem APSAerodynamic

Particle Sizer TSI Inc.). Die Mittelwerte und Standardabweichengler Partikelanzahl von

jeweils drei

unabhangigen Messungen (jeweils 2 mex) drei

Expositionstagen sind in Tabelle 4-1 aufgefihrt.

unterschiedlichen

Tabelle 4-1: Mittelwerte der Partikelanzahl der APS-MessungeB Zeitpunkten an 3 Tagen

Zeitpunkt der Messun Exposition | Exposition | Exposition
[min] 1 2 3

60 Mittelwert 769969 648140 607929
Standardabweichung 64813 53150 5904

180 Mittelwert 660719 521576 450927
Standardabweichung 11204 139028 88545

300 Mittelwert 1104959 1036358 931139
Standardabweichung 231064 124460 109523

Die Ergebnisse der Messungen zeigen starke Schwgehkuinnerhalb und zwischen den
einzelnen Zeitpunkten auf. So hat sich die Anzamlgemessenen Partikel nach 300 min im
Vergleich zur Messung nach 180 min verdoppelt. @& aufeinanderfolgenden Messungen

(jeweils 2 min) zu einem Zeitpunkt weisen dabei &Amkungen von 1-20% auf.

Auf Grund dieser Daten ist eine Aussage Uber diedéassigkeit und Genauigkeit des neuen
Zellexpositionssystems nur eingeschrankt mogliakr. Beseitigung dieser Ungenauigkeiten
wurde mit der Konstruktion eines verbesserten cdergesteuerten Aerosolgenerators
begonnen (Abbildung 4-12). Der Aufbau und die besven Eigenschaften des neuen
Aerosolgenerator basierend auf ddbust Feedernach Wright (Wright 1950) sind im
folgenden Abschnitt dargestellt.
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4.3.1. Partikelgenerator

Zentrierschraube

Rotierende Klinge L

Presszylinder

Druckluftanschluss

Stromversorgung

Computeranschluss——-

Aerosolableitung

Abbildung 4-12: CulteX’ DG Dust Generatar(Zeichnung: Halter Engineering GmbH)

Vor der Exposition wird die Substanz mit einer lxdischen Presse (CulféxyP) in einen
Presszylinder gepresst (Kapitel 4.11.1). Diesed wwpfiber in eine spezielle Halterung im
Aerosolgenerator platziert und mit einer Zentriaracbe befestigt. Der Zylinder mit der
Substanz kann unter Zuleitung von Druckluft gegee eotierende Klinge gefahren werden.
Die Rotationsgeschwindigkeit (U/Stunde) und ders¢bub (mm/Stunde) werden Uber eine
Steuerungssoftware vorgegeben und Uberwacht. Diee hGenauigkeit der Motoren
ermdglicht eine prazise Aerosolgeneration auctelmsr Laufzeit von mehreren Stunden. Der
Aerosolgenerator wird Uber eine Aerosolableitungdem sogenannten Elutriator verbunden,
einem speziellen Selektionsgefal3, welches der fiolgivon tUberschissigem Aerosol und
der Abscheidung gréf3erer Partikel dient.
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4.3.2. Elutriator (Selektionsgefald)

Der Elutriator dient in erster Linie der Ableitumgn nicht benétigtem Aerosol (Abbildung 4-
13) und ermdglicht gleichzeitig eine grol3enspedifes VVorselektion der Partikel. Auf der
Grundlage von Berechnungen basierend auf dem GeeatStokes (Anhang 6.5), kbnnen
nur Partikel mit einem bestimmten Durchmesser dikifing zum Modul erreichen. Durch

ein Zentralrohr gelangt das zuvor generierte Adrmsden Elutriator und trifft dort auf eine

Prallplatte. Diese dient der Abscheidung von groRartikeln und Bruchsticken, die bei der
Generation als unerwiinschte Artefakte auftretennkiin Das an der Modulzuleitung
angeschlossene CulféxRFS mit der nachgeschalteten Vakuumpumpe erzeimgne

konstanten Aufwartsstrom im Elutriator mit dem martikel bis zu einer definierten Grol3e
aufgesaugt werden. Alle anderen Partikel werden duait restlichen Druckluft durch die

Uberschussleitung abgeleitet. Unter Standardtesthedgen erfolgt die Absaugung von
1,590 I/min aus dem Elutriator zum Modul, die rnes#én 6,41 I/min verlassen den Elutriator
durch den Uberschuss in einen Filter.

Diese besonderen Eigenschaften des gesamten Aggoschtors inklusive Elutriator

ermoglichen die Generation eines Aerosols Uber #&ngere Laufzeit mit einer genau

definierten maximalen Partikelgrof3e.
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Modulzuleitung

Zentralrohr

Prallplatte

Uberschussableitung

A\ 4

Abbildung 4-13: Elutriator im Querschnitt. (Zeichnung: Halter Emggring GmbH)

Fur die Berechnungen des Trenndurchmessers wirdeurmem vertikalen Rohr (Elutriator)
mit einem definierten Durchmesser ausgegangen 6Bseh folglich nur Partikel durch den
Elutriator geleitet werden, die eine geringere Bwlitationsgeschwindigkeit als die
Gasgeschwindigkeit aufweisen. Die Lange des Raépesdt dabei keine Rolle, es kommt fur
die Berechnung lediglich auf die geringste Stronsgegchwindigkeit, die an irgendeinem
Querschnitt auftritt, an. Eine genaue Berechnungssteli das Geschwindigkeitsprofil
berltcksichtigen, ndherungsweise kann aber aucbemimittleren Stromungsgeschwindigkeit
gerechnet werden, welche sich aus dem Quotientemm olumenstrom (Q) und

Querschnittsflache (A) ergibt.

Die Sedimentationsgeschwindigkeitdy ergibt sich aus dem Gesetz von Stokes.
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Formel 1: Berechnung des Gewichts eines Partikeslslam Gesetz von Stokes

3n*n*d L,

W = ed
C
W = Antriebskraft, in diesem Fall das Gewicht &estikels
o = Pi [3,1416]
n = Viskositat von Luft [1,8*10-5 kg/ (s m)]
d = Durchmesser [m]
VUsed = Sedimentationsgeschwindigkeit
C = Gleitkorrekturfaktor fir das Gesetz von Stokes

Fur den Fall, dass die in einem Gas sinkenden Kugelklein sind, dass sie sich in der
GrolRenordnung wie die mittlere freie Weglange desi@olekile befinden, wird diese

Formel zu ungenau. Durch die Ergéanzung des Gesetzeaten Gleitkorrekturfaktor (C) kann

dieses Problem umgangen werden.

Formel 2: Gleitkorrekturfaktor fiir das Gesetz vdokes

C=1+ %[ 2514+ 08exp(- 0,55%)]

O
I

Gleitkorrekturfaktor fir das Gesetz von Stokes
Mittlere freie Weglange [6,6*1Hm]

Durchmesser [m]

Formel 3: Berechnung des Gewichts eines Partikelslam Gesetz von Stokes (mit Gleitkorrekturfaktor)

W e d3 * p*g
6
w = Gewicht der Partikel
T = Pi [3,1416]
d = Durchmesser des Mischgefal3es [m]
p = Dichte der Partikel [angenommener Wert 1000 Rpy/m
g = Gravitationsbeschleunigung [9,81 fh/s
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FUr die benotigte mittlere Stromungsgeschwindigieid) gilt dabei:

Formel 4: Berechnung der mittleren Stromungsgesdtigheit

Formel 5: Berechnung der Querschnittsflache:

_m* (D22 - p12)

A 4
Vstr = mittlere Stromungsgeschwindigkeit
Q = Volumenstrom durch das Rohr des Elutriator§gn
A = Querschnittsflache [fh
n = Pi [3,1416]
D1 = Innerer Durchmesser des aul3eren Rohres [m]
D2 = AuRerer Durchmesser des inneren Rohres [m]
Durch Weq = Vs ergibt sich fur den Grenzdurchmesser der Partikelgende

Berechnungsmaoglichkeit. Da die Gleitkorrektur damrédhmesser d enthélt, ist allerdings nur
eine iterative Berechnung maglich.

Formel 6: Berechnung des Grenzdurchmessers
2 72*n*Q
== 2_ .2
m* p*g*C* (D1° - D2°)

Der innere Durchmesser des aulR3eren Glasrohregibitrdalen Elutriator 10 cm (D1) und der
aulBere Durchmesser des Zentralrohres 3,2 cm (DR2)idem Rechenbeispiel mit dem
standardmafig verwendeten Volumenstrom (Q) vonl/hjs ergibt sich somit ein

Grenzdurchmesser von 10,9 pum.

Der in Abbildung 4-14 dargestellte AerosolgeneratorKombination mit dem Elutriator
(CulteX’ DG - Dust Generator wird im Folgenden fiir alle Depositionsversuched un
Expositionen standardmafig eingesetzt. Die Einstg#n fur die jeweiligen Substanzen sind
im entsprechenden Abschnitt und im Anhang aufgefiikapitel 4.11.1).
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Presszylinder

Aerosolgenerator

Elutriator

Abbildung 4-14: Aerosolgenerator in Kombination mit dem Elutriat@eichnung: Halter Engineering GmbH)

4.3.3. Gesamtaufbau der Expositionsanlage

Der Gesamtaufbau, eine Kombination mit dem C{it®&G (Abbildung 4-15) bildet die

Grundlage fur die folgenden Depositionsversuchebddedem Aerosolgenerator mit der
externen Steuerungssoftware gehoren je ein CURBS fir die Substanz und eines fiir die
Exposition mit Druckluft bzw. Atemluft zu einem &tardaufbau. Die Versorgung und der
Austausch von Medium erfolgt aus einem Reservaer {oogrammierbare Schlauchpumpen.
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4

Pumpen fur die
Versorgung mit
Nahrmedium

,‘-"" /| j

Steuerudtder
Aerosolgeneration Substan

Abbildung 4-15: Gesamtaufbau mit zwei Cultex® RFS und dem Aeraswgator Cultex® DG
Fazit

Die neu entwickelte Aerosolgeneration, basiererfddam Dust Feedemnach Wright, verfugt
neben dem eigentlichen Aerosolgenerator Uber eiteare Steuerungssoftware und Uber ein
spezielles Selektionsgefald (Elutriator). Auftreri8ruchstiicke oder Agglomerate werden
direkt im Elutriator auf der Prallplatte abgescleiedPartikel mit einer Gréf3e von mehr als
10,9 um konnen den Elutriator basierend auf demetZeson Stokes nur durch die
Uberschussleitung verlassen. Je nach eingestélbbsaugung am Ausgang zum Modul
ermdglicht der neue Generator eine Vorselektion Bartikel nach ihrer Masse. Das
besondere Design des gesamten Gerétes und diseFaitigung der Einzelteile ermdglicht
die Generation eines stabilen und homogenen Aex@smh tber eine langere Laufzeit.

4.4. Erste Serie von Abscheideexperimenten mit dem Cult® RFS

Zur Uberpriifung der Stabilitat des Versuchsaufbdirssichtlich der Generation und
Deposition werden Experimente mit Kupfer(ll)oxidrdagefiihrt. Das gepresste Pulver wird
im neuen CulteX DG bei einem Vorschub von 2 mm/Std bei 800 Umdnejen/Std
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kontinuierlich abgeschabt und mit 8 I/min Druckluift den Elutriator geblasen. Ein
eingestellter Fluss von 1,59 I/min des auf diesés@/generierten Aerosols wird in das Modul
gesaugt.

Zur genaueren Charakterisierung der Abscheidung dever die herkdmmlichen
Zellkulturinserts durch spezielle Insertnachbildengrsetzt. Die urspriingliche Membran ist
bei diesem Zellkulturinserttyp entfernt und durcinea leichten Deckel aus Aluminium
ersetzt worden. Fir die Zeit der Exposition kannesoausgestanztes Stiuck Filterpapier in
diesen Deckel eingesetzt werden (Abbildung 4-16).

Abbildung 4-16: Nachbildungen der Zellkulturinserts mit Deckel ufiterpapier. (Zeichnung: Halter
Engineering GmbH)

Die durchgefihrten Depositionsversuche mit Kupfokid zeigen in den ersten
Durchgangen rein optisch eine Verbesserung bezuidke Verteilung auf die Kammern. Bei
mehreren aufeinanderfolgenden Versuchsdurchgangen bach langerer Laufzeit fallen
allerdings deutliche Abweichungen in der Verteillng (Abbildung 4-17), d.h. es zeigt sich
ein jeweils komplett unterschiedliches Abscheidemus
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Abbildung 4-17: Verteilung von Kupferoxid bei aufeinanderfolgendd@minitigen Expositionen.

Die Ursache dieser Ungleichverteilungen soll mineei Reihe von verschiedenen
Versuchsansatzen geklart werden. Die wahrend dix@osition deponierte Masse kann
durch die Rickwaage der Filter mit einer Ultramikeage (Sartorius mechatronics - SE2-F)
auf 10 pg exakt gemessen werden. Zu diesem ZweoHt die Masse auf den Filtern
gravimetrisch bestimmt (Messpunkt 1 - Abbildung8)-1

2.Messpunkt
1.Messpunkt

Abbildung 4-18: Weg des Aerosols durch das Aerosolfihrungsmodtl zmei Messpunkten. (Zeichnung:

Halter Engineering GmbH)
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Zur weiteren Charakterisierung der partikelhaltig¢gmosphéare werden die Aerosoldiisen mit
einem Filterhaltereinsatz (Abbildung 4-19) verseBlen, um die totale Partikelmasse zu
bestimmen, welche in einem definierten Zeitraundie Kammern gelangt (Messpunkt 2 -
Abbildung 4-18).

Abbildung 4-19: Aerosoldiise mit Dusenfiltereinsatze und FilterpapiZeichnung: Halter Engineering GmbH)

Die Ergebnisse erlauben nicht nur die Bestimmung atgeschiedenen Massen, sondern

ermoglichen dariber hinaus auch die Berechnungbscheideeffizienz.

4.4.1. Erh6hung des Volumenstromes

Zur weiteren Analyse der Partikelungleichverteilumgerhalb des Systems und der Kammern
wird der Aerosolfluss tber den Zellen von 30 ml/muf 100 ml/min erhoéht.

Die abgeschiedene Masse an Kupfer(ll)oxid wird gnetrisch auf Filtern (Messpunkt 1)
bestimmt. Durch die Veranderung der Strémungsgescligkeit und der damit verbundenen
Stromungsbedingungen sollen Aussagen zum Einflusr &tromung auf die
Ungleichverteilung méglich werden.

Die Auswertung dieser Experimente zeigt zum Einéme egrof3e Abweichung in der
abgeschiedenen Masse auf den drei Filtern eineshDangs, zum Anderen stieg die Masse
von Exposition zu Exposition stark an (Tabelle 4-2)
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Tabelle 4-2:Gewichtszunahme der Filter in den einzelnen Kammerch der Exposition

Durchgang Expositionszeit Filter in Filter in Filter in
[min] Kammer 1 [ug]| Kammer 2 [pg]| Kammer 3 [ug]
1 60 371 443 426
2 60 661 572 678
3 60 771 934 692
4 60 1510 1581 1718

Nach der Erhéhung des Aerosolflusses von 30 mlaainl00 ml/min verandert sich deutlich

das Abscheidemuster der Partikel auf den Filtegyapi (Abbildung 4-20). Die komplette

Flache ist dabei scheinbar gleichmaflig mit Kupferxid belegt.

Abbildung 4-20: Verteilung von Kupferoxid auf Filterpapieren m@@ ml/min Kammerstrom.

Bei genauerer Betrachtung zeigt sich aber einebédhe Ablagerung von Partikeln in der

Kante zwischen den einzelnen Filterpapieren undidgerts. Dartber hinaus sind die Wande
der Inserts und die Dusen deutlich sichtbar mif3groAgglomeraten besetzt (Abbildung 4-
21).



Experimenteller Teil 68

Abbildung 4-21: Ablagerungen von Partikeln am Kunststoff des ligsert 100 ml/min Kammerstrom.

Die in vorangegangenen Experimenten aufgetretenemglei¢hverteilungen auf den
Membranen sind durch die Volumenstromerhdhung lseshterschwunden. Dies deutet auf
einen Einfluss der Stréomungsgeschwindigkeit und dearaus resultierenden
Stromungsbedingungen auf die Abscheidung hin. Denage Charakterisierung der
Stréomungsverhéltnisse im gesamten Expositionsauftalas Ziel der im nachsten Abschnitt
beschriebenen Experimente.

4.4.2. Analyse der Stromungsmuster

Um weitere aussagekraftige Informationen Uber detron®ingsverlauf und die
Stromungsmuster zu erhalten, konzentrieren sicledperimente auf den Einlassadapter und
den weiteren Verlauf des Testaerosols durch demnaten Kanal des Systems.

An zwei unterschiedlichen Stellen werden Filtedwaltnit Filterpapieren eingebaut und
verschiedene Expositionen mit Natriumfluoreszeincbgefuhrt. Der erste Filter wird dabei
direkt hinter den Einlassadapter vor der radiarertaiflung platziert. In einem zweiten
Durchgang erfolgt der Einsatz des Filters in einénfterhalter direkt hinter dem
Uberschusskanal. Bei einer gleichmaRigen Stromuwilge ssich auf beiden Filtern eine
homogene Verteilung des Natriumfluoreszeins abhildssen.
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Abbildung 4-22: Stromungsmuster auf Filtern (Natriumfluoreszei).Hinter dem Einlassadapter Modul; B)
Hinter dem Uberschuss.

Die Filter sind nach der Exposition mit Natriumfleszein durch gut sichtbare
Stromungsmuster gekennzeichnet. Das inhomogeneeMast dem ersten Filter I&sst ein
starkes Ungleichgewicht der Partikelverteilung keream Einlassadapter vermuten
(Abbildung 4-22 - A). Die Tatsache, dass auch aeindzweiten Filter hinter dem
Uberschussadapter ahnliche Muster auftreten (Abbdd4-22 - B) deutet auf prinzipielle
Probleme in den stromungs-physikalischen Eigensehales Systems hin.

Fazit

Die ersten Abscheideexperimente mit den spezi@lrhbildungen der Inserts bestatigen auf
den ersten Blick die Verbesserungen der NeukortstrukDennoch sind die Ergebnisse auf
Grund ihrer hohen Streuung, einer wiederholt atéitréden Ungleichverteilung tUber die drei
Kammern und der punktuellen Abscheidung noch riafiiedenstellend. Die Beobachtungen
nach der Veradnderung der Stromungsgeschwindigkait 30 ml/min auf 100 ml/min pro
Kammer deutet darauf hin, dass die Stromungsgesadmkieit einen relevanten Einfluss auf
die Verteilung im Modul und die Abscheidung besitzt

Untersuchungen der Strémungsmechanik mittels CFBhiSen Computational fluid

dynamic$ sollen in diesem Zusammenhang Aufschluss Ubetiam&Ursachen liefern.
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4.5. CFD-Analyse zur Verteilung der Partikel im System

1. Annahme: Weg der Partikel in die Kammern

Die erste Annahme fur eine CFD-Analyse geht daums) dass die Partikel am Anfang des
Zuleitungsschlauchs gleichmaRig Gber den kompletf@merschnitt verteilt sind. Auf
Grundlage der Berechnungen kann somit der theohetisVeg von 500 Partikeln vom

Schlauchanfang bis in die Kammern simuliert wer@hvbildung 4-23).

Abbildung 4-23: Stromungslinien von 500 gleichméaRig Uber den Sdflainlassquerschnitt verteilten
Partikeln. (Zeichnung: Halter Engineering GmbH)
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Abbildung 4-24: Skizze der Sekundarstromung in einem Schlauchclideng: Halter Engineering GmbH)

Die Simulation der Strémungslinien zeigt im Schlawne ungleichmalRlige Fortbewegung
der Partikel mit einer deutlich erkennbaren Sekustddmung. In Abbildung 4-24 ist diese
schematisch dargestellt. Partikel, die sich mehdemAul3enwand des Schlauches befinden
kénnen im Modul an anderen Punkten wieder gefungeEnden als Partikel aus dem zentralen
Strom. Des Weiteren weisen die Stromungslinien ri&otritt in das Modul stark ausgepréagte
Turbulenzen auf. Insgesamt gelangt so nur eine gatmge Anzahl der Ausgangspartikel in

die Kammern des Moduls.

Fazit

Die erste CFD-Analyse weist ein generelles Problender Zuleitung der Partikel zum
Modul auf. Die am Anfang noch einheitlich Uber d&rhlauchquerschnitt verteilten Partikel
bewegen sich auf Grund von Laminar- und Sekund#msingen sehr ungleichmagig durch
den Schlauch. Der Aerosolstrom wird infolge vonldRieig an der Schlauchwand nach aul3en
hin deutlich langsamer. Partikel in diesem Berdietvegen sich deshalb mit einer geringeren
Geschwindigkeit als die Partikel in der SchlauchenitDas Ergebnis ist, dass sich diese
Partikel quer zur eigentlichen Stromungsrichtungvdgen und es zur Bildung von

Turbulenzen kommen kann.

2. Annahme: Herkunft der Partikel in den Kammern

Fur eine weitere Simulation werden jeweils 100 ligfaverteilte Partikel in jeder der

Kammern ausgewdahlt und ihre Wege zurlckverfolgt.reB® nach Verlassen der
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Zuleitungsbohrungen zu den Kammern zeigt sich ed@eutige Trennung der drei
Stromungslinienbindel. Zum besseren Verstandni€dgzbnisse der CFD-Analyse sind die
Stromungslinien der einzelnen Kammern verschiedbigadargestellt (Abbildung 4-25).
Diese Trennung lasst sich bis zum Anfang des 4uigischlauches bzw. bis zum Ausgang
des Elutriators zuriickverfolgen. Alle Partikel eindammer stammen also aus einem eng
begrenzten Bereich am Anfang des Schlauches (&t 4-26).

©

A

Abbildung 4-25: Strémungslinien von 100 Partikeln mit zufélligenar®unkten am Auslassquerschnitt.

(Zeichnung: Halter Engineering GmbH)
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Abbildung 4-26: Stromungslinien von 100 Partikeln mit zufalligetatfpunkten am Auslassquerschnitt. Zuriick
verfolgt bis zum Schlauchanfang. (Zeichnung: Haltegineering GmbH)

Fazit

Die Ergebnisse der zweiten CFD Analyse veransctizem ein weiteres Phdnomen bei der
Zuleitung der Partikel durch einen Schlauch. Die@m drei Kammern ausgewéhlten Partikel
stammen aus eng begrenzten Zonen im Schlauch. Unig&eichverteilung der Partikel am
Anfang des Schlauches setzt sich scheinbar biseiikdmmern des CultéxRFS fort. Die
vorliegenden Ergebnisse der CFD-Analyse verdewhchdass die Probleme bereits im

Schlauch vor dem Eingang ins System entstehen.

3. Annahme: Gré3enabhéngige Verteilung der Partikel

Eine partikelgroRenabhangige Verteilung der Pdrtikied in einer dritten CFD-Analyse
simuliert. Dieser Ansatz dient der Klarung der Peale bei den ersten Experimenten, bei
denen sich wiederholt eine zentrale AbscheidunglaanfFilterpapieren zeigte. Die Tatsache,
dass dieses Phanomen nicht reproduzierbar in dilinrKammern auftritt, wird am Beispiel
von 2 um und 10 pum grof3en Partikeln in Abbildurgi74dnd Abbildung 4-28argestellt
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=

Abbildung 4-28: Stromungslinien von 10 um Partikeln. (Zeichnungltet Engineering GmbH)

Die Ergebnisse dieser Simulation zeigen deutlicidetschiede im Abscheideverhalten der
beiden Partikelgrof3en. Die grol3eren 10 um Par{idal - Abbildung 4-28) werden zentral
auf den Filterpapieren abgeschieden, wahrend gdim 2yrol3en Partikel (rot - Abbildung 4-
27) Uber die komplette Membran verteilt sind. Danibhinaus bestétigt sich die
ungleichméRige Verteilung der Partikel auf die df@mmern innerhalb eines Moduls. So
wird z.B. ein grol3er Anteil der dargestellten 10 [Rartikel vorrangig in Kammer 1
abgeschieden (Abbildung 4-28).
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Fazit

Die CFD-Analyse bestatigt die ungleichmafiige Vearte der Partikel auf die drei Kammern
eines Expositionsmoduls. Die unterschiedliche Abgting in Abhéangigkeit von der
Partikelgrof3e lasst sich nicht alleine mit Storunge der Stromung erklaren, sondern weist
auch auf einen Einfluss der GroRe bzw. Masse aulaahalten der Partikel im System hin.
Die Verteilung im System und die Abscheideeffizieder Substanzen hangen also
mal3geblich von Sedimentationsverhalten der verdehien Partikel ab.

Die CFD-Analyse geht von einer homogenen VerteilamgAnfang des Schlauches Uber den
Schlauchquerschnitt aus, eine Annahme die mit h@tahrscheinlichkeit nicht der realen
Situation entspricht. Aufschluss lber die genaugkiidt der Stromung und der Verteilung
der Partikel im Schlauch sollen Simulationen zur6®ung im Aerosolgenerator, im

Elutriator und dem abfiihrenden Schlauch geben.

4.Annahme: Stromung im Elutriator

Die im Elutriator durchgefihrte Simulation geht vdb00 gleichmafig dber den

Einlassquerschnitt der Zuleitung zum Elutriatorteigten Partikeln aus (Abbildung 4-29).
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Abbildung 4-29: Stromungslinien von 500 gleichmaRig Uber den Bsdaerschnitt des Elutriators verteilten
Partikeln. (Zeichnung: Halter Engineering GmbH)

Wie bereits in den vorangegangenen CFD-Analysegeresich auch hier unkontrollierbare
Stromungsphanomene. Das Zuleitungsrohr vom Aeresel@tor in den Elutriator weist ein
dichtes Bundel an Stréomungslinien auf, das sichcldueichte Schwankungen in der
Druckluftzufuhr in der R6hre hin und her bewegenrkdJnabh&ngig von der Lage und Form
des Stromungslinienblindels erscheint die Stromumglar Simulation am Ausgang des
Elutriator gleichmafig (Abbildung 4-30).
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Abbildung 4-30: Strémungslinien von 50 gleichméRig Gber den Awsjasrschnitt des Elutriators verteilten
Partikeln. (Zeichnung: Halter Engineering GmbH)

Die abschlieRende Betrachtung der Stromungsliniameru Expositionsbedingungen
(Absaugung von 1,59 l/min) fur 2 pum, 5um und 10 pgrol3e Partikeln stellt ein
groRenabhangiges Verhalten der Partikel dar (Abbg4-31 A - C).

Die Simulation bestatigt dabei die Funktionalitasdlutriators hinsichtlich der Selektion von
Partikeln grof3er als 10 pum aus dem TestaerosolilAbiy 4-31 - C).
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Abbildung 4-31: Stromungslinien von jeweils 100 gleichmafig uben cEinlassquerschnitt des Elutriators

verteilten Partikeln. A) 2 um; B) 5 um; C) 10 prdeichnung: Halter Engineering GmbH)
Fazit

Der gesamte Weg eines Partikels von der Aerosotggae bis zur Abscheidung in den
Kammern des Moduls zeigt in der CFD-Analyse einstespimmanente Abhangigkeit der
Stromungen und deren Beeinflussung durch die Ghbédfde Masse der Partikel.

Da eine permanente Kontrolle dieser Faktoren ima@ésufbau nicht moéglich ist, soll eine
bautechnische Verédnderung am Einlassadapter d@mBtgsbedingungen zumindest im
Aerosolfihrungsmodul beim Eintritt in das Systemtimaperen, d. h. einen homogenen

Partikelstrom fur die Beaufschlagung der Zellereagen.

4.6.  Strémungstechnische Optimierung des Culté¢xRFS

Die Optimierung konzentriert sich auf den Einlasgadr als Eintrittspunkt des Aerosols in
das System. Das Ziel dieser Anderung ist das Aaftee der laminaren Strémungen und die
Schaffung einer turbulenten Strémung beim Eintntdas System. Hierfir wird eine Dise
(Patent angemeldet) mit einem genau definiertencibuesser eingesetzt, die flexibel in
unterschiedliche Positionen in den Kanal des Adapigeschoben werden kann (Abbildung
4-32).
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Abbildung 4-32: Einlassadapter mit eingesetzter Diise. (Zeichndadier Engineering GmbH)

Zur Charakterisierung dieser Duse sowie zur Auswdérl optimalen Dusengréf3e und
-position werden wiederum Filter mit Kupfer(ll)oxid den speziellen Insertnachbildungen

exponiert. Der Durchmesser des Dusenkanals vadedsei zwischen 0,7 mm und 2,0 mm.

Die Ergebnisse der Abscheidungsexperimente sii@lielle 4-3 dargestellt.

Tabelle 4-3:Gewichtszunahme der Filter in den einzelnen Kammaearch 15minttiger
Exposition mit variierenden Diusendurchmessern

Durchmessernl Filter in Filter in Filter in ) )
N Differenz Mittelwert der
der Duse Kammer 1| Kammer 2| Kammer 3 .
[%] Differenzen [%]
[mm] (] (] [ug]
0,7 169,0 166,9 183,1 18,92
0,7 136,8 158,5 176,7 17,51 16,84
0,7 189,3 225,0 218,9 14,09
1,2 262,9 256,2 250,1 5,12
1,2 243.8 229,4 2479 7,46 6,73
1,2 216,1 209,5 200,8 7,62
2.0 2412 293,1 2975 8,85
2.0 287.4 347,1 348,4 22,58 15,91
2,0 304,0 353,3 3499 16,31
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Anderungen im Disendurchmesser fiihren zu deutlithearschieden in der abgeschiedenen
Partikelmasse und deren Gleichverteilung tiber thekammern eines Cult&RFS. Mit der
kleinsten Dise (Durchmesser der Offnung 0,7 mm) demr durchschnittlich 180 pg
(Abweichung 17%) abgeschieden. Mit Zunahme des miisehmessers erhéht sich
gleichzeitig die abgeschiedene Partikelmasse auf idern (Tabelle 4-3). Bei einem
Dusendurchmesser von 2,0 mm zeigt sich mit 314 igghéchste abgeschiedene Masse,
allerdings weichen die Einzelwerte sehr weit voarder ab (Tabelle 4-3).

Die Ergebnisse mit der geringsten Abweichung liefelie Versuche mit der mittleren
Dusengrof3e (1,2 mm). Hier liegt die abgeschiedeassk mit im Schnitt etwa 235 ug zwar
kaum hoher als bei der 0,7 mm Duse, allerdingdiesstAbweichung zwischen den Kammern
eines Durchgangs mit weniger als 7% deutlich gerrads bei den anderen Duisen.

Zusatzlich zur Grol3e des Disendurchmessers seihem weiteren Experiment die Position
der Duse im Einlassadapter Gberprift werden. Hienzd der Abstand der 1,2 mm Dise von
der Oberkante des zentralen Kanals im Einlassad@@eessen und in 5 mm Schritten
variiert. Die Gewichtszunahme der Filterpapiere them Abscheideexperimenten ist in den

beiden folgenden Tabellen dargestellt.

Tabelle 4-4:Gewichtszunahme der Filter in den einzelnen Kammaexch der Exposition mit
variierenden Dusenpositionen

Abstand Filter in Filter in Filter in Differenz Mittelwert
[mm] Kammer 1| Kammer 2| Kammer 3 (%] der Differenzen [%]
(k] (k] [ua]

20 262,9 256,2 250,1 5,12

20 243,8 229,4 247,9 7,46 6.47
20 216,1 209,5 200,8 7,62 ’

20 213,3 225,8 219,5 5,69

15 248,0 265,0 253,2 6,71

15 241,3 267,4 249,0 10,48 7,90
15 224,1 239,2 231,6 6,52

10 198,4 200,9 201,4 1,49

10 211,0 218,1 213,2 3,33 3,16
10 211,4 221,5 216,8 4,66

Die in Tabelle 4-4 aufgefiihrten Daten weisen beiie@nder Position der eingesetzten
1,2 mm Duse nur noch geringe Abweichungen zwisctien einzelnen Kammern auf.

Dennoch zeigt sich eine Abhéngigkeit der Gleicteikrmhg von der Position der Dise im
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Einlassadapter. Der Mittelwert der Differenzen le@iem Abstand von 20 mm liegt mit
6,47% etwas unter dem Niveau des 15 mm Abstand88%j, allerdings fallt bei diesem
Abstand eine Messung heraus. Betrachtet man diembeinderen Messungen ergibt sich far
die Abstdnde 15 mm (6,61%) und 20 mm eine verghbeioh Abweichung zwischen den
Kammern. Bei der kleinsten getesteten Distanz (ff) sind die Abweichungen im Vergleich

mit 3,16% nur noch etwa halb so hoch.

Fazit

Die eingebaute Dise hat eine deutliche Auswirkurfgdas Abscheideverhalten der Partikel.
Das Aufbrechen der Stromung am Eintritt in das Aeldihrungsmodul hat einen Einfluss
auf die Partikelverteilung sowie auf die Abscheftieenz. Die unterschiedlichen Resultate
mit den drei verschiedenen Disendurchmessern ireraarden Positionen belegen, dass die
Stromungseffekte beim Eintritt in das System eimanohtigen Einfluss auf das weitere
Verhalten der luftgetragenen Partikel besitzengésamt lasst sich mit der neuen Einlassdise
die abgeschiedene Masse erhéhen und die Vertellemgessern. Eine CFD-Analyse um eine
genauere Aussage Uber den Einfluss der Duse a@tdimmung zu machen, ist auf Grund der
schwer zu berechnenden Turbulenzen und Druckverksdt an der Dusendffnung derzeit
nicht maoglich.

In allen folgenden Abscheideexperimenten und Zplskionen wird die Dise

standardmalfiig verwendet.

4.7. Berechnung der Abscheideeffizienz durch Sedimentatn und

Diffusion

Ebenso entscheidend wie der Einfluss der StrémuimgeBlutriator und CulteX RFS sind

die physikalischen GesetzméaRigkeiten, denen dieekian Partikel auf Grund ihrer Gréf3e
bzw. ihrer Masse unterliegen. Zwei wichtige EinfiggoRen auf das Verhalten der Partikel
und auf die damit verbundene Abscheideeffizienddrildabei die Sedimentation auf Grund
der Schwerkraft und die Diffusion auf Grund von \Weelwirkungen. Beide Phanomene
werden im Folgenden intensiver betrachtet und &s @ulteX RFS an Hand einer Exposition

unter genau definierten Bedingungen berechnet.
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4.7.1. Sedimentation

Die Abscheidung von Partikeln durch Sedimentati@ndgt von der Mobilitat [B] und vom

Gewicht der Partikel ab. Die Mobilitat berechnehstlabei wie folgt:

Formel 7: Berechnung der Mobilitat der Partikel

_ C
3n*n*d
B = Mobilitat
= Gleitkorrekturfaktor fir das Gesetz von Stokes
T = Pi [3,1416]
n = Viskositat von Luft [1,8*10-5 kg/ (s m)]
d = Durchmesser

Das darlber hinaus fir die Berechnung der Sedirientaenétigte Gewicht von Partikeln
[W] in einem Aerosol ergibt sich aus der folgendetmel. Hierbei fliel3t die Dichtep] der
Partikel und die Gravitationsbeschleunigung [g] imitlie Berechnung ein.

Formel 8: Berechnung des Gewichts der Partikel

M, .3
W=_*d°*p*
6 P9

wW = Gewicht der Partikel

n = Pi [3,1416]

d = Durchmesser

) = Dichte der Partikel [angenommener Wert 1000 Rpy/m
g = Gravitationsbeschleunigung [9,81 fh/s
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Die Sedimentation wird aus der Mobilitdt [B], demewdcht der Partikel [W] und der

Geschwindigkeit der Partikel [v] berechnet.

Formel 9: Berechnung der Geschwindigkeit der Pdrtike

v=B*W
% = Geschwindigkeit der Partikel
B = Mobilitat

Gewicht der Partikel

Die mit dieser Geschwindigkeit in der Zeit [t] zak@elegte Sedimentationsstrecke [s]
ermoglicht im Vergleich zur H6he [h] die Bewerturadp ein Partikel abgeschieden wird [s >
h] oder nicht [s < h]. Die zur Berechnung der Digtdendtigte Formel ergibt sich dabei wie

folgt:

Formel 10: Berechnung der Sedimentationsstreck@ aeikel

s=v*t
S = Sedimentationsstrecke
% = Geschwindigkeit der Partikel
t = Zeit

Die Ergebnisse fir die Berechnungen der Abschefidesefz durch die Sedimentation [blau]
sind in Abbildung 4-33 im Vergleich zur im Folgemddeschriebenen Diffusion [rot]

dargestellt.

4.7.2. Diffusion

Der wichtigste Parameter fur die Abscheidung vontilkdn durch Diffusion ist der
Diffusionskoeffizient [D]. Dieser berechnet sichsader Mobilitdt [B], der sogenannten

Boltzmann Konstante [k] und der Temperatur [T].
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Formel 11: Berechnung des Diffusionskoeffizienten

D=B*k*T
D = Diffusionskoeffizient
B = Mobilitat
k = Boltzmann Konstante [1,38*T0W*s/°K]
T = Temperatur

Mittels des Diffusionskoeffizienten [D] lasst siche Anzahl der deponierten Partikel [N]
wahrend einer definierten Zeit [t] auf einer Fladteeechnen. Hierbei fliel3t die Konzentration

an Partikeln im betrachteten Aerosa][mit in die Berechnung ein.

Formel 12: Berechnung der Anzahl an deponierterikeart

D*t
N=2*n_*
0V m

N = Anzahl der deponierten Partikel

No = Partikelkonzentration des Aerosols
D = Diffusionskoeffizient

t = Zeit

n = Pi [3,1416]

Die Abscheideeffizienz durch Diffusion berechnethsiaus der Anzahl der deponierten
Partikel [N] im Verhéltnis zur Konzentration an Begln im betrachteten Aerosol Jjnund
der Hohe [h].

Formel 13: Berechnung der Abscheideeffizienz duriffufion

Effizienz = h
Mo
N = Anzahl der deponierten Partikel
= Partikelkonzentration des Aerosols
h = Hohe

Die Ergebnisse fir die Berechnungen der Abscheidesfz durch die Diffusion [rot] sind in
Abbildung 4-33 im Vergleich zur bereits beschriefre®Sedimentation [blau] abgebildet.
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Abbildung 4-33: Abscheideeffizienz von Partikeln durch Einfluss @&edimentation (blau) und der Diffusion

(rot) in Abhéngigkeit vom Durchmesser der Partikel.

Die in Abbildung 4-33 dargestellte Abscheideeffidedurch Diffusion und Sedimentation in

Abhangigkeit vom Durchmesser der Partikel veransitist, dass unter den gegebenen
Bedingungen eine Abscheidung von Partikeln mit miri@durchmesser unter 1 um nur sehr
begrenzt moglich ist. Die als blaue Linie abgehligdsedimentation fuhrt zwar zu einer 100%
Abscheidung aller Partikel tber 6,5 um hat abeiGegensatz zur Diffusion unterhalb von
etwa 0,7 um keinen Einfluss mehr auf die Effizieter Abscheidung. Die Diffusion hat

insgesamt betrachtet mit maximal 16% zwar nur eseér geringe Abscheideeffizienz
allerdings ermoglicht sie die Abscheidung von Ratti mit einem Durchmesser von bis unter
0,1 pm.

Im Gegensatz zur Abscheideeffizienz durch die Sedtation nimmt die Effizienz durch

Diffusion mit sinkendem Durchmesser zu.
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Fazit

Die auf theoretischen Berechnungen basierendenbhigge dieses Abschnittes legen ein
Problem des CultéxRFS offen, welches durch einfache Anderungen infbéw nicht zu

beheben ist. Der Einfluss von physikalischen Geséfigkeiten wie der Sedimentation
schrankt die Nutzbarkeit des Systems fur Partikeemem Durchmesser unter 1 um deutlich
ein. In diesem Bereich besteht also noch ein eiigiuOptimierungsbedarf zur Erhéhung
der Abscheideeffizienz. Ein moglicher Ansatz zuhd&rung wird erst zu einem spéateren
Zeitpunkt wieder aufgegriffen (Kapitel 4.13.2). D@ folgenden Abschnitt beschriebenen
Expositionen wurden unter den gegebenen Bedingungash ohne weitere bauliche

Veranderungen durchgefihrt.

4.8. Exposition von Zellen

Nach der Charakterisierung und erfolgreichen Optiomig des CultéXRFS Moduls folgt in
der néchsten Projektphase die Exposition kultigreftellen mit Druckluft und einer Reihe
von unterschiedlichen Substanzen. Neben der Aagesetation und der Abscheidung der
Partikel soll in diesem Abschnitt auch der Einfldes Tragergases (Druckluft) auf die Zellen
analysiert werden. Eventuelle Einflisse des Exjmosprozesses konnen somit bei der

Bestimmung der Substanzwirkung berticksichtigt werde

4.8.1. Vorbereitung der Exposition

Zur Vorbereitung der Exposition werden exakt 24ng8&n vor dem Start der Exposition die
Zellen in die Zellkulturinserts ausgesat (Kapitell®5) und unter zellspezifischen
Bedingungen angezogen.

Zu Beginn des Expositionstages erfolgt die Vorliergy der bendtigten 6-well
Zellkulturplatten fur die Abholung der Zellkultusarts nach der Exposition (1,5 ml
Wachstumsmedium pro Well). Die geflllten 6-Zellkmfilatten werden bei 37°C, 5% ¢O

und 95% rH fir mindestens eine Stunde im Brutsdhemvarmt. Parallel dazu wird eine
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Flasche mit Expositionsmedium (Kapitel 6.10.6) imutBchrank bereitgestellt (Richtwert:

40 ml pro Kammer).

Die Montage des Aerosolgenerators und der Expositnodule erfolgt nach Angaben des
Herstellers (Cultex Laboratories GmbH, Deutschlamdg¢ Einstellungen der Flisse und des
Aerosolgenerators erfolgen nach den in Tabelle &tSgeflihrten expositions- und

substanzspezifischen Vorgaben.

Tabelle 4-5:Einstellungen des Aerosolgenerators fir die eimerellestsubstanzen

Substanz Vorschub pro Stunde [mm]  Umdrehungen fuodg
Kupfer(ll)sulfat 4,5 800
Disperaf 2 800
Pural 200 1 800
Laktose 10 800
Bariumsulfat 15 800
Kupfer(ll)oxid 2,5 800

Eine Stunde vor der Exposition wird die Vakuumpungsstartet, um eine ausreichende
Vorwarmzeit fur die Massenflussreglern sicherzistel Im Anschluss daran erfolgt die

Verbindung samtlicher Leitungen fur die Druckluftdie Warmwasser- und die

Mediumversorgung an die Expositionsanlage. Die Pptigung der Anschliisse fir die

Absaugung der Kammern (inklusive Filter) und desdM@lusses erfolgt erneut kurz vor Start
des Vorlaufs.

Eine halbe Stunde vor Start der Exposition wird derosolgenerator gestartet und das
geschlossene Modul Uber den Zuleitungsschlauchdemt Elutriator verbunden. Wahrend
dieses Vorlaufs sind zur Einhaltung der Stromunigereits Zellkulturinserts ohne Zellen in

die Kammern des Moduls eingesetzt. Nach der 30mgenitEinlaufphase erfolgt das Fullen
der Kammern mit jeweils 25 ml Expositionsmediunes &insetzten der Zellkulturinserts und

das Absaugen des Mediums auf ein definiertes Level.

4.8.2. Expositionsdurchfiihrung

Zum Start der Exposition wird das Modul mit Expmsismedium gefillt und die
Zellkulturinserts in die Kammern eingesetzt. Daslen Zellkulturinsert befindliche apikale

Wachstumsmedium muss zu diesem Zweck ausgegosserevemtuelle restliche Tropfen
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vorsichtig mit einer Mikroliterpipette abgenommeenden. Vor dem Schliel3en des Systems
mit dem Handrad an der Hebevorrichtung erfolgt duAbsaugung des Uberschissigen
Expositionsmediums, ein Absenken des MediumspiegafsMembranhthe. Um mit der
Exposition beginnen zu kénnen, wird der Zuleitusgtsuch mit dem Elutriator bzw. mit
dem Mischgefald beim Kontrollmodul (Exposition mitudkluft bzw. Atemluft) verbunden.
Die intensive Uberpriifung der Einstellungen vor Beposition und die exakte Einhaltung
der Expositionszeit ist dabei entscheidend fiur enf@lgreiche Durchfiihrung.

Nach erfolgter Exposition werden zuerst die Zulagen fir das Aerosol und die Druckluft
getrennt und im Anschluss die Module gedffnet. IneiMfen erfolgt die Entnahme der
Zellkulturinserts mit einer Pinzette sowie das Utmse in die vorbereiteten 6-well
Zellkulturplatten mit vorgewarmten 1,5ml Wachstuneslium. Die unbehandelte
Vergleichsprobe wird parallel zu den exponiertefiefieebenfalls in 6-well Zellkulturplatten
umgesetzt (1,5 ml Wachstumsmedium).

Bis zur Auswertung der Exposition mittels eir@sll Proliferation Assayeder eines Laktat-
Dehydrogenase-Tests werden die Zellkulturplattenden exponierten Zellkulturinserts fur
genau 24 Stunden bei 37°C, 5% aMd 95% rH nachinkubiert.

Bei mehreren aufeinanderfolgenden Expositionen gaiing- oder unldslichen Substanzen
erfolgt zwischen den einzelnen Durchgangen der aussth eines Teils des
Expositionsmediums. Bei der Exposition mit gut icisén Substanzen sollte nach einem
Durchgang das komplette Nahrmedium ausgetauschdewebDiese Mal3hahme verhindert
eine Verfalschung der Ergebnisse durch ein indeekEinwirken der Substanzen aus dem

Expositionsmedium.

4.9. Exposition von Zellen mit Druckluft aus dem Kompresor

Zur Erarbeitung einer standardisierten Arbeitsaswaj, welche die Handhabung der
Zellenarbeiten und den Expositionsablauf definieverden zahlreiche Vorversuche mit
Druckluft durchgefiihrt. Die Expositionen der A548H&n erfolgten fur jeweils 15, 30 und 60
min. Die Zufuhr der Druckluft geschieht, in Analegiu den geplanten Expositionen mit den
Testsubstanzen, durch den Aerosolgenerator undehlignator, aus welchem ein konstanter
Fluss von 1,59 I/min durch das angeschlossene XCUulRFS Modul gesaugt wird. Der

Kammerstrom ist fiur die Expositionen wie bereits iden vorangegangenen
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Abscheideexperimenten mit Massenflussreglern aakte30 ml/min eingestellt. Unter diesen

Versuchsbedingungen ergeben sich je nach Langexaosition Gesamtdruckluftmengen
von 450, 900 und 1800 ml.

Expositionen mit gefilterter Kompressordruckluft éiic Air Type 300-50 Silent / Schneider
Druckluft GmbH) und einer anschlieenden 24stindijachinkubation zeigen wiederholt
im Cell Proliferation AssayVST-1 eine starke Abnahme der Vitalitat der expden Zellen.
Im Vergleich zu den nicht exponierten Zellen im Bahrank weisen die fir 30 und 60 min,
exponierten Zellen deutlich niedrigere Werte bei Bestimmung der optischen Dichte auf
(Abbildung 4-34).
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Abbildung 4-34: WST-1 Ergebnisse nach der Exposition mit Druckiwfs dem Kompressor. Dargestellt ist die

Schéadigung durch die Druckluft (rot) im Vergleiah zicht exponierten Zellen (griin) in Prozent.

Die Reduzierung der Zellvitalitat deutet auf eirgh&ligung durch die Kompressorluft unter
den gegebenen Versuchsbedingungen hin, die entwaefl@ne zu geringe Temperatur oder
relative  Luftfeuchtigkeit zurtckzufihren ist. Die hebretische Berechnung der
Luftfeuchtigkeit soll Aufschluss dariiber geben, ieweit dieser Einflussfaktor fur die
Reduktion der Zellvitalitat, z.B. durch Austrockmyverantwortlich sein kann.
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4.9.1. Theoretische Berechnung der Abgabe von Wasserdampbn den
Zellkulturen

Als Grundlage fur die Berechnung der Abgabe von s&aampf an der Oberflache der
Zellkulturmembranen und der damit verbundenen @étt der Luft Gber den Zellen wird ein
vereinfachtes Model angenommen. Hierbei verlawdt Siromung in einer Schicht mit einer
ebenen Deckwand, die parallel zur Membran des dilikinserts in einer H6he von 2,2 mm
angebracht ist. Die Oberflache, die Wasser abgé&ban, entspricht dabei mit 4,2 cm2 der
Flache einer Membran eines Zellkulturinserts. Exlwwingenommen, dass die einstromende
Luft keinen Wasserdampf enthdlt und an der Wasseildbhe stets der
Sattigungsdampfdruck herrscht.

Fur die Wasserdampfkonzentrationn der Entfernung von der Oberflache gilt zum Zeit-

punktt:
Formel 14: Berechnung der Konzentration an Wassgrtlam
c(x,t) =g (1= W(E))

Formel 15: Berechnung der unabhangigen Variable Xi

€

- X
2*,D*t

Formel 16: Berechnung des Fehlerintegrals

€ =2 fexpieud) do
ll" _\/?[O p

Co Wasserdampfkonzentration an der Oberflache
D Diffusionskoeffizient fur Wasserdampf in Luft
Zeit

e+

unabhangige Variable Xi

1} Fehlerintegral

Die Berechnungen werden schrittweise durchgefiihdem ringformige Volumenelemente
angenommen werden, die den Raum zwischen Membaokwand ausfullen. Zu diesen

Volumenelementen ergeben sich Radien, zu denersdaiggung mit Wasserdampf in den



Experimenteller Teil 91

Entfernungen 0,1; 0,2; 0,5; 1 und 2 mm berechnetievekann (Abbildung 4-35). Die Radien
und die relative Wasserdampfsattigung sind in Tlaleb aufgefuhrt.

!
1 Strémungsverlauf

Aerosolduse (Deckwand)

—+— Zellkulturinsert

Volumenelemente

— Oberflacheder
FlUssigkeit

Abbildung 4-35: Skizze der Volumenelemente (rot) zwischen der imhe der Flissigkeit und der
Aerosoldise (Deckwand). Der Stromungsverlauf isaliel zur Oberflache durch schwarze Pfeile daejkst

Die Entfernung von der Oberflache ist durch rotek®e in den Volumenelementen angezeigt.

Tabelle 4-6:Radien und Sattigungsgrade im vereinfachten Model

Radius Sattigungsgrad [%0]

[mm] 0,1 mm 0,2 mm 0,5mm 1 mm 2 mm
3,80 98,3 96,6 91,6 83,3 67,4
5,38 98,8 97,6 94,1 88,2 76,6
6,59 99,0 98,1 95,1 90,3 80,8
7,61 99,2 98,3 95,8 91,6 83,3
8,51 99,3 98,5 96,2 92,5 85,1
9,32 99,3 98,6 96,6 93,2 86,4
10,06 99,4 98,7 96,8 93,7 87,4
10,76 99,4 98,8 97,0 94,1 88,2
11,41 99,4 98,9 97,2 94,4 88,8
12,03 99,5 98,9 97,3 94,7 89,4

Die Tabelle zeigt, dass die relative Sattigungnmeren Radius geringer ist als in den auf3eren
Radien. Dabei nimmt der Sattigungsgrad mit groRErgfernung ab. Die Tatsache, dass der
Sattigungsgrad in der Nahe der Membran fir jedenl@eRadien tber 80% liegt, spricht
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gegen einen Einfluss der Luftfeuchtigkeit als Fequelle. Eine Ausnahme bilden hier
lediglich die inneren zwei Radien bei einem Abstaraeh 2 mm. Diese Entfernung sollte
allerdings keinen Einfluss auf die Zellen haben.

Zusatzlich zu den Berechnungen werden die Tempeunaul die relative Luftfeuchtigkeit der
mit dem Kompressor generierten Druckluft bestimnitierbei zeigen sich starke
Schwankungen besonders bei der relativen Luftfegiodit (4-23%). Auf Grund der sich
standig wechselnden Bedingungen bei der Generiemgg Druckluft und der nicht
auszuschlieRenden Mdglichkeit von Kontaminatiomeder Druckluft durch Ol, wird fiir eine
weitere Versuchsreihe die Druckluftversorgung atémluft aus Flaschen umgestellt (DIN
12021 / Linde AG).

4.10. Exposition von Zellen mit Atemluft aus Gasflaschen

Die Umstellung auf Atemluft soll alle auf3eren Hisifaktoren eliminieren und eine
Exposition unter standardisierten Bedingungen geeisten. Der Anschluss an die
Luftleitung erfolgt dabei vergleichbar zur Kompredaft mit einem regulierten
Eingangsdruck von 3 bar zur Druckluftregelung untee eingestellten Fluss von 8 I/min
zum Aerosolgenerator.

Die Ergebnisse der unter identischen Versuchsbadgen mit Atemluft durchgefihrten
Expositionen sind in Abbildung 4-36 dargestellteBesultate de€ell Proliferation Assay
WST-1 zeigen im Vergleich zur Kompressorluft eireutliche Verbesserung der Werte fur

die Vitalitat der Zellen nach der Exposition, unabdig von der Lange der Exposition.
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Abbildung 4-36: WST-1 Ergebnisse nach der Exposition mit Atem{DiftN 12021) aus einer Druckluftflasche.

Dargestellt ist die Schadigung durch die Drucklféit) im Vergleich zu nicht exponierten Zellen (gjlin
Prozent.

Fazit

Auf Grundlage der Ergebnisse der Expositionen istdegfinierte Atemluft als Vergleich fur

die Substanztestung der Druckluft aus dem Kompresswzuziehen. Die deutliche

Abhangigkeit der Luftqualitdit von schwer zu konliemenden Faktoren wie der

Umgebungstemperatur, der relativen Luftfeuchtigkeitt der Reinheit der Druckluft spricht
fur eine vollstandige Umstellung der Versorgung Atgmluft aus Druckluftflaschen. Fur die
in den folgenden Abschnitten beschriebenen Exmposti von Zellen mit verschiedensten
verstaubten Feststoffen wird ausschlie3lich defieidtemluft nach DIN 12021 (Linde AG)

verwendet.
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4.11. Exposition von Zellen mit verstaubten Feststoffen

Nach der Optimierung der Druckluftexposition ertotie Beaufschlagung von Zellen mit
partikelhaltiger Luft aus dem Aerosolgenerator. Gagensatz zum Einsatz reiner Druckluft
als Testaerosol setzt die Exposition mit einem dteffteine grtindliche Beschreibung der
Eigenschaften der Substanzen voraus. Neben derhgiosmg auf der Membran werden
hierbei auch die Press- und Generierungseigenschaér Stoffe intensiver betrachtet und die
Einstellungen dementsprechend angepasst. Diesees¥werlangt eine genaue Einhaltung
der Durchfiihrung der einzelnen Teilschritte undeéiorcharakterisierung der zu testenden

Stoffe, welche im folgenden Abschnitt beschriebemden.

4.11.1.Herstellung der Substanzpresslinge

Die Herstellung des Substanzpresslings erfolgt satistanzspezifischen Vorgaben mit einer
hydraulischen Presse (CulfexyP -Hydraulic Press/ Cultex Laboratories GmbH) in einen
speziellen Presszylinder. Vor Beginn des eigerglicRressvorgangs mussen die Presszeit (in
Sekunden) und der Pressdruck (Oldruck in bar) sietjfewerden (Abbildung 4-37).

Die Presszeit wird Uber einen Zeitregler an demSgite der Presse geregelt und kann in
Sekundenschritten variiert werden. Der genaue &mnesls wird Uber den Druck und die
Menge der zugefiihrten Druckluft geregelt und kabenéalls an der Stirnseite des Gerates
eingestellt werden. Zum Ablesen des aktuellen Hrasks muss die Schublade im unteren
Teil der Presse herausgezogen und d@ess$-Knopf betétigt werden. Der Oldruck des
Pressstempels (in bar) ist auf einer Digitalanzaiglesbar.

Fur einen Pressschritt wird eine definierte Mengesabstanz in einen Presszylinder gefullt,
ein PressstoRel in den Presszylinder eingesetzt haides in die daflr vorgesehene
Aussparung in der Schublade positioniert. Die Stddé mit dem Presszylinder muss
vollstandig in die Presse eingeschoben werden beleor Pressvorgang durch erneute
Betatigung des Rress-Knopfes ausgeldst werden kann. Nach Ablauf dergestellten
Presszeit fahrt die Presse wieder in ihre Ausgargigspn zuriick. Nach Herausziehen der
Schublade kann der Presszylinder enthommen unckifign weiteren Pressschritt gefullt
werden. Die Pressprozedur wird so lange wiederhisit2/3 des Zylinders mit Substanz

gefullt ist.
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Formel 17: Berechnung der Presskraft

Presskraftkg] = ((0,053 Oldruck[bar]) + 0,1899) 100

StandardméafRig wurde fur alle Substanzen ein Pregsdron 450 kg [82 bar] bei einer
Presszeit von drei Sekunden festgelegt. Bei derefaéion von Laktose Monohydrat
resultierte aus diesen Einstellungen allerdinge eun geringe abgeschiedene Masse auf den
Membranen. Zur Erhéhung der generierten Masse jéimdier gepressten Materials im
Presszylinder wurde der Wert auf 600 kg [110 badhgesetzt.

Abbildung 4-37: A) Darstellung der fiir die Pressung der Pulvemegreten hydraulischen Presse CultelyP

- Hydraulic Press mit der Druckanzeige B) Darstellung der hylisehen Presse Cult&yP -Hydraulic Press
(Querschnitt). C) Darstellung der herausgezogeneessBchublade mit Presszylinder und Presskolben
(Querschnitt). D) Darstellung des Presszylindersresd eines Pressvorgangs (Querschnitt).
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4.11.2.Bestimmung der Eigenschaften der Testsubstanzen

Der Ablauf zur genaueren Bestimmung des VerhaltensSubstanzen ist nahezu identisch zu
einer normalen Exposition mit Zellen. Dabei werdka Zellkulturinserts durch die bereits

beschriebenen Insertnachbildungen ersetzt. Die &dubngen wahrend der Durchfihrung
der einzelnen Schritte der Pressung und der Aegesetation dienen der Auswahl des
Pressdrucks und der Presszeit sowie des Vorschubsier Anzahl an Umdrehungen des

Schabers.

Die folgenden Eigenschaften der Substanzen sin€i dadbesondere zu beachten:
« Verhalten bei der Pressung
* Verhalten bei der Aerosolgeneration
* Aussehen des Aerosols im Elutriator
» Partikel- und Massenverteilung
» Verteilung auf die drei Kammern

* Verteilung innerhalb einer Kammer

Die Pressung (Kapitel 4.11.1) der Substanzen drédégndardmafig mit 450 kg (82 bar) bzw.
600 kg (110 bar). Wahrend des Pressvorgangs legHauptaugenmerk auf der Verdichtung
des Materials sowie auf der Stabilitat des Predskug Bei den einzelnen Pressschritten
durfen sich keine separaten Einzelschichten bildenPresskuchen sollte aber auch nicht aus
dem Zylinder fallen. Gegebenenfalls wird die Substamit zwei verschiedenen
Presseinstellungen gepresst und die Anwendbar&eEitstellungen verglichen.

Im zweiten Schritt erfolgt die Festlegung des Vardgzs und der Umdrehungsgeschwindigkeit
des Aerosolgenerators. Hierfiur wird der Zylinderden Aerosolgenerator eingespannt und
mit Standardeinstellungen von 2 mm/Std bei 800 Wdngen pro Stunde gestartet.
Wahrend einer 30minutigen Einlaufphase wird dasosar im Mischgefald mit einer
Halogenlampe beobachtet. Das Abscheideverhaltenmitedem Auge sichtbaren grof3en
Partikel oder Bruchstiicke gibt einen ersten Anpalt&t Uber die Verwendbarkeit der
Einstellungen. Ein zu hoher Vorschub kann grol3erestnzsticke aus dem Presskuchen
herausbrechen und diesen unbrauchbar machen. Iimsdten Fall verstopft die Klinge des

Aerosolgenerators vollstandig. Zur genaueren Bewegrt wird eine Exposition mit
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Filterpapieren in den Insertnachbildungen durchigefiund dabei die Verteilung Uber die
Kammern untereinander gravimetrisch bewertet.

Die Wahl der Einstellungen des Aerosolgeneratorslié einzelnen Zellexpositionen erfolgt
nach dieser Filterbeaufschlagung so, dass bei &dmerinttigen Exposition 200 ug der zu
testenden Substanz pro Zellkulturinsert (4,%)caibgeschieden werden. Dies entspricht einer
deponierten Masse von etwa 50 pgfdiir ein 6-well Zellkulturinsert. Die Einstellungeder
Masse werden auf Grund von vergleichbaren Submgeoséionen ausgewahlt
(NanoCare_Project_Partners 2009; Nau and Krug 208Bjlenen der minimale Effektlevel

bei etwa 25-50 pg/ctag.

4.12. Durchfihrung der Exposition

Nach einer intensiven Charakterisierung der Testsmzen wird fUr jede Substanz ein
spezifisches Protokoll fur die Pressung und Generge des Aerosols erstellt. Die nach

diesen Protokollen durchgefihrten Expositionen drel daraus resultierenden Ergebnisse
sind im folgenden Abschnitt fir die einzelnen Sahgen aufgefuhrt.

Vor Beginn jeder Zellexposition erfolgt ein Vorlaubn 30 min zur Gewahrleistung einer

glatten Schnittflache im Presszylinder und somiteeigleichméafigen Aerosolgenerierung.
Die vorbereiteten Zellkulturinserts mit den kulavien Zellen werden im Anschluss an die
Einlaufphase in das Modul eingesetzt und exponilidch der Exposition und einer

24stundigen Nachinkubation erfolgt die Auswertueg schadigenden Wirkung mittels eines
Cell Proliferation Assay8VST-1.

Fur alle Substanzen wird dartiber hinaus eine Ekpasreihenfolge von 60 min, 30 min und

15min  mit einem Mediumaustausch von 25ml zwischeden einzelnen

Expositionsdurchgangen festgelegt.

4.12.1.Disperal®

Das Aluminiumhydroxid-Pulver Dispefal(Sasol Germany GmbH) wird fiir die Exposition
mit 450 kg (82 bar) gepresst und mit 800 Umdreharige einem Vorschub von 2 mm/Std
generiert. Die daraus resultierenden abgeschiedklassen sind in Tabelle 4-7 aufgefuhrt.
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Die ausgewogene Masse liegt dabei mit durchsciohittt31 pg bei einer 30minitigen

Exposition leicht Gber den angestrebten 200 pgbbaagig davon ist eine Linearitat tber die

Zeit zu erkennen mit der sich eine Dosis-Wirkungsdteung erstellen lasst.

Tabelle 4-7: Abgeschiedene Massen an Disperal

Durchgang Exposit_ionszeit Filter in Filter in Filter in
[min] Kammer 1 [pg]| Kammer 2 [ug]| Kammer 3 [ug]
1 60 444 445 441
2 30 229 231 232
3 15 85 102 93

Die nach den Abscheideexperimenten mit DisPemittels APS hinter dem Elutriator

bestimmte Partikelanzahlverteilung (blau) und dertiRelmassenverteilung (rot) sind in

Abbildung 4-38 gegen die Partikelgrol3e (linearigierAchse) aufgetragen.
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Abbildung 4-38: Aus der APS-Messung berechnete PartikelgroReru)(hlad -massenverteilung (rot) von
Disperal.

Bei der Betrachtung der GroéRenverteilung fiir Diaffereigt sich ein deutlicher Peak bei

etwa 0,7 um [2,9x10 Partikel/(um+*cni)]. Damit liegt der Hauptanteil der generierten

Partikel in einem GréRRenbereich, welcher unter degebenen Bedingungen nicht durch
Sedimentation abgeschieden wird. Diese Submikrapestikel machen jedoch bei der

Massenverteilung nur einen sehr geringen Teil desaBitmasse aus. Der massenmalig
grof3te Anteil entfallt auf Partikel im Bereich zelen 2 und 5 pm.
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Abbildung 4-39: Vitalitat (WST-1) der eingesetzten Zellen nacheusthiedlich langen Expositionen mit
Disperaf (blau) im Vergleich zur Atemluft (rot) und zu nicexponierten Zellen (griin). Die Vitalitat der mit
Atemluft exponierten Zellen wurde fiir die Darstaliyals 100% angenommen.

Die Vitalitat der eingesetzten Zellen nimmt nach @xposition mit Disperal stark ab
(Abbildung 4-39). Bei einer 60minitigen Expositiomt einer Gesamtmasse von ~443 ug
(106 pg/cm) zeigt sich so eine deutliche Reduktion von 75%Mergleich zu den parallel
den mit Atemluft exponierten Zellen. Bereits mitvat93 pg pro Well (22 ug/chwéhrend
einer 15mindtigen Exposition liegt eine deutlichedBktion der Vitalitdt um ein Drittel zur
Vergleichsvitalitat vor.

4.12.2.Pural 200°

Pural 206 (Sasol Germany GmbH) ist ebenfalls ein Aluminiumifoxid-Pulver mit
vergleichbaren Eigenschaften wie das im Abschnit24 getestete DispefalDas Pulver
wird ebenso wie Dispefaimit 450 kg (82 bar) gepresst und mit 800 Umdreleartgei einem
Vorschub von 1 mm/Std generiert. Die abgeschiedeNassen sind in Tabelle 4-8
aufgefuhrt. Die ausgewogene Masse liegt mit dutohisitich 232 pg wahrend einer
Exposition von 30 min ebenfalls Gber 200 pug. Eineehritat Gber die drei Zeitpunkte war im
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Vergleich zum Disper@l nicht zu erkennen. Die bei einer 60miniitigen Eijms

abgeschiedene Menge an Pural2@® mit 509 pg deutlich tiber den angestrebtenp4§0

Tabelle 4-8: Abgeschiedene Massen an Pural®00

Durchgang Expositionszeit Filter in Filter in Filter in
[min] Kammer 1 [pg]| Kammer 2 [ug]| Kammer 3 [ug]

1 60 506 486 535

2 30 238 214 244

3 15 142 153 131

Die mit dem APS hinter dem Elutriator bestimmtetiRatanzahlverteilung (blau) und die

Partikelmassenverteilung (rot) bei der Generation ¥ural 208 sind in Abbildung 4-40

gegen die PartikelgréRe (linearisierte x-Achse)gatrhgen. Die Skalierung der beiden

y-Achsen wurde im Vergleich zum Dispétaingepasst.
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Abbildung 4-40: Aus der APS-Messung berechnete PartikelgroRen)(bied -massenverteilung (rot) von Pural

200°.

Im Vergleich zum Disper&ibesitzt auch Pural 260n der GréRBenverteilung einen deutlichen
Peak bei 0,7 pm. Die Anzahl der Partikel in diesd@areich liegt mit 4,8x10

Partikel/(um*cn) weit tiber dem von Dispefal Die Verteilung der Masse weist auch fir

Pural 206 einen Peak von deutlich tUber 1 um auf, fur diefiegt die Masse mit

1,3x10 pg/(um*nt)

aber

nur

bei

etwa 50%

im  Vergleich

zum  Disperal

[2,5x1F pg/(um*nT)]. Der massenmaRig grofRte Anteil entfallt auf iRaftim Bereich

zwischen 0,7 und 4,5 pm.
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Abbildung 4-41: Vitalitat (WST-1) der eingesetzten Zellen nacheusthiedlich langen Expositionen mit Pural
200° (blau) im Vergleich zur Atemluft (rot) und zu nicexponierten Zellen (griin). Die Vitalitat der mit
Atemluft exponierten Zellen wurde fiir die Darstaeliuals 100% angenommen.

Ebenso wie beim Dispefahimmt die Vitalitat der Zellen nach der Expositimit Pural 208

ab (Abbildung 4-41). Bei einer 60minutigen Expasitist der Ruickgang trotz einer hoheren
Gesamtmasse von ~509 ug (121 pdgjomit etwa 60% geringer als bei einer vergleichbare
Exposition mit Disperd (443 pug). Wahrend einer 15minitigen Expositiongtliedie
Reduktion der Vitalitat mit etwa 142 pug pro Well(@g/cnf) nur bei 25% im Vergleich zu
den mit Atemluft exponierten Zellen.

4.12.3.Bariumsulfat

Bariumsulfat (Sachtleben Chemie GmbH) wird mit 4& (82 bar) gepresst und mit 800

Umdrehungen bei einem Vorschub von 1,5 mm/Std ¢gememDie daraus resultierenden

abgeschiedenen Massen sind in Tabelle 4-9 aufgefDie Werte liegen nach 30 min, mit

durchschnittlich 206 pg nur geringfligig tiber degestrebten 200 pg, allerdings weisen die
Werte der drei Kammern untereinander eine grolfustg auf.
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Tabelle 4-9: Abgeschiedene Massen an Bariumsulfat
Durchgang Exposit'ionszeit Filter in Filter in Filter in
[min] Kammer 1 [pg]| Kammer 2 [ug]| Kammer 3 [ug]
1 60 476 459 452
2 30 219 191 209
3 15 98 90 100

Die Partikelanzahlverteilung (blau) und die Pattikessenverteilung (rot) bei der Generation

von Bariumsulfat sind in Abbildung 4-42 dargestelllie beiden y-Achsen wurden zur

besseren Darstellung der Daten angepasst.
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Abbildung 4-42: Aus der APS-Messung berechnete PartikelgroReru)(hlad -massenverteilung (rot) von
Bariumsulfat.

Die Partikelanzahl- und die Partikelmassenvertgilwon Bariumsulfat zeigen ein dem
Disperaf vergleichbares Bild. Der Hauptanteil an Partikdiegt dabei groRenmaRig
wiederrum deutlich unter 1 um. Der vergleichswéigbere Anteil von Partikeln im Bereich
von 2-6 um fuhrte zu einem Peak in der Massenvenigi im Bereich Uber 4 um
PartikelgroRe. Der Grofiteil der durch Sedimentagoh den Membranen abgeschiedenen
Partikel entfallt auf den Mikrometerbereich. Im Wktich zum Disper&l und Pural 209 ist
somit kein signifikanter Unterschied zu erkennen.
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Abbildung 4-43: Vitalitat (WST-1) der eingesetzten Zellen nacheusthiedlich langen Expositionen mit
Bariumsulfat (blau) im Vergleich zur Atemluft (rathd zu nicht exponierten Zellen (griin). Die Vit@ider mit
Atemluft exponierten Zellen wurde fiir die Darstaliyals 100% angenommen.

Die WST-1 Ergebnisse nach der Exposition mit Bagulfat zeigen eine ahnliche Abstufung
in der Vitalitait der Zellen wie bereits nach denpBsitionen mit Pural 260 Eine
dosisabhangige Wirkung von Bariumsulfat auf dieletelist bei der Verdopplung der
abgeschiedenen Masse nur zwischen der 15minii@@mg/cni) und der 30miniitigen
Exposition (49 pg/ch) zu erkennen. Bei der 60miniitigen Exposition ist®chadigung trotz
einer vergleichbar hoheren Gesamtmasse von 11@figm Vergleich zur 30minitigen
Exposition nur noch minimal verstarkt.

4.12.4.Kupfer(ll)sulfat

Die Exposition mit Kupfer(ll)sulfat (Sigma AldricmbH) wird mit einem Vorschub von
4,5 mm/Std bei 800 Umdrehungen pro Stunde durchgefiDie daraus resultierenden
abgeschiedenen Massen sind in der folgenden Talaeifgefiihrt (Tabelle 4-10). Die
ausgewogene Masse liegt mit einem Mittelwert vor8 2§ wahrend einer 30mindtigen

Exposition genau im angestrebten Bereich und weisteine geringe Streuung uber die drei
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Kammern auf. Eine Verdopplung der Expositionszeih L5 min auf 30 min fuhrt zu einer

Verdopplung der abgeschiedenen Masse. Die Masde 6@amin liegt mit 454 ug wieder

hoher als der erwartete Wert von 400 ug.

Tabelle 4-10:Abgeschiedene Massen an Kupfer(ll)sulfat

Durchgang Exposit_ionszeit Filter in Filter in Filter in
[min] Kammer 1 [pg]| Kammer 2 [ug]| Kammer 3 [ug]
1 60 456 454 453
2 30 200 205 204
3 15 101 94 98

Die Partikelanzahl (blau) und die Partikelmasseteileng (rot) bei der Generation von

Kupfer(ll)sulfat sind in Abbildung 4-44 dargestelie beiden y-Achsen wurden zur besseren

Darstellung der Daten angepasst.
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Abbildung 4-44: Aus der APS-Messung berechnete PartikelgroReru)(hlad -massenverteilung (rot) von

Kupfer(ll)sulfat.

Die Messung der PartikelgroRenverteilung zeigtkupfer(ll)oxid einen deutlichen Peak bei

0,9 um und liegt damit héher als bei den vorangggaen Substanzen. Die, mit steigender

Partikelgré3e abfallende Kurve weist keine Partg@3er als 9,8 um auf. Hieraus resultiert

eine deutliche Kurve bei der Massenverteilung imeigd von 0,5 um bis 9,8 um mit einem

Peak bei etwa 3,8 um.
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Abbildung 4-45: Vitalitat (WST-1) der eingesetzten Zellen nacheusthiedlich langen Expositionen mit
Kupfer(Il)sulfat (blau) im Vergleich zur Atemluftgt) und zu nicht exponierten Zellen (gruin). Digalitat der
mit Atemluft exponierten Zellen wurde fur die Dadfting als 100% angenommen.

Die Analyse der metabolischen Aktivitat der Zellettels des WST-1 Tests zeigt bereits
nach 15 min eine starke Abnahme der Zellvitalitéat 80% im Vergleich zur Atemluft
(Abbildung 4-45). Mit fortschreitender Expositiomeeer sinkt die Vitalitat auf 6% (60 min)
des Ausgangswerts ab. Diese starke zytotoxisché&uwMyr hebt Kupfer(ll)sulfat von den
anderen Substanzen ab, eine Tatsache die womduglictie gute Ldslichkeit der Substanz
zurlckzufihren ist. Eine weitere Iosliche Subst#sizLaktose, die in der Testreihe als

Negativsubstanz eingesetzt wird und keine Schadiguiweisen sollte.

4.12.5.Laktose Monohydrat

Die Generation des Aerosols aus gepresstem (60Q&gpse Monohydrat (Fluka) erfolgt
mit einem Vorschub von 10,0 mm/Std bei 800 Umdrefemnpro Stunde. Damit unterscheidet
sich die Substanz sowohl in der bendtigten Prefisidsaauch im Vorschub deutlich von den
weiteren Testsubstanzen. Die aus der Generatioitiegenden abgeschiedenen Massen sind

in Tabelle 4-11 dargestellt. Der Mittelwert der geswogenen Masse liegt wahrend einer
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30mindtigen Exposition mit 181 pg unter den ge@ar200 pug und lasst sich auch mit einer
Verdopplung des Vorschubs nicht signifikant erhéhere Tatsache, dass die Werte nach
einer 15minutigen Beaufschlagung mit durchschaittlil4 pg tUber den erwarteten 100 ug
liegen, lasst ein generelles Problem bei der Abdang von Laktose Monohydrat vermuten.
Dass die mehrfache Wiederholung der Abscheidungegieichbare Ergebnissen liefert, zeigt

dass auch mit Laktose Monohydrat eine reproduzierBaposition moglich ist.

Tabelle 4-11:Abgeschiedene Massen an Laktose

Durchgang Exposit'ionszeit Filter in Filter in Filter in
[min] Kammer 1 [pg]| Kammer 2 [ug]| Kammer 3 [ug]

1 60 351 364 346

2 30 195 173 175

3 15 116 119 108

Die Partikelanzahlverteilung (blau) und die Pattk&ssenverteilung (rot) bei der Generation

von Laktose Monohydrat sind in Abbildung 4-46 datgét. Die beiden y-Achsen wurden

zur besseren Darstellung der Daten angepasst.
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Abbildung 4-46: Aus der APS-Messung berechnete PartikelgréReru)(hlad -massenverteilung (rot) von
Laktose Monohydrat.

Die Messergebnisse des APS weisen im Bereich W@tgrm fur eine Laktose Monohydrat
eine dem Kupfer(ll)sulfat &hnliche GroéfRenverteiluagf. Im Grdl3enbereich Uber 10 pm
finden sich wie bei Pural 260einige wenige Partikel, welche bei der Beaufsamtagauf

Grund ihrer Masse zu 100% abgeschieden werdenPBigkelanzahlverteilung weist wie
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Pural 206 und Disperdl einen Peak bei 0,7 pum auf und weicht somit vonangegangenen

Kupfer(ll)sulfat ab. Der Hauptpeak fur die Massatedung liegt bei einer Partikelgrof3e von
2,5 um bis 6 pm.
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Abbildung 4-47: Vitalitat (WST-1) der eingesetzten Zellen nacheusthiedlich langen Expositionen mit
Laktose Monohydrat (blau) im Vergleich zur Ateml(fbt) und zu nicht exponierten Zellen (griin). Digalitat
der mit Atemluft exponierten Zellen wurde fir diafStellung als 100% angenommen.

Die Bestimmung der metabolischen Aktivitat nach Beaufschlagung von A549-Zellen mit

Laktose Monohydrat weist auch flr diese Substane geringe Schadigung auf (Abbildung
4-47). Allerdings liegt diese nach der maximalerp@&sitionszeit von 60 min nur bei etwa

28% im Vergleich zur Atemluft. Da eine Schadiguregy dellen durch Laktose Monohydrat

auf Grund von Vergleichsdaten nicht zu erwarten egmm ist, deutet alles auf einen
Uberdosis- oder Uberladungseffekt hin. Eine Tatsacdhe durch die genauere Betrachtung
der Membranen nach der Beaufschlagung in einem &khetlngsexperiment untermauert
wird. Hierbei zeigt sich nach der 60minltigen Expos eine geschlossene Schicht an
Laktose Monohydrat tber den Zellen.
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4.12.6.Kupfer(ll)oxid

Das eingesetzte Kupfer(ll)oxid (Sigma Aldrich) windit 450 kg (82 bar) gepresst und mit
800 Umdrehungen bei einem Vorschub von 2,5 mm/8teegert. Die daraus resultierenden
abgeschiedenen Massen sind in Tabelle 4-12 aufgefDle ausgewogenen Massen liegen
nach 30 min mit durchschnittlich 189 ug geringfugigter den angestrebten 200 ug.

Insgesamt ist die Verteilung Uber die drei Kammenit etwa 2% Abweichung sehr

gleichmafig.

Tabelle 4-12:Abgeschiedene Massen an Kupfer(ll)oxid

Durchgang Expositionszeit Filter in Filter in Filter in
[min] Kammer 1 [pg]| Kammer 2 [ug]| Kammer 3 [ug]
1 60 461 443 453
2 30 191 187 190
3 15 90 85 92

Die Partikelanzahlverteilung (blau) und die Pattikessenverteilung (rot) bei der Generation

von Kupfer(ll)oxid sind in Abbildung 4-48 dargedtelDie beiden y-Achsen wurden zur

besseren Darstellung der Daten angepasst.
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Abbildung 4-48: Aus der APS-Messung berechnete PartikelgréReru)(hlad -massenverteilung (rot) von

Kupfer(Il)oxid
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Die Partikelanzahl- und die Partikelmassenvertgiluon Kupfer(ll)oxid zeigen ein ahnliches
Bild wie die bis hierhin getesteten Substanzen. dertliche Peak im Bereich unter einem
Mikrometer ist mit 2,4E+1Dsehr viel niedriger als z.B. bei Dispétaind Pural 200. Neben
diesem Hauptpeak ist ein kleinerer Nebenpeak véru® zu erkennen. In diesem Bereich
befindet sich auch der Hauptanteil der Partikelmagsrteilung.

Insgesamt zeigt sich auch fur die Massenverteileingahnliches Bild wie fur die anderen
bisher beschriebenen Substanzen.
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Abbildung 4-49: Vitalitat (WST-1) der eingesetzten Zellen nacheusthiedlich langen Expositionen mit
Kupfer(Il)oxid (blau) im Vergleich zur Atemluft (tpund zu nicht exponierten Zellen (grun). Die Vittg der
mit Atemluft exponierten Zellen wurde fur die Dadling als 100% angenommen.

Die Ergebnisse des WST-1 Tests nach der Expositiin Kupfer(ll)oxid weisen eine
dosisabhangige Abnahme der Vitalitat auf. Eine ¥ppdung der Expositionszeit und somit
auch der Dosis resultiert in einer Verdopplung &shadigung der exponierten Zellen.
Insgesamt nimmt die Vitalitat bei der maximalen &sipionszeit von 60 min um etwa 73%
ab, ein vergleichbares Ergebnis zeigten die Ergsbenhach der Exposition mit Dispétal

Nach Kupfer(ll)sulfat besitzt Kupfer(ll)oxid zusanem mit Disperdl das héchste toxische
Potential.
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Fazit

Die Ergebnisse der Experimente zeigen, dass mit @alteX’ RFS und dem entwickelten
Aufbau eine stabile Exposition sowie reproduziegtBeaufschlagung von kultivierten Zellen
unter definierten Bedingungen mdglich ist. Eineislmlshangige Schadigung der Zellen durch
die Substanzen konnte dabei nachgewiesen werdere ¥grgleichbare Exposition mit
unterschiedlichen Substanzen zur Untersuchung kiar taxischen Wirkung ist realisiert
worden und soll als Grundlage fur die Untersuchumgweiteren Endpunkten dienen.

Die Daten zeigen dariiber hinaus auch, dass einst&ubspezifische Gréf3enverteilung des
Ausgangmaterials bei der Generation mit eif@unst Feedemach Wright nur begrenzt eine
Rolle spielt. So weisen Pural 20@ind Disperd trotz einer AusgangspartikelgroBe von
25 um bzw. 40 um eine vergleichbare PartikelgroBeaaitung auf wie z.B. Kupfer(ll)oxid
(5um). Da eine genaue Aussage Uber den Einfluss RédetikelgréRe unter diesen
Versuchsbedingungen nicht moéglich erscheint, muss Alfbau diesbezlglich erweitert
werden. Im Kapitel 4.13.1 soll zu diesem Zweck léaskadenimpaktor in den bestehenden
Aufbau integriert werden, um eine Separierung detilkel nach ihrer GroRe zu ermdglichen.
Da mit sinkender PartikelgroRe die Effizienz ders@lfreidung stark abnimmt soll in diesem
Zusammenhang auch eine Methode zur gerichteten diEpo installiert werden (Kapitel
4.13.2).

Die Tatsache, dass bis auf Kupfer(ll)sulfat und tbak alle anderen Substanzen
vergleichbare Werte im WST-1 aufweisen, fuhrt zu Beage der Sensitivitat des WST-1
Tests bzw. seiner Trennscharfe, um kleine Unteeslehiin der toxischen Wirkung von
Substanzen sinnvoll darzustellen. Es werden desimld~olgenden an Hand von zwei
weiteren Endpunkten die schadigende Wirkung vonf&nib)oxid und Bariumsulfat genauer

betrachtet.

4.12.7.LDH-Assay nach der Exposition mit ausgewéhlten Sulbgnzen

In einer weiteren Versuchsreihe werden ExpositiomgnBariumsulfat und Kupfer(ll)oxid
durchgefuhrt. Ziel dieser Experimente ist die Bastung der freigesetzten Laktat-
Dehydrogenase mit de@ytoTox 98 Assayl DH.
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Die Durchfihrung der Exposition der Zellen erfodigtbei wie bereits beschrieben. Nach der
24stundigen Nachinkubation wird im basalen Mediuntethalb der Zellkulturinserts die
Konzentration an Laktat-Dehydrogenase mittels ae¥Kapitel 6.12, beschriebenen Tests
bestimmt. Eine grol3ere Schadigung der Zellmember eine erhéhte Anzahl zerstorter
Zellen resultiert in einem erhéhten Messwert bei Bestimmung der optischen Dichte
(490 nm).

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die in #Adilng 4-50 und Abbildung 4-51
dargestellten Daten in Prozent zur Lyse, der maim&glichen LDH-Freisetzung,
angegeben. Ein Wert von 100% entspricht somit ewwlstandigen Schadigung oder
Zerstorung aller Zellen eines Zellkulturinserts.
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Abbildung 4-50: Freisetzung von Laktat - Dehydrogenase (LDH) degesetzten Zellen nach unterschiedlich
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langen Expositionen mit Bariumsulfat (blau) und mteft (rot) und im Vergleich zur Lyse und zu nicht
exponierten Zellen (griin). Die LDH-Konzentrationrdeyse dient als Anhaltspunkt fir die maximale

Freisetzung von Laktat - Dehydrogenase und wurddi&iDarstellung als 100% angenommen.

Die Daten der Expositionen mit Bariumsulfat (dreabhéangige Experimente) belegen eine
deutlich verstarkte Freisetzung an LDH im Verglezchden mit Atemluft exponierten Zellen.
Uber die Zeit gesehen, ist dariiber hinaus eindéteidbstufung von der 60miniitigen (64%),

uber die 30mindtige (59%) bis hin zur 15minutigexpésition (49%) zu erkennen. Eine
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deutlich erkennbare Schadigung durch die AtemiuftMergleich zu den nicht exponierten

Zellen liegt nicht vor.
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Abbildung 4-51: Freisetzung von Laktat - Dehydrogenase (LDH) degesetzten Zellen nach unterschiedlich
langen Expositionen mit Kupfer(ll)oxid (blau) undeMluft (rot) und im Vergleich zur Lyse und zu rich
exponierten Zellen (grin). Die LDH-Konzentrationrdkeyse dient als Anhaltspunkt fir die maximale

Freisetzung von Laktat - Dehydrogenase und wurddi&iDarstellung als 100% angenommen.

Die Konzentration an Laktat-Dehydrogenase im basdledium der mit Kupfer(ll)oxid
exponierten Zellen weist nach der 24stiindigen Néclgation einen deutlichen Anstieg im
Vergleich zur Atemluft und zu den nicht exponierigellen auf. Die Schadigung liegt im
Vergleich zu Bariumsulfat deutlich niedriger (etwl@% der Lyse) und es erfolgt kein
erkennbarer Anstieg Uber die drei Expositionszeiten

Auch bei den Expositionen mit Kupfer(ll)oxid istike erkennbare Schadigung durch die
Atemluft im Vergleich zu den nicht exponierten 2ellerkennbar.

Die mit Hilfe des CytoTox 98 Assaygewonnen Daten zeigen im Vergleich zu@ell
Proliferation AssayWST-1 einen erkennbaren Unterschied in der toriischen Wirkung
der beiden Testsubstanzen auf. Die Ergebnisse DekTests weisen dabei &hnlich stabile

und gut reproduzierbare Daten auf wie bereits d&TWY. Diese Tatsache unterstiitzt die
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Aussage, dass das entwickelte System eine stalatbdde zur Direktexposition von Zellen
an der Luftflissigkeitsgrenzschicht darstellt.

Die erkennbare Abstufung zwischen der toxischen kWig von Kupfer(ll)oxid und
Bariumsulfat im LDH im Gegensatz zu den WST-1 Datésst darauf schlie3en, dass die
Untersuchung nur eines Endpunktes fur die Charaldeing des toxischen Potentials einer
Substanz unzureichend ist. Vielmehr muss eine Kpatimn von mehreren Endpunkten zur
Erstellung eines Gesamtbildes in Betracht gezogerden. Bei der Testung der restlichen
Substanzen wurde nachgewiesen, dass Bestandteiesdays mit den Substanzen reagieren.
In Folge dessen zeigte sich nach dem LDH Test mktdse Monohydrat eine vollstandige
Entfarbung des Testansatzes.

Da sowohl derCell Proliferation Assayals auch delCytoTox 96 Assayals reine akut-
toxische Endpunkte nur ein Ja oder Nein-Ergebnéfern, soll in einem weiteren
Expositionsdurchgang eine Methode eingesetzt werdenbereits frithe Anzeichen einer

Schadigung der Zellen aufzeigen kann.

4.12.8.Aktin- Immunfluoreszenzfarbung (Phalloidin)

Ein sensitiverer Sensor fiur Schadstoffeinwirkunget das Zytoskelett mit seinen
verschiedenen Komponenten (Mikrotubuli, Aktinfilamen und Intermediarfilamenten).
Durch Farbung der Aktinfilamente und anschlieRerflaoreszenzmikroskopie soll speziell
diese Struktur des Zytoskeletts ndher untersuchitieme Die Tatsache, dass der Laktat-
Dehydrogenase Test mit basalen Medium aus den 6A&MKulturplatten durchgefihrt wird,
ermoglicht die weitere Verwendung der Zellen ausem einzigen Expositionsdurchgang in
einer Immunfluoreszenzfarbung. Die ausgeschnittdiembranen werden zu diesem Zweck
mit fluoreszenzmarkiertem (FITC) Phalloidin inkuttieind unter Ausschluss von Licht
mikroskopiert. Das aus der Gruppe der Phallotosta@nmende Phalloidin bindet wahrend
des Inkubationsschrittes an das Aktin der Zelled emmdglicht so die Betrachtung der
Strukturen mittels eines Fluoreszenzmikroskops.

Die mit den Substanzen Kupfer(ll)oxid und Bariunfiguéxponierten Zellen werden nach der
24stiindigen Nachinkubation an der Luft-Flissigkg#azschicht gefarbt (Anhang 6.13) und
ausgewertet. Die mikroskopischen Aufnahmen sindbbildung 4-52 im Vergleich zu den

mit Atemluft exponierten Zellen und zu nicht expemen Zellen dargestellt.
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Abbildung 4-52: Mikroskopische Aufnahme der gefarbten Aktinfilartetruktur von exponierten A549-Zellen
im Vergleich zur Atemluft- und zu nicht exponiert@ellen (400fache VergroRerung). A) nicht expomert
Zellen, B) Atemluft, C) Kupfer(ll)oxid, D) Bariumésfat.

Die mikroskopischen Aufnahmen der Praparate belegeutliche Unterschiede in der
Aktinstruktur der mit den Substanzen exponiertellee Die nicht exponierten Zellen sowie
die mit Atemluft exponierten Zellen weisen eine haitliche Zellanordnung mit einer
deutlichen Abgrenzung der Zellen auf. Die Aktinfilantstruktur der Zellen ist in diesem
Bereich deutlich zu erkennen. Im Gegensatz zu demnt mit Substanz behandelten Zellen
besitzen nach der Exposition mit Bariumsulfat nacmwenige Zellen diese Struktur. Ein
Grolteil, der jetzt Uberwiegend einzeln vorliegendgellen, hat die gleichmaRige
Aktinfilamentstruktur und somit auch die einheitlec Zellstruktur verloren. Eine Reihe der
mit Bariumsulfat exponierten Zellen weist darib&malis eine stark verdnderte Form mit
deutlich angefarbten Pseudopodien auf. Die deustigch Veranderungen zeigen die Zellen
nach der Exposition mit Kupfer(ll)oxid. Die Anzahiler Zellen sowie auch die
Aktinkonzentration im Zellwandbereich sind im Vezigh zu den mit Atemluft exponierten

bzw. nicht exponierten Zellen deutlich reduziert. ie D wenigen angefarbten
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Aktinfilamentstrukturen sind ungleichmalig Uber dielle verteilt und haben die normale
Struktur der nicht mit Substanz exponierten Zellerioren. Auch nach der Exposition mit
Kupfer(ll)oxid zeigen die Zellen deutlich Pseudojgwod Diese sind im Vergleich zu den mit

Bariumsulfat exponierten Zellen jedoch deutlich igen gefarbt.
Fazit

Die Ergebnisse aller drei Analysemethoden (Celliferation Assay, Laktat-Dehydrogenase-
Assay und Aktin-Immunfluoreszenzfarbung) belegenassd das gesamte System
reproduzierbare Ergebnisse liefern kann. Die Dawes LDH- und des Aktin-
Immunfluoreszenz Tests bestéatigen die Ergebniss&/iigditatsbestimmung mittels WST-1
Tests und ergadnzen diese um wichtige Information@dmer die unterschiedliche
Wirkungsweise der Substanzen. Dariiber hinaus velmandichen die gewonnenen Daten
welches Potential in der Methode steckt und wo Sl#hwachstellen liegen. Die starke
Abhangigkeit von den Charakteristika des Aerosdisrdert eine genauere Untersuchung der
Eigenschaften der Partikel und den Einfluss desgdajischen Gesetze auf die Effizienz der

Abscheidung.

4.13. Erweiterungen am CulteX’ RFS

In Ergénzung zu den zuvor beschriebenen UmbauteateX’ RFS wird eine Reihe von
zusatzlichen Erweiterungen in Form von Peripherigéga mit speziellen Anforderungen
entwickelt. Diese dienen der Anpassung an zush&liEinsatzgebiete und der besseren
Uberwachung wahrend der Exposition. InsbesondereGainerierung und Abscheidung von

Partikeln im Submikrometerbereich steht im Vordengt bei den geplanten Erweiterungen.

4.13.1.Einsatz eines Impaktors zur Eingrenzung der PartikégrofRe

Die Inhomogenitat der generierten Aerosole hinsicdint der Partikelgrof3e fuhren zur
Entwicklung eines mehrstufigen Impaktors. Dies selhe Selektion groRer Partikel

ermoglichen, die auf Grund ihrer grof3en Masse d@etimentation abgeschieden werden
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und deren Eintrag an Masse, die Masse der PaitikeBereich unter einem Mikrometer
Uberlagern. Der Einsatz eines mehrstufigen Impakswll deshalb die Zuleitung eines
Aerosols ohne Agglomerate und grolRere Partikel peeigten. Die Selektion der Partikel
erfolgt dabei durch hohe Beschleunigung der Pdritkiels einer Dise und anschliel3ender
Abscheidung auf Grund von Sedimentation auf Piaieh. Durch die Auswahl der
DisengroRe (10/5/1 /1 um) soll die Partikeddahzm Bereich Gber 1 um deutlich reduziert
werden.

Der dargestellte Impaktor (Abbildung 4-53) besgite feste obere TrenngrolRe, die Partikel
mit einer Gréf3e von 10 um und groRRer selektiere Beiteren Stufen lassen sich durch die

Aneinanderreihung verschiedener Prallplatten vamie

Schlauchanschluss [10um]

L= Prallplatte

Duse [5um]
Prallplatte

Duse [1um]
Prallplatte

Duse [1um]
Prallplatte

Abbildung 4-53: Mehrstufiger Impaktor. (Zeichnung: Halter EngiriagrGmbH)

Expositionen zur Uberprifung der Effizienz des melmpaktors mit vier Trennstufen bei
10/5/1/1 um zeigen eine deutliche Verschigbarder Anzahl- und Massenverteilung der
Partikel (Abbildung 4-54). Die Expositionen wurdemnt Quarz bei 800 Umdrehungen und

einem Vorschub von 3,89 mm/Std. durchgefuhrt.
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Abbildung 4-54: Aus der APS-Messung berechnete PartikelgroRen(rotik und ohne (blau) vorgeschalteten

Impaktor.

Die APS-Messungen mit Impaktor zeigen eine deutlidbnahme der Partikelanzahl im
gesamten Messbereich. Die Anzahl der Partikel dbem ist dabei wie erwartet deutlich
gesenkt worden. Die sehr niedrig gewahlten Trefeasiumit zwei 1 um Disen sollten die
Partikelanzahl in diesem Bereich auf etwa ein ‘ertreduzieren. Bei einer

Ausgangpartikelanzahl von 75.000 konnte dieser Wettresultierenden 15.000 Partikeln
sogar Ubertroffen werden. Eine Tatsache, die ntieh&Vahrscheinlichkeit aus Verlusten in
den zwei vorangegangen Trennstufen resultiert.

Die Daten belegen, dass der Impaktor in dieser @augut geeignet ist, die Partikelanzahl
im Bereich der 100%igen Abscheidung durch Sedintiemau reduzierten. So ergibt sich die
Mdoglichkeit, die toxische Wirkung von Partikeln enteinem Mikrometer gesondert zu
betrachten. Die Reduzierung der Anzahl an groRé&tartikeln fuhrt parallel zu einem

deutlichen Absinken der abgeschiedenen Partikethd@edimentation. Zur Erhéhung der
Abscheideeffizienz, insbesondere bei den PartikalitGrof3enbereich unter 700 nm, wird in
das RFS eine auf einem elektrischen Feld basiergmilehtete Abscheidung integriert. Der
Aufbau und die Funktion dieser elektrostatischensahieidung sind im nachfolgenden

Abschnitt beschrieben.
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4.13.2.Einsatz einer elektrostatischen Abscheidung

Aerosole mit einer geringen Partikelanzahl odettiRen deutlich unter 1 um weisen eine
sehr niedrige Abscheideeffizienz auf Grund von Beditation auf. Dies hat einen

erheblichen negativen Einfluss auf die Lange depdskionszeit, die dementsprechend
verlangert werden muss. Partikel, bei denen dien8adation keinen Einfluss hat, kénnen
nur begrenzt oder gar nicht abgeschieden werdeme Hieutliche Erhéhung der

Abscheideeffizienz wird in diesem Fall nur durcmes &auf3eren Einfluss erreicht. Eine
Methode zur Verstarkung der Abscheideeffizienz diilder Einsatz einer elektrostatischen
Abscheidung, bei der die Partikel auf Grund ihreaadling in einem elektrischen Feld

abgeschieden werden.

Das Anlegen einer Spannung im Nahrmedium unterdatbMembran des Zellkulturinserts

fuhrt zur Ausbildung eines elektrischen Feldes inerdich zwischen Membran und

Aerosolduse. Geladene Partikel, welche diesesredeké Feld passieren, werden je nach
Ladungszustand angezogen oder abgestolRen (AbbHHGBY

Zellkulturinsert
Zellkulturmedium

Abscheidungselektrode

Spannungsversorgung

Abbildung 4-55: Aufbau der elektrostatischen Abscheidung unterlikdb Membran des Zellkulturinserts im
Cultex® RFS Modul. (Zeichnung: Halter Engineering GmbH).



Experimenteller Teil 119

FUr eine optimale Ausnutzung der gerichteten Abisicingg muss der Ladungszustand der
Partikel vor dem Eintritt in die Kammer fir allerRleel gleich sein. Zu diesem Zweck wird
ein spezieller Auflader auf das CulfeRFS aufgesetzt, durch welchen das Aerosol geleitet
wird. Eine an drei goldbeschichteten Wolframkoradhaten angelegte Hochspannung flhrt
im Inneren des Aufladers zur lonisierung der Lufidusomit zur Bildung von negativen
Luftionen. Diese Luftionen werden von einer golditeshteten Elektrode (-18 V) angezogen
und passieren dabei den Aerosolstrom mit den editgedn Partikeln (Abbildung 4-56).
Durch das Aufeinandertreffen der vorbeifliegendeartiRel mit den negativen Luftionen
werden diese aufgeladen. Uberschiissige lonen, aiie Partikel treffen, gelangen auf die
rickseitige Elektrode und ermoglichen eine Regelugs lonisationsprozesses an
Koronadréhten wodurch konstante Aufladeverhaltnieseahrleistet werden kdnnen.

Da Koronaentladungen ein starkes elektrisches &&dugen, welches nach der Aufladung
gleich wieder zur sofortigen Abscheidung der gergeladenen Partikel fihren wirde, ist der

Bereich der Koronaentladung vom Aerosolkanal deiohGitter getrennt.

Gitter 1 1
® o |—— Elektrode
E— [ ]
Jl o - Partikel
Koronadraht——— .
Luftionen . ¢ |

Abbildung 4-56: Skizze des Aufladungsprozesses im Auflader. Dlevamten Luftionen sind schematisch

durch rote Pfeile dargestellt.

Die in Abbildung 4-33 (Kapitel 4.7) dargestelltefigienz fir die Abscheidung durch
Diffusion und Sedimentation soll im Folgenden dudid Abscheideeffizienz mittels eines
elektrischen Feldes erganzt werden. Die BerechmlangAbscheidung erfolgt vergleichbar
zur Berechnung der Abscheidung durch Sedimentabas. Gewicht der Partikel wird dabei
durch die elektrische Kraft ersetzt, welches sishPaodukt aus der elektrischen Ladung der
Partikel [e] und der elektrischen Feldstarke [EHjilet:



Experimenteller Teil 120

Die elektrische Ladung der Partikel [e] errechneht als Produkt aus der Kapazitat [Kap] und
der Spannung [U].

Formel 18: Berechnung der elektrischen Ladung deikeb

e=Kap*U
e = elektrische Ladung
Kap = Kapazitat
U = Spannung

Zur Berechnung der Kapazitat wird in einem verathfan Modell angenommen, dass alle

Partikel die Form einer Kugel besitzen. Die Fortieldie Berechnung der Kapazitat eines

Kugelkondensators ist wie folgt:

Formel 19: Berechnung der Kapazitat eines Kugelkosat®rs

Kap =2*mt*e, *d

0
Kap = Kapazitat
T = Pi [3,1416]
€0 = dielektrische Feldkonstante von Vakuum
d = Durchmesser

Die Geschwindigkeit [y] mit der sich die Partikel auf Grund der elektnien Kraft bewegen
ergibt sich aus dem Produkt der Mobilitat [B], delektrischen Ladung [e] und der

elektrischen Feldstarke [E].

Formel 20: Berechnung der Geschwindigkeit der Pelrtik
v  =B*e*E

el
Vel = Geschwindigkeit
B = Mobilitat
e = elektrische Ladung

= elektrischen Feldstarke
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Die mit dieser Geschwindigkeit in der Zeit [t] zakigjelegte Distanz {§ ermoglicht im
Vergleich zur HOhe [h] die Bewertung ob ein Paitti&egeschieden wird {s> h] oder nicht
[Sel < h]. Die zur Berechnung der Distanz bendtigtent@rergibt sich dabei wie folgt:

Formel 21: Berechnung der zuriickgelegten Distanz

S, =V _*t
el el
Sel = Distanz
Vel = Geschwindigkeit

Zeit

~t
I

Fur die Berechnung der Abscheideeffizienz wurdenWerte fiir die elektrische Ladung, die
elektrische Spannung, die elektrische Feldstarkel wer Durchmesser wie folgt

angenommen:
Elektrische Ladung: = 1,6*18 Coulomb (minimale elektrische Ladung)
Elektrische Spannung: =0,05V

Elektrische Feldstarke: =40 kV/m (entspricht 10€i%2,5 mm)
Durchmesser: = Tabelle 4-13

Tabelle 4-13:Effizienz der Abscheidung in Abh&ngigkeit vom Dumeesser der Partikel im
Vergleich zu Effizienz fur die Abscheidung durchfDsion und Sedimentation.

Durchmesser der Effizienz der Effizienz der Effizienz der
Partikel [um] Abscheidung durch| Abscheidung durch| Abscheidung durch
elektrische Kréafte Diffusion Sedimentation
0,01 0,173 0,162 0,000
0,02 0,347 0,082 0,000
0,05 0,867 0,034 0,000
0,1 1,000 0,018 0,001
0,2 1,000 0,011 0,002
0,5 0,825 0,006 0,010
1 0,722 0,004 0,033
2 0,670 0,003 0,124
5 0,639 0,002 0,740
10 0,629 0,001 1000

publiziert durch Aufderheidet al, 2011 (Aufderheide, Scheffler et al. 2011)
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Die Ergebnisse in Tabelle 4-13eigen eine deutliche Steigerung der Effizienz der
Abscheidung durch den Einfluss der elektrischenft&yansbesondere im Bereich zwischen
0,05 und 0,5 um. In der nachstehenden AbbildundiésEffizienz der Abscheidung durch die
elektrischen Kréfte als Ergéanzung zur Abscheideieifiz durch Diffusion und Sedimentation

(Abbildung 4-33) dargestellt.

[

0,9

/
/
]

0,7

0,6 /
0,5
Elektrische Krafte /

0,4

Abscheidegrad

Sedimentation /
0,3

02 — /
\“\ //

0,0

0,01 0,10 1,00 10,00

Partikeldurchmesser [um]

Abbildung 4-57: Abscheideeffizienz von Partikeln durch Einfluss 8edimentation (blau), der Diffusion (rot)
und der elektrischen Kréafte in Abhangigkeit vom Ehmesser der Partikel.

Mit dem Laser Aerosol Spectromet€lSI Incorporated) kann durch Messung hinter der
Kammer die Partikelanzahl bestimmt werden. Die Megsohne bzw. mit elektrischem Feld
und unterschiedlichen Feldstarken ermoglicht entenslle Aussage Uber die Verbesserung
der Abscheideeffizienz. Die folgenden Abscheideerpente wurden mit Pural 2680chne
vorgeschalteten Auflader unter standardmafigen $&tiposbedingungen durchgefihrt. Die
Partikelzahlen bei einer 1miniatigen Messung mit@j, 300, 500, 700 und 900 V Spannung
an der Abscheideelektrode sind in Abbildung 4-5&)dstellt.
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Abbildung 4-58: Mit dem Laser Aerosol Spektrometérestimmte Partikelanzahl hinter einer Kammer des
CulteX’ RFS mit unterschiedlichen Feldstarken [0V, 10000\8, 500V, 700V, 900V]. Die Anzahl [#/ctium]

ist gegen die PartikelgroRe [um] aufgetragen.

Die in Abbildung 4-58 abgebildeten Daten belegemssdbei steigender Spannung weniger
Partikel die Kammer des Cult&RFS verlassen. Insbesondere bei Partikeln, die dierch
Sedimentation oder Diffusion abgeschieden werdeigt mich eine deutliche Abnahme der
Anzahl hinter der Kammer. Betrachtet man z.B. didiRel mit einer Grol3e von etwa 180 nm
so sinkt die Partikelanzahl bei 100 V auf etwa Biiitel und bei 300 V auf ein Zehntel des
Ausgangswertes (0 V).

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Abscheidumg Rartikeln unter 500 nm durch ein
elektrisches Feld unterhalb der Membran deutliathessern lasst. Die getestete Erweiterung
des CulteX RFS kann die Effizienz der Abscheidung also malgebverbessern und
ermoglicht zudem die Abscheidung von Partikeln, cwel auf Grund von Diffusion und
Sedimentation nicht abgeschieden werden kdnnen.

Die abschlielend durchgefiihrten Expositionen vomBellen mit Atemluft haben,
unabhangig davon ob das elektrische Feld ein- adsgeschaltet war, keine Veranderung der

Vitalitat aufgewiesen.
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4.13.3.Einsatz von Temperatur- und Feuchte-Sensoren

Die Eigenschaften der zugeleiteten Druckluft, wi8.zdie Temperatur und die relative
Luftfeuchtigkeit, haben einen entscheidenden Essflauf die Vitalitat der exponierten
Zellen. Die unterschiedlichen Ergebnisse bei dempdskion mit Kompressor- und
Flaschenluft fiihrten zur Einfihrung einer zusatwic Uberwachung mittels spezieller
Temperatur- und Feuchte-Sensoren (SHT75 / Senski@Gh Die RH&T-Fihler werden
hierzu in eine eigens dafur konstruierte Halteruriggesetzt, die sich seitlich in die
Anbaugruppen einschieben lasst (Abbildung 4-59¢ Miessfuhler der einzelnen Sensoren
befinden sich somit direkt im Aerosolweg zwischeremd Einlassadapter, der
Expositionskammer und der Absaugung. Die aktuellemperatur und die relative
Luftfeuchtigkeit kbnnen wahrend der Exposition Uleém, mit einem Kabel verbundenen,
externes Messgerat aufgezeichnet oder abgeleselenvetin vierter Sensor kann bei Bedarf
fur einzelne Messungen in der Zuleitung fur die rAltgft oder im Mischgefald platziert

werden.

Einlassadapter

Absaugung

Sensor mit Versorgungskabs

Abbildung 4-59: Aerosolfiihrungsmodul mit eingebauten Temperaturd dreuchte-Sensoren (Zeichnung:

Halter Engineering GmbH).

Die wahrend einer Einlaufphase und einer 150mieitigxposition im Modul mit Atemluft
gemessenen Werte fur die rel. Luftfeuchtigkeit ()H3ad die Temperatur (°C) sind in der

folgenden Tabelle dargestellt.
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Tabelle 4-14:Temperatur und relative Luftfeuchte wahrend elifminitigen Exposition

Zeitpunkt der Messungy Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3
[min] rH% °C rH% °C rH% °C
Start / Einlaufphase 83,38 24,32 83,86 2424 83/84 4,56
30 97,44 34,44 97,62 34,24 97,317 34,38
60 96,82 34,60 97,55 34,2( 97,08 34,52
90 97,88 34,52 97,99 34,28 97,10 34,64
120 98,00 34,36 98,14 34,40 98,04 34,56
150 98,12 34,72 97,57 34,56 98,06 34,60

Die Resultate der Messungen belegen wie bestarafiggdsamte System und insbesondere
die Durchspulung mit erwarmtem Wasser arbeiteneiBenach einer kurzen Einlaufphase
von 30 min liegt am Ausgang aller drei Kammern «iekative Luftfeuchtigkeit von ~97%
vor. Einer moéglichen Abkihlung durch die Verdunsgfwird durch die standige Zufuhr von
Warmwasser entgegen gewirkt. Die LuftfeuchtigkeitAierosolstrom bleibt somit tGber eine
Expositionszeit von 150 min ebenso stabil wie denperatur des Nahrmediums unter der
Membran der Zellkulturinsert (~37°C). Der exaktgastellte Mediumspiegel hat dabei eine
ebenso entscheidende Bedeutung fir das empfindifitkklima wie auch die Temperatur

und die Luftfeuchte der eingesetzten Druckluft.

Fazit

Die im Abschnitt 4.13 dargestellten Erweiterungewessen sich als sinnvolle Ergdnzungen
zum standardméRigen Expositionseinsatz des CuRexdial Flow Systems. Die chemischen
und physikalischen Eigenschaften der Aerosole umd hibhe Sensitivitat der Zellen in

Kombination mit der Empfindlichkeit des gesamtest8yns machen den Einsatz spezifischer
erweiternder Geratschaften unumganglich. Diese emisdlerdings so an das bestehende
System adaptiert werden, dass der normale Expositiauf im CulteX RFS davon nicht

beeinflusst wird. Zur Durchfihrung einer reproduzégen Exposition missen insbesondere

die Stabilitat und die Vergleichbarkeit der eindetsn Endpunkte gewahrleistet bleiben.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der Arbeiten war die Weiterentwicklung uldablierung eines Systems zur
Untersuchung und Einstufung der toxischen Wirkungn vPartikeln verschiedener
Feststoffaerosole auf Zellen des menschlichen Regpstraktes. Die Basis fiur die
dargestellten Entwicklungen bildete dabei das @flt€lasmodul (Cultex Laboratories
GmbH), ein gut beschriebenes und fir viele Frafjesgen im Bereich der
Inhalationstoxikologie etabliertes System.

Auf Grundlage der Glasmodule, welche fur die Exposimit Zigarettenrauch und Gasen
entwickelt wurden, erfolgte die Weiterentwicklunginz CulteX’ Radial Flow System
(CulteX’ RFS). Die wichtigsten Neuerungen dieses modulargsteis bildeten die
veranderte Verteilung durch ein radidres Zuleitsggeem zu den Kammern und die
Verbesserung der Mediumversorgung. Diese Neuerurdienten der Optimierung der
Deposition der Partikel auf den Membranen und debifisierung der darin kultivierten
Zellen wahrend der Exposition.

Das aus drei Modulen bestehende System wurde imm&ahder Arbeit ausfihrlich
beschrieben und auf Grund von neu gewonnenen Hrkissan weiter optimiert. Das
Aerosolfihrungsmodul dient der Verteilung des ei@nden Aerosols in die Kammern des
Probenaufnahmemoduls, welches die Zellkulturingertslen Zellen enthélt. Die Versorgung
der fur die Exposition eingesetzten A549-Zellen M#hrmedium erfolgte tber ein neues
Zuleitungs- und Absaugungssystem im unteren Tesl Bibenaufnahmemoduls. Spezielle
Absaugrohrchen zur prazisen Einstellung des Nahiumespiegels unter den Membranen der
Zellkulturinserts bilden den Kernpunkt dieses Vegsmgssystems.

Diese beiden Module (Aerosolfiihrungsmodul und Pmabéhahmemodul) sind auf einer
stabilen Hebevorrichtung fixiert, die ein einfach&sd sicheres Verschlie3en der Module
mittels eines Handrads ermdglicht. Die maschiné#gtigung der einzelnen Bauteile im
Vergleich zu den handgefertigten Culte®lasmodulen tragt zusatzlich zur Optimierung der
Funktion des Expositionssystems bei.

Neben der Optimierung des Expositionssystems waideeuer Aerosolgenerator (Cuffex
DG - Dust Generator basierend auf dem 1950 von Wright entwickeDerst Feedeigebaut.
Das computergestitzte Generationssystem ermogliehExposition mit einer definierten
Masse der Testsubstanz durch die Einstellung degscWobs (mm) und der
Umdrehungsanzahl (U) pro Stunde auch bei mehrgj@ndexpositionen. Ein Neues, in dem
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Aerosolgenerator integriertes  Selektionsgefal? (@hotr), sollte eine konstante
Partikelgré3en- und Partikelmassenverteilung gele@iten und so die Verteilung auf die
Kammern durch ein definierteres Aerosol zusatahetbessern.

Die Ergebnisse der ersten, mit dem radiaren CUlRKS durchgefithrten Abscheidungen
zeigten eine sichtbare Verbesserung der Partikeiliang im Vergleich zu den linearen
CulteX® Glasmodulen. Allerdings wiesen die Verteilung digf Kammern und die Deposition
auf den Membranen immer noch deutlichere Streuuagérels theoretisch angenommen.
Die Simulation der Flugbahn der generierten Pdrtiken Aerosolgenerator bis in das System
mit Hilfe von CFD-Analysen zeigte eine deutliche hamgigkeit der Verteilung und der
Abscheidung von laminaren Strémungen. Insbesondereim Zuleitungsschlauch vom
Elutriator zum Modul verlaufenden Stromungslinienirkien sich negativ auf die
Abscheidung der Partikel aus. Zur Beseitigung dieselefinierten Bedingungen, durch ein
Aufbrechen der Stromungslinien, wurde eine Dus#eim zentralen Kanal des Einlassadapters
eingebaut und die Expositionen wiederholt. Die Wrbdlung der vorangegangenen
Versuche ergab eine signifikante Verbesserung decleidung in Abhangigkeit von der
Position und der Gréf3e der Diseno6ffnung.

Auf Grundlage der aus den Experimenten gewonnemsulite und Informationen erfolgte
die Festlegung auf einen Standardaufbau und ditelkwrsy von Standardarbeitsanweisungen.
Diese Arbeitsanweisungen wurden dartber hinaughiatie einer Pravalidierungsstudie zur
Prufung der Effizienz dieser Direktexpositionsmelb@ingesetzt (Projektnummer: 0315710,
Bundesministerium fur Bildung und Forschung). Digr&hflihrung der Expositionen mit den
einzelnen Substanzen erfolgte somit unter klamtsten Bedingungen zur Gewahrleistung
einer stabilen Ergebnislage.

Bei den ersten Expositionen mit Druckluft aus dewmigressor zeigte sich ein deutlicher
Ruckgang der Zellvitalitat. Die Ergebnisse diesepétimente flhrten zu einer genaueren
Untersuchung eines moglichen Einflusses der Drdiclduf die Zellen. Basierend auf den
Ergebnissen von theoretischen Berechnungen devesid_uftfeuchtigkeit an der Oberflache
der Membranen konnten diese als mdgliche Fehldejaelsgeschlossen werden. Daten, die
dartber hinaus im Rahmen des erwahnten BMBF-Pegeggewonnen wurden, verstarkten
die Hinweise, dass Verunreinigungen der Luft dip&sitionen negativ beeinflussen kénnen.
Auf Grund der Tatsache, dass die Probleme nichthdile8end geklart werden konnten
erfolgte fur alle weiteren Expositionen die Umsialy der Luftversorgung auf Atemluft
(DIN 12021) aus Flaschen.
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Bei der, im Anschluss durchgefiihrten Testungenveeschiedenen Substanzen zeigte sich,
dass die Umstellung die Stabilitat der Ergebnises Gell Proliferation-Assay deutlich
verbesserten. Dartber hinaus belegten die Datem Reproduzierbarkeit hinsichtlich der
dosisabhangigen Beeinflussung der Vitalitat detefelDie geringste Schadigung trat dabei
wie erwartet bei dem als Vergleichssubstanz eingtse Laktose Monohydrat auf. Im
Gegensatz hierzu wies Kupfer(ll)sulfat die mit Adrsl starkste Schadigung aller getesteten
Substanzen auf. Alle weiteren Testsubstanzen zeigtébhangigkeit von der deponierten
Dosis eine reproduzierbare Beeinflussung der Zalltét, allerdings waren im direkten
Vergleich keine klar erkennbaren substanzspez#iscbinterschiede zu erkennen. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die BestimmungZdllvitalitat mittels des WST-1
Assays als Kriterium fur eine zuverlassige Beweagtdar toxikologischen Wirkungsweise der
Stoffe nicht sensitiv genug ist.

Zur besseren Einstufung des toxischen PotentialsSdbstanzen wurden in der Folge zwei
weitere zellbiologische Methoden in die Untersug®am mit einbezogen. Die Integritat der
Zellmembrane wurde mittels der Bestimmung der &séjzten Laktat Dehydrogenase
Uberpruft und lieferte nur im Fall von Bariumsulfand Kupfer(ll)oxid verwertbare
Ergebnisse. Die nicht nachvollziehbaren und auchtnieproduzierbaren Resultate fur die
weiteren Substanzen deuten auf eine InteraktionSdeife mit den Testldsungen hin. Die
Einsatzmoglichkeiten des LDH Assays sind somittiient.

Die zweite Methode bezieht sich auf Veranderungender Aktinfilamentstruktur nach
Substanzeinwirkung. Die mikroskopische Auswertungr dmmunfluoreszenzfarbungen
zeigte gut erkennbare Unterschiede zwischen Batdlatsund Kupfer(ll)oxid im Vergleich
zu den nicht mit Substanz exponierten Zellen. DesuRate der Aktinanalyse bestatigten die
Beobachtungen im LDH-Assay und kénnten so als sike\Ergdnzung zum WST-1 Assay
herangezogen werden, ebenso wie die Untersuchumg adderen Bestandteile des
Zytoskeletts (Intermediarfilamente und Mikrotubuli)

Zusammengefasst belegen die dargestellten Daten, etagelungen ist, ein stabiles System
zur reproduzierbaren Testung der toxikologischerrkWig von Partikeln zu entwickeln,
dieses aber stark von der Peripherie abhangiginszukinftigen Experimenten soll das
Cultex® RFS zur Exposition von komplexen Zellsystemen KgeKulturen oder Primarzellen
eingesetzt, sowie weitere Endpunkten etabliert @amrd um das Spektrum der
Anwendungsmoglichkeiten zu erweitern. Ein weiter®rbeitsschwerpunkt soll in der

intensiven Charakterisierung von partikularen ®tofiegen. Der Vergleich zwischen Mikro-
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und Nanopartikeln einer Substanz konnte Aufschilses den Einfluss der PartikelgréRe auf

Zellen geben.
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6. Anhang

6.1. Statistik

Alle Ergebnisse derCell Proliferation Assays(WST-1) und derCytoTox 98 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assayd.DH) sind Mittelwerte aus mindestens drei eineeln
Messwerten. Zum besseren Verstdndnis sind diesd’rozent zu den mit Atemluft
exponierten Zellen aufgetragen. Die Darstellung 8&euung der einzelnen Messwerte
untereinander erfolgt durch die Angabe der Staralaveichung Uber die drei betrachteten

Einzelmesswerte.

6.2. Technische Zeichnungen

Die Spezifikation der einzelnen Bauteile in Fornmvechnischen Zeichnungen erfolgt durch
die Firma Halter Engineering GmbH aus der Schwdtir die Konstruktion und
Zeichnungserstellung wird die 3D CAD Softwaselid Edge(Siemens PLM) verwendet.
Damit wird der Entwurf von einzelnen Bauteilen bis zu komplexen Bauteilgruppen mit

mehreren tausend Teilen ermdglicht.

6.3. CFD-Analysen

CFD ist die Abkurzung fiurComputational Fluid Dynamics der seit 1973 international
gebrauchlichen englischen Kurzform fir die numdérscStromungsmechanik. Diese
erfolgreich etablierte Methode, welche auch im Bdredes theoretischen Maschinenbaus
Anwendung findet, hat das Ziel, strétmungsmecharisétrobleme mit vereinfachten
numerischen Methoden zu I6sen. Dabei wird das ghlysche Verhalten eines Fluids unter
Berucksichtigung der gegebenen physikalischen @esdigkeiten modelliert. Die
verwendeten Modellgleichungen sind dabei meist E=Gleichungen, Navier-Stokes-
Gleichungen oder Potentialgleichungen.

Die Durchfihrung der Stromungsberechnungen mit ANEYS CFX-Software (ANSYS

Incorporated) erfolgt durch die Firma Halter Engineg GmbH aus der Schweiz.
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6.4. Charakterisierung der abgeschiedenen Partikelmasse

Die Charakterisierung der abgeschiedenen Partilsslenaerfolgt gravimetrisch durch
Ruckwaage zuvor exponierter Filterpapiere (MN GH-1Macherey-Nagel GmbH).
Ausgestanzte Filterrondelle z.B. mit einem Durchseesvon 23 mm werden mit einer
Ultramikrowaage ausgewogen (SE2-F / Sartorius niemmias) und in Zellkulturinserts
eingelegt. Die auf diese Art und Weise vorbereitefellkulturinserts werden im Anschluss
fur 15, 30 oder 60 min im Modul exponiert. Nach @position werden die Filterrondelle
vorsichtig entnommen und erneut ausgewogen. Ubex Bifferenz der beiden
Wageergebnisse kann so nadherungsweise die degorMasse der Substanz bestimmt
werden. Diese Methode zur Bestimmung der Partikedmast nur begrenzt einsetzbar und
ermoglicht keine Aussage Uber die GroRenverteildergPartikel im getesteten Aerosol. Die
geringe Masse von Partikeln im submikrometer Béreiocd dabei stark durch die Masse von
groBeren Partikeln Uberlagert. Die Verdoppelung Daschmessers eines angenommenen
kugelférmigen Partikels fuhrt zum achtfachen VolmmBei gleicher Dichte resultiert daraus

die achtfache Masse.

Rechenbeispiel (ohne Einheiten):

Formel 22: Berechnung des Volumens der Partikel

4% r*r’d
- 3 V =Volumen
_ r = Radius
Masse= Dichte* Volumen 7= 3142
z.B. Durchmesser von 2 z.B. Durchmesser von 4
* * * *
42 _4 ;7 1 335 _4rm*8.

42=1*42 335=1*335
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Eine genaue Aussage Uber die abgeschiedenen Rarki&en aus diesem Grund nur in
Verbindung mit der Messung der Partikelgrol3e dwspbzielle Messgerate erfolgen. Die
Verbesserung der gravimetrischen Massenbestimnstiigil dieser Arbeit.

6.4.1. Bestimmung der Partikelanzahl und -masse mit einerAerodynamic
Particle Sizer (APS)

Der Aerodynamic Particle Sizef3321 / TSI Incorporated), kurz APS, wird fur die
Bestimmung der Partikelanzahl und -masse in einedfd&@bereich von etwa 0,5 - 20 um
eingesetzt (Agarwal and Remiarz 1981). Das Gerdieldaauf der Bestimmung des
aerodynamischen Durchmessers der Partikel in Ethtaeh dertime-of-flight Methode.
Nach der Definition gibt der aerodynamische Durcesee den Durchmesser einer Kugel mit
der normierten Dichte von 1 g/énan, welche die gleiche Sinkgeschwindigkeit in nder
bzw. stromungsfreier Luft besitzt wie das Partgabst.

Aerosol wird mit einem Fluss von 5 I/min in das AB&augt und dort in einen Hauptstrom
(2 I/min) und einen Nebenstrom (4 I/min) aufgetdier Nebenstrom wird gefiltert und als
Schleierluft zur Stabilisierung des Hauptstroms d&m Messpunkt zurtickgefuhrt. Der
Hauptstrom des Aerosols wird mittels einer Duse chiesinigt und durch einen
Lasergeschwindigkeitsmesser geschickt (Baron 1986)Partikel erzeugt beim Flug durch
diesen Strahl ein Streulichtsignal, welches voreminFotodetektor in einen elektrischen
Impuls umgewandelt wird. Durch Messung mit zweind@penden Laserstrahlen ergibt sich
eine einzelne Kurve mit zwei aufeinanderfolgendeme®elpunkten. Durch Messung des
Abstands zwischen den beiden Scheitelpunkten érfidgBerechnung des aerodynamischen
Durchmessers. Auf Grund dieses Messverfahrens rastisgler gemessene Wert des APS
nicht exakt dem nach der Definition erwarteten Duomesser.

Bei der Messung werden die Partikel ihrer GroRdnnacl Grolenbereiche zwischen 0,523
und 20 um einsortiert. Fur das APS nicht einzuandeePartikel oder Partikel <0,523 um
werden in einem Bereich zusammengefasst. Als Ergeaingibt sich somit die Anzahl an
Partikeln pro GroRRenintervall. Fur die Bestimmury Bartikelanzahl im Aerosol hinter dem
Aerosolgenerator wird das APS um eine 1:100 Verdiigsastufe (3302 A / TSI Incorporated)
erweitert. Der bengtigte Volumenstrom von 5 I/matzs sich dabei aus 1,5 | partikelhaltigem
Aerosol und 3,51 partikelfreier Druckluft zusammeDaraus ergibt sich wahrend einer
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Messung eine Gesamtverdinnung von 1:333. Fiur eMessdurchgang werden funf
2minutige Messungen hintereinander durchgefuhrt dexien das APS jede Sekunde die
Partikelanzahl pro Intervall bestimmt und aufsunrinie

Fur die Darstellung der Partikelanzahl und -magselqtervall wird in einem ersten Schritt
die gemessene Anzahl gegen den Mittelwert des retspnden Bereiches aufgetragen. Da
diese Darstellung auf Grund der unterschiedlich@an8en der Intervalle das Ergebnis
horizontal verzerrt, werden die berechneten Weuta besseren Verstandnis normiert, d.h.
durch die Spanne dividiert. Dadurch entsteht eineatisierte Darstellung mit #/(um*cm3)
fur die Anzahl- bzw. pg/(um*m3) fur die Massenvéweg. Damit ergibt sich als Ergebnis
die Anzahl an Partikeln innerhalb eines definieeneiches von 1um.

6.4.2. Bestimmung der Partikelanzahl mit einemLaser Aerosol
Spectrometer (LAS)

Die Bestimmung der Partikelanzahl mit einem Lasero&ol Spektrometer (LAS / 3340 / TSI
Incorporated) erfolgt direkt hinter dem Aerosolgaer oder hinter den einzelnen Kammern.
Das hochauflésende Messinstrument erlaubt die lBesing der Partikelgrof3e im Bereich
von 90 nm bis 10 um. Die Einstufung der einzelneatikel auf 100 frei wéhlbare
GroRRenintervalle erfolgt durch die Bestimmung dgnainischen Lichtstreuung im Strahl
eines Helium-Neon Lasers. Je nach Einstellungen ki@n gemessene Volumenstrom 10 bis
115 ml/min betragen. Dies ermdglicht die direkteskleng der Partikelanzahl vor und hinter
den Expositionskammern. Ein spezielles Verdunnusgss (3332-100 / TSI Incorporated)
zur 1:100 Verdlinnung des Aerosols kann dem LASragydd vorgeschaltet werden. Dies
ermdglicht die Zahlung von bis zu 1,8 Millionen fiain pro cni.

Die Ausgabe der Daten erfolgt fiir jeden der Groflemvalle tiber Microsoft Exceél Fir die
Darstellung der Partikelanzahlverteilung wird diengssene Anzahl gegen den Mittelwert
der eingestellten GroRenintervalle aufgetragen.liBhrwie auch bei der Messung mit dem
APS werden die Intervalle zur besseren DarsteldlergDaten normiert. Daraus ergibt sich als

Ergebnis die Anzahl an Partikeln innerhalb eindsaten Bereiches von 1um.



Anhang 134

6.5. Gesetz von Stokes

Das Gesetz nach Stokes (Stokes 1851) beschreibiAllgingigkeit der Reibungskraft
sphéarischer Korper von ihrem Radius, der Geschgkadi und der Viskositat des Fluids in
dem sich der Korper befindet. Bei nichtspharisckémpern wird der Radius durch die Halfte
eines vergleichbaren Aquivalentdurchmessers ersetzt

Durch die im Folgenden aufgeschlisselte Formel kanoh diese Art und Weise die

Sedimentationsgeschwindigkeit eines Korper bzwtilkds berechnet werden.

Formel 23: Gesetz von Stokes

Fo =6*1r*n*v

R
Fr = Reibungskraft
n = Pi [3,14159]
r = Radius des Korpers
n = Viskositat des Fluids
v = Geschwindigkeit des Korpers

6.6. Cultex® CG Glasmodule

Die verwendeten Cultéx CG Glasmodule stammen von der Firma Cultex Laboratorie
GmbH (Aufderheide and Mohr 1999) und basieren amh dPrinzip der Direktexposition an
der Luft-Flussigkeits-Grenzschicht (Zamora, Gregetyal. 1986; Tarkington, Wu et al.
1994). Die komplett aus Borosilkatglas und Edelsgafertigten Module bestehen aus einem
Basismodul mit drei separaten Kammern zur Aufnatvoe Zellkulturinserts und einem
Oberteil mit der Aerosolzuleitung bzw. -ableitumi@as Anlegen eines konstanten und genau
definierten Aerosolflusses durch die Kammern unchis@iber die Zellen erméglicht einen
direkten Kontakt der Zellen mit einer Testsubstanz.

Die Zuleitung von Nahrmedium zu den Kammern erfalger einen gemeinsamen Einlass
und versorgt die Zellen in den Zellkulturinsertssdlamit den bendtigten Nahrstoffen. Die
Temperatur des Nahrmediums in den Kammern wird éberexternes Umwalzthermostat,

welches 37°C warmes Wasser durch die beiden Tegewbduls pumpt, konstante gehalten.
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Nach dem Einsetzen der Zellkulturinserts und denms®dieRen des Moduls entsteht so ein

optimales Mikroklima Gber den kultivierten Zellen.

6.7. Dust Feeder nach Wright

Bei dem Dust Feedernach Wright (Wright 1950) handelt es sich um eimeechanisch
arbeitenden Aerosolgenerator zur Verstaubung voststdfen. Die pulverférmigen
Substanzen werden zu diesem Zweck in einen Zyligdpresst, welcher auf dBust Feeder
aufgesetzt wird. Eine rotierende Klinge schabt u@igleitung von Druckluft das Material
gleichmalidig ab. Das auf diese Weise generierte sbétaann fur die Exposition eingesetzt

werden.

6.8. Druck- und Atemluft

Die fur die Pressung der Substanzen und die Exposit verwendete Druckluft wird mit
einem Kompressor (Medic Air Type 300-50 Silent hseider Druckluft GmbH) erzeugt. Die
Regelung der Druckluft erfolgt Uber Prazisionsdregker (FDR 02-4 / Denk

Drucklufttechnik GmbH) und Massenflussregler (GCBSB-BA20 / Vogtlin Instruments
AG). Fur die Expositionen mit Zellen wurde spezelAtemluft (DIN 12021) aus
Druckluftflaschen (Linde AG) verwendet. Alle Exptishen nach der Umstellung auf

Atemluft aus Flaschen sind gesondert gekennzeichnet

Tabelle 6-15:Anforderungen an die Luft aus Atemflaschen (DIND2D)
Sauerstoffgehalt [Vol-%] 21 +2
CO,-Gehalt [ml/m] 500
CO-Gehalt [ml/r] 15
Wassergehalt [mg//h | <35
Olriickstande [mg/M} | <0,5
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6.9. Temperatur- und Feuchtesensoren

Die verwendeten Temperatur- und FeuchtesensorervsEBensirion AG) befinden sich in
Halterungen, welche speziell fiir den Einbau in Aliaugruppen der Cult&xRFS Module
entworfen und gebaut wurden. In Verbindung mit eirtevaluation Kit EK-H4 (Sensirion
AG) kann wahrend einer laufenden Exposition am Aunggjeder Kammer die Temperatur
(°C) und die relative Luftfeuchtigkeit (rH%) bestimhwerden.

6.10. Zellkultur und Zellkulturfihrung

Die kompletten Zellkulturarbeiten zur Passagieruidgltivierung und Anzucht der A549-
Zellen fur die Exposition erfolgen unter sterileedhgungen in einer Werkbank (Herasafe /
Thermo Scientific). Samtliche fur die Zellkulturaiten verwendeten Materialien werden vor
dem Kontakt mit Wachstumsmedium im Autoklaven &teeirt oder steril verpackt gekauft.
Alle weiteren Geratschaften miussen vor der Verwegduit einem 70%igen Gemisch aus
Ethanol in destilliertem Wasser oberflachlich geigti werden. Zur Vermeidung von
Kontaminationen insbesondere bei der unsterilerrfibring der Zellkulturen in und aus der
Expositionsanlage, wird dem fir A549 eingesetzteithihedium Dulbecco’s Modified
Eagle’s Mediudas Aminoglycosidantibiotikum Gentamycin zugesetz

Die Kultivierung der A549-Zellen erfolgt fur bis 286 Passagen im Brutschrank bei 37°C,
95% rH und 5% C@in 75 cnf Zellkulturflaschen (Falcon™ BD Biosciences). Dat mi
hoheren Passagen eine Verdnderung der Zellen awgszuschlielen ist, werden diese
verworfen und eine neue Passage aufgetaut. Zur ze#tteggerung werden die Zellen
tiefgefroren und in flussigem Stickstoff gelageRie Passagierung, Kultivierung und
Verwendung der A549-Zellen wird im Kapitel 6.10&nhquer beschrieben.

6.10.1.Vorbereitung von Wachstumsmedium flir A549-Zellen

Als Nahrmedium fur die Anzucht und Kultivierung deX549-Zellen wird DMEM
(Dulbecco’s Maodified Eagle’s Medium / Biochrome A@G)it 10% FBS (v/v) Fetal Bovine
Serum/ PAA Laboratories GmbH) und 0,05% Gentamycin 1f8tdosung 10 mg/ml /
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Biochrome AG) verwendet. Das DME-Medium und die &ue werden unter sterilen
Arbeitsbedingungen (sterile Werkbank / Herasaf@drino Scientific) in der Mediumflasche

zusammengemischt und bei 4°C fur maximal zwei WocaihreKuhlschrank gelagert.

6.10.2.Trypsinierung und Passagierung von A549-Zellen

Die Trypsinierung ist ein entscheidender Aspektdm Passagierung von A549-Zellen. Zu
diesem Zweck werden zunachst 8 ml Wachstumsmedsum| PBS Phosphate-Buffered-
Saline/ Biochrome AG) und 2 ml einer 0,25%igen TrypsmM EDTA-LOsung (Gibco-
Invitrogen) bei 37°C bereitgestellt. Die mit A54@llen bewachsenen Zellkulturflaschen
(75 cnf / BD Biosciences) werden unter sterilen Arbeitsbgdngen (sterile Werkbank /
Herasafe / Thermo Scientific) getffnet und das @&itthe Medium mit einer serologischen
Pipette entnommen. Die Zellkulturflasche wird vohgig mit dem vorgewarmten PBS
gespult bevor die Trypsin/EDTA-L6sung direkt auk diachstumsflache gegeben wird.
Waéhrend eines Inkubationsschritts von 6 min belC35% CQ und 95% rH im Brutschrank
werden durch die zugegebene Trypsin/EDTA-L6sungRi@teinbindungen der Zellen mit
der Zellkulturflasche aufgebrochen. Durch leictdesliches Klopfen an die Zellkulturflasche
konnen die Zellen nun vollstandig abgelést werdddurch Zugaben von 8 ml
Wachstumsmedium wird die Trypsin/EDTA-Reaktion gegt. Die durch diese Prozedur
entstehende 10 ml Zellsuspension kann nun fir disséat in neue Zellkulturflaschen
(Kapitel 6.10.4) oder fur die Aussaat in Zellkuihgerts (Kapitel 6.10.5) eingesetzt werden.
Die genaue benétige Zellzahl wird durch Messungeitiem CASY Cell Counter(Model
TTC / Innovatis-Roche) bestimmt und berechnet (ki.10.3).

6.10.3.Bestimmung der Zellzahl mit einem CASY Cell Counter

Fur die Berechnung der bendétigten ZellsuspensianAussaat in Zellkulturflaschen und
Zellkulturinserts wird mit einem CASY Cell Counter(Model TTC / Innovatis-Roche) die
Zellzahl pro ml Zellsuspension bestimmt. Zu dieséneck werden 100 ul Zellsuspension in
einem CASY Cup (Innovatis-Roche) mit 9900 pl CASYTon (Innovatis-Roche) verdiinnt.
Mit dem CASY® Cell Counter wird aus dieser Losung nach Herstellerangaben die
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Lebendzellzahl pro ml gemessen. Das genaue Aussaaten fur Zellkulturflaschen und
Inserts errechnet sich mit den in den Abschniti®anssaat der Zellen in Zellkulturflaschen®
und ,Aussaat der Zellen in Inserts* angegebenemEgbr (Kapitel 6.10.4 und Kapitel 6.10.5).

6.10.3.1. CASY® Cell Counter Model TTC

Der CASY® Cell Counterist ein Mehrkanalzellzahlgerat, welches 1998 vam Hirma
Scharfe System GmbH entwickelt wurde. Es ermdglivhtexakte und schnelle Bestimmung
der Zellzahl, des Zellvolumens und der Zellvitdlitalir die Messung werden die Zellen in
einer Elektrolytlbsung (CASY Ton / Innovatis-Roche) suspendiert. Mit konstanter
Stromungsgeschwindigkeit werden die Zellen einzélver eine Kapillare durch eine
Prazisionsmesspore mit einer konstanten angele§gamnung gesaugt. In der Kapillare
verdrangen die Zellen die Elektrolytlosung entspesd ihres Volumens. Eine intakte
Zellmembran von lebenden Zellen wirkt dabei im Spargsfeld als Isolator und es kommt
zu einer Erhdhung des elektrischen WiderstandseDWiderstandserhéhung ist ein Mal3 fur
das Volumen der Zellen. Ist die Membran besch&tegt die Leitfahigkeit der Zelle und der
elektrische Widerstand sinkt. Die Grol3e des Zelikdnestimmt dabei das kleinstmdgliche

Volumen der Zelle, welches als Kennzeichen fur ¢ite Zelle eingesetzt wird.

6.10.4.Aussaat der Zellen in Zellkulturflaschen

Die Aussaat in 75 cfrizellkulturflaschen erfolgt unter sterilen Arbeiéstingungen mit einem
definierten Aussaatvolumen an Zellsuspension, vesicimit auf 37°C vorgewarmtem
Wachstumsmedium auf ein Gesamtvolumen von 14 ngediafit wird. Das Aussaatvolumen
ergibt sich rechnerisch als Quotient aus der Passengyszellzahl und der mit dem CASY
Cell Counterbestimmten Zellkonzentration. Die folgende Foruieht als Grundlage fur die

Berechnung des Aussaatvolumens.

Formel 24: Berechnung des Aussaatvolumens
V = Aussaatvoumen
V = — N = PassagierungszellzaH
c = Zellkonzentration
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Die Passagierungszellzahl ergibt sich aus der Lamg®e Wachstumszeitraums bis zur
nachsten Passagierung. Bei einem Wachstumszeitvannzwei Tagen wird eine Zellzahl

von 3,0 x 16 Zellen, bei drei Tagen eine Zellzahl von 1,5 X Z@llen angenommen. Die

neuen Zellkulturflaschen werden bis zur nachsterss&gierung fur die geplante

Wachstumszeit bei 37°C, 5% @0nd 95 % rH inkubiert.

6.10.5.Aussaat der Zellen in Zellkulturinserts

Die Aussaat in 4,2 chzellkulturinserts (6-well, BD Falcon™ / BD Biosciess) erfolgt unter
sterilen Arbeitsbedingungen mit einer definiertegllzZahl pro Milliliter. Vor der Aussaat
werden leere Zellkulturinserts in 6-well Zellkulplatten (6-well, BD Falcon™ / BD
Biosciences) eingesetzt. In den einzelnen Kammem Gwell Zellkulturplatten werden
hierzu mit einer Mikroliterpipette jeweils 2,5 ml &bhstumsmedium vorgelegt und die
Zellkulturinserts eingesetzt. In jedes Insert wind Anschluss 1 ml Wachstumsmedium
pipettiert bevor in den Zellkulturplatten eine Mdkubation fir 30 min bei 37°C, 5% GOnd

95 % rH erfolgt.

Die fir die Aussaat von jeweils 10 Zellkulturingsebtendtigten Volumina der Zellsuspension

und des Wachstumsmedium ergeben sich aus den d@gdformeln.

Formel 25: Berechnung des Volumens an benétigtésgdension

Vs,sp = SUspensiosvolumen
4,410 Zellen .
Veusp = 4,400 Zellen c= Zellkonzertration
c :
V = Mediumvolumen

Medium

Formel 26: Berechnung des Volumens an bendtigtefhudizirmedium
V vedgivm = 11m = Vausp
Die fir die Aussaat benoétigte Zellsuspension wirtdserologischen Pipetten durch Mischung
der beiden berechneten Volumina hergestellt. Zuerptiifung der Zellzahl kann eine
Kontrollmessung mit dem CASYCell Counterdurchgefiihrt werden (Kapitel 6.10.3). Vor
der Aussaat von jeweils 1 ml erfolgt das Absauges wrgelegten Wachstumsmediums aus

den Zellkulturinserts und die mehrfache Durchmisichader erstellten Zellsuspension. Die
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Zellkulturinserts werden bis zur Exposition fiur 3unden bei 37°C, 5% GQ@nd 95 % rH
inkubiert.

6.10.6.Vorbereitung von Expositionsmedium flr die A549-Zeden

Als Nahrmedium fir die Exposition von A549-Zellenirdv Hepes-gepuffertes DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Gibco-Invigen) mit 0,05% Gentamycin
(Stammlésung 10 mg/ml / Biochrome AG) verwendet.s DAME-Medium und das
Gentamycin werden unter sterilen Arbeitsbedingungém der Mediumflasche
zusammengemischt und bei 4°C fir maximal zwei Wocime Kihlschrank gelagert. Im

Vergleich zum Kultivierungsmedium enthalt diesesdMien kein Serum.

6.11. Cell Proliferation Assay - WST-1

Der eingesetzteCell Proliferation Assay(Roche Diagnostics) dient dem Nachweis der
intakten Atmungskette der A549 Zellen nach der Bipm. Zellen mit einem aktiven
mitochondrialen Succinat-Tetrazolium-Dehydrogeng@gstem wandeln das Tetrazoliumsalz
WST-1 in einer enzymatischen Reaktion in Formazan (Herstellerangaben). Der damit
verbundene Farbumschlag wird Uber die Messung deisoben Dichte mit einem
Spektralphotometer (Spectramax 340Mblecular Devicesbei 450 nm bestimmt.

Die Durchfihrung des WST-1 erfolgt genau 24 Stundewch der Exposition in den
Zellkulturinserts. Zu diesem Zweck erfolgt die Unzseg der Zellkulturinserts in neue 6-
well Zellkulturplatten (mit 2,5 ml Wachstumsmediupno Well). Jeweils 100 pl WST-1-
Lésung und 900 pl Wachstumsmedium werden in delkdeirinserts vorsichtig vermischt.
Nach einer exakt 30minutigen Inkubation bei 37°Cp GO, und 95 % rH erfolgt die
Ubertragung von jeweils 3x100 pl aus jedem Zellkittsert in die Kammern einer 96-well
Zellkulturplatte (BD Biosciences) und die Bestimrguder OD bei 450 nm und 620 nm

(Kontrolle).
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6.12. CytoTox 96° Non-Radioactive Cytotoxicity Assay

Der eingesetzt€ytotoxicity AssayPromega Corporation) dient dem quantitativen Masih
von Laktat Dehydrogenase (LDH) nach der ExpositienA549-Zellen. Die Menge an durch
lysierte Zellen freigewordener LDH wird in einem m3@utigen enzymatischen Test
bestimmt. Hierbei wird das Tetrazoliumsalz INT iorfiazan umgewandelt. Die eingesetzten
Lésungen sind imCytoTox 98 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay KiPromega
Corporation, BestellnummeG1780) enthalten.

Die Durchfihrung des LDH erfolgt genau 24 Stundenhnder Exposition in einer 96-well
Zellkulturplatte (BD Biosciences). Zum Start der dNmkubation werden 150 pl LDH-
Lysispuffer zu den vorhandenen 1,5 ml Wachstumsomedin das Well von nicht exponierten
Zellen unter das Zellkulturinsert gegeben und gemis150 pl dieses Gemisches werden
wieder entnommen und direkt in das Zellkulturingdgxerfihrt (Lyse).

Aus dem Unterstand aller anderen Zellkulturinseresden jeweils 3x50 pl in die Kammern
einer 96-well Zellkulturplatte (BD Biosciences) itidart. Parallel hierzu kommen zusatzlich
3x50 pl der Positivkontrolle und der 100%igen Lyse die vorhandene 96-well
Zellkulturplatte. In jede der Kammern wird zum $tader Reaktion mit einer
Mehrkanalpipette jeweils 50 pl LDH-Substratmix higgegeben bevor eine 30minttige
Inkubation bei RT im Dunkeln erfolgt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden zum Abstopper Reaktion in jedes Well 50 pl
LDH-Stoplosung hinzugefiigt und im Spektralphotomedee OD bei 490 nm bestimmt.
Eventuell auftretende Luftblasen missen vor der sMieg mit einer Kantle oder einer

Pipettenspitze zerstochen werden.

6.13. Aktinfarbung mit FITC-Phalloidin

Die Struktur des Zytoskeletts wird mittels Immumitaszenzfarbung des Strukturproteins
Aktin in den Zellen dargestellt. Die dynamischentiAilamente dienen als Bestandteil des
Zytoskeletts der Stabilisierung der ZellstrukturasDzur Gruppe der Phallotoxine des
Knollenblatterpilzes gehdrende Phalloidin bindeteversible an F-Aktin, eine fibrillar

organisierte Form des Aktins. Die Markierung deslPidin mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) ermdglicht es di&rmiktur des Zytoskeletts sichtbar zu
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machen. Zu diesem Zweck werden die Zellen nachEaposition zuerst dreimal mit 37°C
warmen PBS gewaschen und im Anschluss fur 15 min 3i%iger Formaldehyd/PBS-
Losung fixiert. Nach einem wiederholten Waschstimit PBS erfolgt die Permeabilisierung
der Zellen fur 10 min mit 0,25%iger Triton X-100/BB.6sung. Nach einem zusatzlichen
Waschschritt mit PBS findet eine Blocking-Phase I#ttiger BSA/PBS-L6sung bei 4°C Uber
Nacht statt.

Am néchsten Tag werden die Membranen zuerst ausgéen und im Anschluss unter
Ausschluss von Licht mit FITC-Phalloidin-Lésung #® min inkubiert. Nach einem letzten
Waschschritt  kénnen  die  Membransticke auf Objejgtnd unter dem
Fluoreszenzmikroskopie (Axiophot / Carl Zeiss AG}) dem Filtersatz 0%hift free(Ex BP
450-490 / Em LP 515) betrachtet werden.

Die fertigen Membransticke kdnnen unter Vermeidwog Fotooxidation bei 4°C fir
maximal sechs Monate gelagert werden.

Die im Folgenden aufgefuihrten L6sungen missen btglifeverden:

3,7%ige Formaldehyd/PBS-Lésung:
10 ml Formaldehyd (37%)
90 ml PBS (pH 7,4)

0,25%ige Triton X-100/PBS-Ldsung:
2,5 pl Triton X-100
1000 ul PBS

1%ige BSA/PBS-L6sung:
0,2 g BSA
20 ml PBS

FITC-Phalloidin-Lésung:
100 pl Phalloidin
4900 ul 1%ige BSA/PBS-L6sung
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6.14. Abkirzungsverzeichnis

% rH

%

°C

Mg

ul

2D

3D

AG

AMES
APS
ATCC

B

BD

BSA

bzw.

C

CAD
CASY
CFD

cny

CNTs

CO,
Cultex’ CG
Cultex® HyP
Cultex® RFS
D

d

d.h.

DMEM
DNS

Prozent relative Luftfeuchtigkeit

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

zweidimensional

dreidimensional

Aktiengesellschaft

Testverfahren nach Bruce Ames

Aerodynamic Particle Siz€m S| Incorporated)

American Type Culture Collection

Mobilitat

Becton Dickinson GmbH

Rinderserumalbumin

beziehungsweise

Gleitkoeffizient fir das Gesetz von Stokes

computer aided desigimechnerunterstiitztes Zeichnen)
Cell Counter+ Analyzer SysterfRoche Applied Science)
Computational fluid dynamigmumerische Stromungsmechanik)
Quadratzentimeter

Carbon nanotubes

Kohlenstoffdioxid

CulteX Glasmodul fiir Zellen mit gravimetrischer Mediums@rmung
CulteX Hydraulic Press

CulteX Radial Flow System

Diffusionskoeffizient

Durchmesser

das heil3t

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonukleinsaure

elektrische Ladung
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EDTA Ethylenediaminetetraacetic ac{@Ethylendiamintetraessigsaure)
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

et al. und andere (lateinisch)

FBS Fetal Bovine Serur(Fetales Kalberserum)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

g Gravitationsbeschleunigung [9,81 fh/s

GmbH Gesellschaft mit begrenzter Haftung

h Hohe

HEPES Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure

IL-8 Interleukin-8

k Boltzmann Konstante [1,38*18 W*s/°K]

Kap Kapazitat

kg Kilogramm

kV Kilovolt

I Liter

LAS Laser Aerosol Spectromet@raser Aerosol Spektrometer)
LDH Laktat-Dehydrogenase

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

MWCNTSs Multi-wall carbon nanotubes

N Anzahl der deponierten Partikel

No Partikelkonzentration des Aerosols

nm Nanometer

Nr. Nummer

oD Optische Dichte

OECD Organisation for Economic Co-operation and Develepin
PBS Phosphate Buffered Salifehosphat gepufferte Saline)
REACH Registration,Evaluation,Authorization and Restriction @hemicals
ROS Reactive oxygen speci@Reaktive Sauerstoffspezies)

RT Raumtemperatur

S Sedimentationsstrecke

Sek. Sekunden
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Sel

SMPS
Std
SWCNTs

TEER

Vel

WST-1
z.B.

€0

Distanz

Scanning Mobility Particle Sizer

Stunde

Single-wall carbon nanotubes

Zeit

transepithilial electric resistance
Spannung [V]

Geschwindigkeit

Volt

Geschwindigkeit durch elektrische Krafte
Gewicht

Water Soluble Tetrazolium

zum Beispiel

dielektrische Feldkonstante von Vakuum
Viskositat

Pi=3,1416

Dichte

6.15. Gerate und Laborausstattung

Massenflussregler

Massenflussregler

Massenflussmesser

Massenflussmesser

Vakuumpumpe

Kompressor

Model: Stromungsregler GFC
Hersteller: Analyt-MTC GmbH
Model: red-y compact regulatbREC3SA-BA20
Hersteller: Vogtlin Instruments AG
Model: 35806
Hersteller: Analyt-MTC GmbH
Model: 4140
Hersteller: TSI Incorporated
Model: KnF Labop8riN86 KT.18
Hersteller: KnF Neuberger
Model: Medic Air Type 300-50 Silent
Hersteller: Schneider Druckluft GmbH
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Préazionsdruckregler Model: FDR 02-4

Hersteller: Denk Drucklufttechnik GmbH
Schlauchpumpen Model: MCP

Hersteller: IDEX Health & Science GmbH

CulteX’ CG Model: CulteR CG fiir 6-well Zellkulturinsert
Hersteller: Cultex Laboratories GmbH
Cultex® HyP Model: CulteR Hydraulic Press

Hersteller: Cultex Laboratories GmbH)
Umwalzthermostat Model: ME-4

Hersteller: Julabo Labortechnik GmbH
Partikelz&hlgerat Model: Aerodynamic Particle Si2d21

Hersteller: TSI Incorporated
Verdinnungsstufe  Model: 3302 A (APS)

Hersteller: TSI Incorporated
Partikelz&hlgerat Model: Laser Aerosol Spectrom880

Hersteller: TSI Incorporated
Verdinnungsstufe  Model: 3332-100 (LAS)

Hersteller: TSI Incorporated
Spektralphotometer Model: Spectramax 340PC

Hersteller: Molecular Devices
Ultramikrowaage Model: SE2-F

Hersteller: Sartorius mechatronics
Henkellocheisen 19 mm und 25 mm (nach DIN 7200)

Hersteller: www.locheisen.com
Sterile Werkbank Model: Herasafe

Hersteller: Thermo Scientific
Mikroskop Model: Axiophot

Hersteller: Carl Zeiss AG
Mikroskopkamera  Model: AxioCam

Hersteller: Carl Zeiss AG
Mikroskopfilter Model: 488009-9901-000

Wellenlangen: EX BP 450-490, BS FT 510, EM LB 51

Hersteller: Carl Zeiss AG
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6.16. Substanzen fur die Exposition

Kupfer(ll)sulfat Bestellnummer: 12852
Hersteller: Sigma Aldrich
Disperaf Bestellnummer: 535100
Hersteller: Sasol Germany GmbH
Pural 206 Bestellnummer: 525101
Hersteller: Sasol Germany GmbH
D(+) Laktose Monohydrat  Bestellnummer: 61341
Hersteller: Fluka
Bariumsulfat Bestellnummer: 311050136
Hersteller: Sachtleben Chemie GmbH
Kupfer(ll)oxid Bestellnummer: 208841
Hersteller: Sigma Aldrich
Natriumfluoreszein (Uranin) Bestellnummer: 28803

Hersteller: Riedel-de Haén

6.17. Verbrauchsmaterialien

6-well Zellkulturinserts Falcon™  Bestellnummer3850
6-well Zellkulturplatten Falcon™  Bestellnummer:35®2
96-well Zellkulturplatten Falcon™ Bestellnummes3®75
75 cnf Zellkulturflasche Falcon™  Bestellnummer: 353135
PP-Rohrchen 50 ml Falcon™ Bestellnummer: 352070
PP-Rohrchen 15 ml Falcon™ Bestellnummer: 352096

Hersteller (alle): BD Biosciences

Mikroliter Pipette 500-5000 pl Bestellnummer: 72608
Mikroliter Pipette 100-1000 pl Bestellnummer: 72607
Mikroliter Pipette 20-200 pl Bestellnummer: 725060
Mikroliter Pipette 0,5-10 pl Bestellnummer: 725020

Hersteller (alle): Sartorius Biohit
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Pipettenspitzen 5000 pl
Pipettenspitzen 1000 pl
Pipettenspitzen 300 pl
Pipettenspitzen 10 ul

Bestellnummer: 780300
Bestellnummer: 780016
Bestellnummer: 780011
Bestellnummer: 781349

Hersteller (alle): Sartorius Biohit

Mehrkanalpipette

Bestellnummer: 705454

Hersteller: Brand

Serologische Pipette 50 ml
Serologische Pipette 25 ml
Serologische Pipette 10 ml
Serologische Pipette 5 ml

Bestellnummer: 86.1@&P.
Bestellnummer: 86.1@8b.
Bestellnummer: 86.1EBY.
Bestellnummer: 86.14a%5B8.0

Hersteller (alle): Sarstedt AG

Filterpapier (MN-GF-1)

Bestellnummer: 411009

Hersteller: Macherey-Nagel GmbH

6.18. Reagenzien und Kits

PBS

0,25%ige Trypsin/AImM EDTA-L6sung

Fetal Bovine Serum

Gentamycin (10 mg/ml)

Ethanol (vergallt)

2-Propanol (Isopropanol)

L 1825

Hersteller: Biochrome AG
L 2143

Hersteller: Biochrome AG

A15-151

Hersteller: PAA Laboratories GmbH
A 2710

Hersteller: Biochrom AG
K928.4

Hersteller: Carl Roth GmbH
A0995

Hersteller: AppliChem
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WST-1 Cell Proliferation Assay

Hersteller: Roche Diagnostics
LDH CytoTox One 96

Hersteller: Promega Corporation
Formaldehyd A3592

Hersteller: AppliChem
FITC-Phalloidin P5282

Hersteller: Sigma Aldrich
Triton X-100 A1388

Hersteller: AppliChem
BSA A-2153

Hersteller: Sigma Aldrich

6.19. Nahrmedien

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Hersteller: Biochrome AG
DMEM + Hepes Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Hersteller: Gibco-Invitrogen
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