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Pravalidierungsstudie zur Prufung der toxischen
Wirkung von inhalativ wirksamen Stoffen (Gase)

Kurzreferat

Ziel dieses Projektes war die Pravalidierung einer Methodik zur Prifung der toxi-
schen Wirkung von Gasen nach Direktexposition von Lungenzellen des Menschen
an der Luft-FlUssigkeitsgrenzschicht (Air Liquid Interface). Unter Koordination des
Fraunhofer Instituts fur Toxikologie und Experimentelle Medizin (ITEM Hannover)
waren als weitere Priflabore an diesem Verbundprojekt das Helmholtz-Zentrum flr
Umweltforschung (UFZ Leipzig), das Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR/ZEBET
Berlin) und die Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA Berlin)
beteiligt.

Vier Testgase (Stickstoffdioxid (NOz), Schwefeldioxid (SO,), Ozon, Formaldehyd)
sowie synthetische Luft als Negativkontrolle wurden in die erste Studie einbezogen.
Als biologisches Prifsystem diente die Lungenzelllinie A549 humanen Ursprungs,
die auf mikroporésen Membrantragern an der Luft-FlUssigkeitsgrenzschicht kultiviert
und verschiedenen Gaskonzentrationen bzw. synthetischer Luft ausgesetzt wurde.
Nach einstlndiger Exposition wurden die zytotoxische Wirkung Uber eine Lebend-
zellzahl-Messung und die gentoxische Wirkung mittels Comet-Assay erfasst.

Die Zytotoxizitat zeigte fur alle vier Modellgase klare Dosis-Wirkungsbeziehungen.
Darlber hinaus gab es eine gute Wiederholbarkeit innerhalb der Labore sowie eine
sehr gute Ubereinstimmung in der Lage und Form der Dosis-Wirkungsbeziehungen
zwischen den Laboren. Fur die Entwicklung eines Pradiktionsmodells wurden die
In-vitro-ECso-Werte mit In-vivo-LCso-Werten fur Maus und Ratte aus der Literatur
verglichen. Hierbei zeigte sich ein enger Zusammenhang zwischen den In-vitro- und
In-vivo-Daten.

Die Auswertung gentoxischer Parameter ergab fur SO, und Formaldehyd Dosis-
Wirkungsbeziehungen in allen Laboren. Hierbei konnten indirekte Hinweise fur die
Induktionen von DNA-Strangbruchen (SOz) und DNA-Protein-Vernetzungen (Formal-
dehyd) gefunden werden. Die logistische Regressionsanalyse lieferte keine Hinweise
fur einen dosisabhangigen Effekt von NO, und Ozon auf die Gentoxizitat. Schwache
Hinweise fur einen gentoxischen Effekt dieser beiden Gase ergaben sich aus einer
multivariaten Varianzanalyse.

Vor Eintritt in die formale Validierungsphase ist eine Erweiterung der Datenbasis in
einer zweiten Pravalidierungsphase geplant.

Schlagworter:

In-vitro-Test, akute Inhalationstoxikologie, Zytotoxizitat, Gentoxizitat, humane Lun-
genzellen A549, Air Liquid Interface



Prevalidation study for testing toxic effects of
inhalable substances (gases)

Abstract

The aim of the study was the prevalidation of an inhalation toxicity test for gases us-
ing human lung cells exposed on the air liquid interface (ALI). Four test laboratories
participated in the study: Fraunhofer Institut fur Toxikologie und Experimentelle Me-
dizin (ITEM Hanover, (co-ordination)), Helmholtz-Zentrum fur Umweltforschung (UFZ
Leipzig), Bundesinstitut flir Risikobewertung (BfR/ZEBET Berlin) and Bundesanstalt
fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA Berlin).

Four gases, nitrogen dioxide (NO;), sulfur dioxide (SO;), formaldehyde, ozone as
well as synthetic air for negative control were investigated. The human alveolar cell
line A549, grown on microporous membranes was exposed on the air liquid interface
to different concentrations of test gases and synthetic air. The test design comprised
one hour gas exposure followed by direct determination of cytotoxicity (electrical cur-
rent exclusion method, CASY, Innovatis) and genotoxicity (Comet assay).

Analyses of dose-response relationships for cytotoxicity showed a good repeatability
within and reproducibility between the laboratories for all four gases. Comparison of
the derived EC50 values with published LC50 values for mice and rats revealed a
tight quantitative relationship between in vitro cytotoxicity and in vivo lethality.

Genotoxic endpoints demonstrated clear and reproducible dose-response relation-
ships for SO, and formaldehyde, indicating DNA strand-breaks (SO;) and DNA-
protein crosslinks (formaldehyde). No such dose-dependent effects could be ob-
served for NO, and ozone by means of logistic regression analysis. The multivariate
analysis of variance showed subtle hints for genotoxic effects of both gases.

Before entering a formal validation stage, extended prevalidation will be necessary to
establish a set of data sufficiently large to allow for optimization of the prediction
model.

Key words:

in vitro test, acute inhalation toxicity, cytotoxicity, genotoxicity, human lung cells
A549, air liquid interface



1 Einleitung

Ziel dieses Projektes mit dem Titel ,Pravalidierungsstudie zur Prafung der toxischen
Wirkung von inhalativ wirksamen Stoffen (Gase) nach Direktexposition von Lungen-
zellen des Menschen an der Luft-Flissigkeitsgrenzschicht” war die Pravalidierung
der Air Liquid Interface (ALI)-Technik.

Diese Verbundstudie wurde unter Beteiligung von vier Priflaboren durchgefihrt: dem
Fraunhofer Institut fur Toxikologie und Experimentelle Medizin (ITEM; AG Geneti-
sche und In-vitro Toxikologie; Technologietransfer und Projektkoordinator), dem
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR/ZEBET; Verantwortlicher fur den Validie-
rungsprozess sowie Biometrie und Pradiktionsmodell), der Bundesanstalt flr Arbeits-
schutz und Arbeitsmedizin (BAuA; Fachgruppe Biologische Arbeitsstoffe) und dem
Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung (UFZ; Department Umweltimmunologie).
Hinzu kam ein weiterer, ebenfalls am Fraunhofer ITEM lokalisierter Teilprojektpart-
ner, die Abteilung Bio- und Umweltanalytik, der fur die Realisierung der Gasgenerie-
rung und das Online-Monitoring (Gasanalytik) in dem Projekt verantwortlich war. Das
Konsortium bestand somit aus Forschungseinrichtungen aus den Bereichen
Verbraucher-, Umwelt- und Arbeitsschutz. Die Laufzeit dieses vom BMBF geforder-
ten Vorhabens (Fdérderkennzeichen 0313963) erstreckte sich vom 01.01.2008 bis
zum 30.09.20089.

1.1 Aufgabenstellung

Die zu validierende Alternativmethode (Air Liquid Interface Technologie) zur Bestim-
mung der zyto- und gentoxischen Eigenschaften von inhalierbaren Stoffen (im Fokus
dieser Studie: Gase) auf Lungenzellen vom Menschen nach Direktexposition soll als
Ersatz- oder Erganzungsmethode bei der Entwicklung und Prifung von Industrie-
chemikalien oder der Bewertung von umwelt- und arbeitsplatzrelevanten luftgetrage-
nen Wirkstoffen die Zahl der Tierversuche reduzieren. Das Projekt ist dem BMBF-
Forderschwerpunkt ,Ersatzmethoden zum Tierversuch® im Rahmen des Programms
,Biotechnologie 2001“ zugeordnet. Die Konzeption der Studie basiert auf dem Prava-
lidierungskonzept von ECVAM (CURREN et al., 1995).

In Anlehnung an die Situation im potentiell belasteten Menschen wurden Lungenzel-
len des Menschen (Modellsystem: Zelllinie A549) definierten Testgasen ausgesetzt.
Die Zellen wurden zu diesem Zweck auf Membranen an der Luft-FlUssigkeitsgrenz-
schicht (ALI = Air Liquid Interface) kultiviert und es wurden toxikologische Endpunkte
erfasst.

Das Verbundvorhaben hatte folgende Schwerpunkte:

(1) Die Entwicklung eines standardisierten Testverfahrens zur Bestimmung der To-
xizitat von inhalativ wirkenden Stoffen (in dieser Studienkonzeption fur Gase).
Hierzu gehoren Standardarbeitsanweisungen fir die ZellkulturfiUhrung, das Ex-
positionsverfahren sowie die analytischen Methoden.

(2) Die Verwendung verschiedener biologischer Endpunkte (Dosis- und Effektmar-
ker, Zytotoxizitat, Gentoxizitat) zur Erfassung und Charakterisierung des toxi-
schen Potentials der Testgase.



(3) Die Analyse der Intra- und Inter-Laboratoriumsvariabilitat (4 Priflabore).

(4) Der Nachweis Uber die Stabilitat und Reproduzierbarkeit der einzelnen Parame-
ter fUr die Beurteilung der Testsubstanzen.

Auf der Grundlage des erarbeiteten Datenmaterials wurden unter Einbeziehung von
Tierversuchsdaten (Literaturdaten) Analysen zum Zusammenhang zwischen In-vitro-
und In-vivo-Studien mit dem Ziel der Entwicklung eines Pradiktionsmodells durchge-
fuhrt.

Ein Fernziel dieser Untersuchungen ist es zudem, die Erkenntnisse aus dieser Studie
in einer zweiten Phase zu verifizieren und durch die Entwicklung eines In-vitro-/
In-vivo-Vorhersagemodells Voraussetzungen fur eine formale Validierung entspre-
chend den wissenschaftlichen Ansprichen der OECD (Guidance Document 34) zu
schaffen.

1.2 Hintergrund und Voraussetzungen des Vorhabens

Mit der Neugestaltung des europaischen Chemikalienrechts REACH (,Registration,
Evaluation and Authorisation of Chemicals®) ergibt sich die Notwendigkeit, fur alle
neuen und bereits auf dem Markt befindlichen Stoffe, die einer Registrierung beduir-
fen, toxikologische Daten unter Berucksichtigung der Expositionssituation vorzule-
gen. Fur Stoffe, die auf inhalativem Wege aufgenommen werden, erfordert dies um-
fangreiche und aufwendige inhalationstoxikologische Prufungen, die mit herkdmmli-
chen Methoden in absehbarer Zeit nicht geleistet werden kdnnen. Wahrend die meis-
ten Schatzungen des fur die Umsetzung von REACH zusatzlich nétigen Bedarfs an
Versuchstieren bisher von ca. 10 Millionen Tieren ausgegangen sind (z. B. HOFER
et al., 2004) gehen neuere Schatzungen auf der Basis einer inzwischen erweiterten
EU davon aus, dass es bis zu 68.000 REACH-relevante Chemikalien in den nachs-
ten 10 Jahren geben kdénne (ROVIDA und HARTUNG 2009, HARTUNG und ROVI-
DA, 2009). Daflr wirden bis zu 54 Millionen Versuchstiere mit einem Kostenaufwand
von 9,5 Mrd. € bendtigt. Dies erscheint sowohl unter 6konomischen als auch prakti-
schen und ethischen Gesichtspunkten als schwer realisierbar. Einen Ausweg bietet
hier der Einsatz von In-vitro-Methoden, die fur bestimmte Fragestellungen (Phototo-
xizitat, atzende und reizende Eigenschaften an der Haut) bereits erfolgreich zur Be-
stimmung der akuten Toxizitat eingesetzt (SPIELMANN et al., 1998; LIEBSCH et al.,
2000; SPIELMANN et al., 2007) und als Ersatz von Tierversuchen in regulatorische
Prufverfahren umgesetzt worden sind (OECD Guidelines for the Testing of Chemi-
cals TG 431, TG 432 und TG 439). Im Jahr 2009 wurden daneben erstmalig in vitro
Screening Methoden als OECD Prufrichtlinien verabschiedet (OECD TG 438 und
TG 439). Gleichermalien anerkannte, alternative Testmethoden zum teilweisen oder
vollstandigen Ersatz von Tierversuchen im Bereich der Inhalationstoxikologie fehlen
bislang.

1.3 Wissenschaftlich technischer Stand

Die Inhalation von Gasen, Dampfen, Aerosolen oder Gemischen kann eine Vielzahl
von gesundheitsschadlichen Effekten von der Reizung bis hin zu systemischen Er-
krankungen beim Menschen induzieren. Trotz intensiver Anstrengungen hinsichtlich
der Risikoabschatzung von Chemikalien ist die Datenlage zur Inhalationstoxikologie



insbesondere flr Industriechemikalien auch wegen der sehr hohen Studienkosten
der In-vivo-Testverfahren sehr eingeschrankt. Die zunehmende Relevanz und Ak-
zeptanz von Alternativmethoden zur Untersuchung inhalierbarer Chemikalien hin-
sichtlich der Erfassung ihrer potenziellen Toxizitat und Gentoxizitat als auch in Bezug
auf das sensibilisierende Potential ist nicht zuletzt durch die Neugestaltung des eu-
ropaischen Chemikaliengesetzes und durch die Férderung in entsprechenden Rah-
menprogrammen der Europaischen Union (z. B. Projekt Sens-it-iv 2005-2010) ge-
wachsen. Zwingend erforderlich in diesem Kontext sind daher die Etablierung mogli-
cher geeigneter alternativer Prifverfahren und deren Uberpriifung hinsichtlich ihrer
Relevanz, Robustheit und Leistungsfahigkeit, insbesondere unter den geforderten
regulatorischen Aspekten (MARCHANT, 2005).

Zur praktischen Durchfihrung der vorliegenden Pravalidierungsstudie sind ein biolo-
gisches Prufsystem (Zelllinie), mikroporose Membrantrager zur Realisierung der Air-
Liquid-Exposition, eine Expositionsvorrichtung dieser Membrantrager flir Gase sowie
Gasgenerierungs- und Gasmonitoringsysteme erforderlich. Alle Komponenten sind
am Markt von verschiedenen Anbietern kauflich erwerbbar. Die verwendete Zelllinie
und die Membrantrager unterliegen keiner Patentbeschrankung. Die Methode der
Air-Liquid-Interface-Exposition wird wegen der besser ausgebildeten Barriereeigen-
schaften der Epithelzellen international empfohlen (z. B. BERUBE et al., 2009). Sie
ist nicht patentiert und variationsreich bereits seit 1977 publiziert (VOISIN et al., 1977
a, b).
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2 Material und Methoden

Die vier Testgase Stickstoffdioxid (NO;), Ozon, Formaldehyd (FA) und Schwefeldi-
oxid (SO;) wurden flir diese Pravalidierungsstudie eingesetzt. Als Negativkontrolle
wurde synthetische Luft in jedem Experiment mitgefuhrt, die auch zur Herstellung
von Verdinnungen der Gase verwendet wurde. Als biologisches Prifsystem diente
die Lungenzelllinie A549 humanen Ursprungs, die auf mikropordsen Membrantragern
an der Luft-FlUssigkeitsgrenzschicht kultiviert und gegenuber synthetischer Luft bzw.
verschiedenen Konzentrationen der Gase exponiert wurde. Nach einstundiger Expo-
sition wurden die zytotoxische (Lebendzellzahl, LZZ) und die gentoxische Wirkung
(Comet-Assay) im biologischen Prufsystem erfasst.

Die Durchfuhrung dieses In-vitro-Prufverfahrens erforderte in jedem Pruflabor die
Umsetzung verschiedener methodischer Verfahrensschritte unter standardisierten
Bedingungen. Alle Verfahrensschritte wurden in Standardarbeitsanweisungen
(SOPs) geregelt (siehe Tab. 2.1), angefangen von der Kryokonservierung des biolo-
gischen Prifsystems uber die Dauerkultivierung und Exposition auf mikropordsen
Membranen bis hin zur Erfassung der Lebendzellzahl mittels elektronischer Zellana-
lyse, zur Durchfihrung des Comet-Assays sowie zur Generierung und des Online-
Monitorings der vier Testgase. Diese SOPs stellten die Arbeitsgrundlage fur die im
Projekt erhobenen Daten dar.

Die Experimentaldaten wurden von jedem Labor in Form standardisierter Excel-
Spreadsheets an das BfR/ZEBET ubermittelt. Dort erfolgte die Aufarbeitung und Da-
tenauswertung. Durch die standardisierten Spreadsheets waren eine konsistente
Datenstruktur sowie eine Versuchsprotokollierung im Sinne einer Guten Laborpraxis
(GLP) gewahrleistet. Fur die automatisierte Aufbereitung, Verdichtung und statisti-
sche Analyse der Daten wurde die statistische Programmiersprache R (R Develop-
ment Core Team, 2009) verwendet. Die grafischen Moglichkeiten von R erleichtern
es, die wesentlichen Aspekte der Datenverarbeitung zu visualisieren, angefangen
von der Plausibilitatskontrolle der Rohdaten uber die Variabilitat der Dosis-Wirkungs-
beziehungen bis hin zur Glte einer gefitteten Dosis-Wirkungskurve. DarlUber hinaus
stellt R die bendtigten statistischen Verfahren bereit.
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Tab. 2.1 Ubersicht der im Projekt erstellten Standardarbeitsanweisungen (SOPs)

Projektbezogene Standardarbeitsanweisungen

Lfd. | Titel Ent- Version | Datum
Nr. wurf Nr. gultig
1 Einfrieren und Auftauen von A549-Zellen ITEM 1.0 20.10.2008
2 Trypsinieren und Passagieren von A549-Zellen | ITEM 2.0 20.10.2008
3 Dauer- und Membrankultur von A549-Zellen ITEM 2.0 20.10.2008
4 Exposition von A549-Zellen auf mikropordsen ITEM 2.0 20.10.2008
Membranen
5 Probenahme von A549-Zellen und UFZ 2.0 20.10.2008

A549-Zellkulturiberstand aus der Dauerkultur
zur Prifung auf Mykoplasmen-Kontamination

6 Durchfiihrung des Comet-Assays ITEM 3.0 20.10.2008

7 Elektronische Zellzahlung und Vitalitatsbestim- BfR/ 2.0 25.11.2008
mung mit dem CASY® TT/TTC BAUA

8 Direktexposition mit Schwefeldioxid ITEM 1.0 12.11.2008

9 Direktexposition mit Formaldehyd ITEM 1.0 03.11.2008

10 | Direktexposition mit Stickstoffdioxid ITEM 1.0 12.11.2008

11 Direktexposition mit Ozon ITEM 1.0 27.10.2008

2.1 Biologisches Prifsystem — Zelllinie A549 auf mikroporosen
Membranen

Die Adenokarzinomzelllinie A549 (DSMZ: ACC107), eine aus einem menschlichen
Lungentumor stammende, epitheliale Zelllinie mit Typ IllI-ahnlichen Eigenschaften,
findet breite Anwendung in der toxikologischen Forschung (PALMBERG et al., 1998;
ROTHEN-RUTISHAUSER et al., 2005). Die Kultivierung der adharent wachsenden
A549 Zellen erfolgte in Form einer Dauerkultur in Dulbecco’s MEM Medium mit stabi-
lem Glutamin, 10 % Serum (FKS) sowie der Zugabe des Antibiotikums Gentamicin
(5 pg/ml). Die A549 Zellen wurden in einem festen Rhythmus 2-mal wdchentlich
passagiert und von Passage 15 bis 45 (Zahlung beginnend mit dem einheitlichen
Zellpool, den die Testlabors erhalten haben) verwendet.

Nach Vorkonditionierung der Membrantrager (BD Inserts 0.4 um Porengrof3e) wurde
eine definierte Zellzahl (Toleranz £ 7 %) auf die Membran gegeben. Unter submer-
sen Bedingungen wuchsen die Zellen 72 Stunden im serumhaltigen Medium zu ei-
nem konfluenten Zellrasen heran. Danach wurden die submersen Zellen in zwei
Schritten in serumfreies Medium Uberflhrt. 16 bis 22 Stunden vor der Exposition
wurden die A549-Zellen auf air-lifted Bedingungen eingestellt. Zu diesem Zweck
wurde das Medium Uber den Zellen entfernt und die Membrantrager in einen Bega-
sungsbrutschrank ohne Befeuchtung verbracht. Die Versorgung der Zellen mit Medi-
um erfolgte von diesem Zeitpunkt an von unten durch die Membranen. Fir die Air-
Liquid-Interface-Exposition wurden ausschliel3lich Membrantrager mit unter dem Mik-
roskop ,trocken® erscheinendem Zellrasen benutzt.

Alle Testgasprifungen wurden Uber eine Stunde mit unterschiedlichen Gaskonzent-
rationen jeweils als Dreifachmessung durchgefuhrt. Je Testlauf wurden aufRerdem
eine dreifache Reinluftkontrolle (drei Membrantrager mit synthetischer Luft an Stelle
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des Testgases behandelt) und je Untersuchungstag 2x3 Brutschrankkontrollen (ALI-
Membrantrager, die im Brutschrank verblieben) untersucht.
Die Verfahrensweise ist in Abbildung 2.1 veranschaulicht dargestellt.

A549 Zellen, die auf mikroporésen Membranen kultiviert und air-liquid exponiert wur-
den, wurden zum Zwecke weiterer Zellanalysen von den Membrantragern anschlie-
Rend mittels Trypsin abgeldst.

A B C D
3d - 6h — 16h — 1h

DMEM + 10 % FKS DMEM + 5 % FKS DMEM serumfrei DMEM serumfrei

Abb. 2.1 A549 Kultur auf mikroporésen Membranen: A Submerskultur in Medium
mit 10 % Serum Uber 3 Tage bis zum konfluenten Zellrasen, B Sub-
merskultur in serumreduziertem Medium fir 6-8 Stunden, C Uberfiihrung
in die Air-Liquid-Interface-Kultur, Versorgung der Zellen mit serumfreien
Medium Uber die Membran, 16-22 Stunden Adaptation im trockenen Be-
gasungsbrutschrank, D Exposition der Zellen mit Testgas.

2.2 Expositionsvorrichtung der Membrantrager

Fir die Air-Liquid-Interface-Exposition von Zellsystemen gegen Gase sind verschie-
dene Vorrichtungen in der Literatur beschrieben und in Gebrauch, die in Ihrer unter-
schiedlichen technischen Ausfuhrung z. T. auch patentiert sind. Zur Durchfihrung
des Projekts wurde von allen Verbundprojektpartnern ein System der Firma VITRO-
CELL® Systems (Waldkirch, Germany) unter den Aspekten, dass damit die Grund-
prinzipien einer Air-Liquid-Zellexposition abgebildet werden konnen sowie eine kom-
merzielle Verflgbarkeit und Serviceleistung in Deutschland gegeben ist, angeschafft
(siehe Abb. 2.2)
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\ /
Testgas
Zufluss a
Testgas b
Abfluss °
t d
Medium a Membrantrager
Versorgung
b Testgasfluss
U c A549-Zellrasen auf
Membran- mikroporésen Membranen
trager
d Zellkulturmedium

Abb. 2.2  Expositionsvorrichtung der Membrantrager fur Gase

2.3 Testgase

2.3.1 Gasgenerierung und Gasmonitoring

FUr die In-vitro-Expositionen wurden neben Reinluft vier Gase mit Toxizitatspotential
(Stickstoffdioxid, Schwefeldioxid, Formaldehyd, Ozon) eingesetzt. Die Auswahl der
Prufgase richtete sich nach deren Toxizitat, Eignung fur die gewahlten biologischen
Endpunkte, Verfiigbarkeit, Handling und nach Sicherheitsaspekten. Eine Ubersicht
uber die untersuchten Gase zeigt Tabelle 2.2. Allen Projektpartnern wurden die glei-
chen Qualitaten an Prifgasen zur Verfligung gestellt.

Tab. 2.2  Prufgase fur die In-vitro-Exposition

Priifgas NO, SO, Formaldehyd Ozon
Toxizitat sehr giftig, giftig, giftig sehr giftig

atzend atzend Verdacht auf krebserz. (krebserz. Kat.3B)

Wirkung genotox. Potential)

MAK-Wert 0,5 ppm (2009) 0,5 ppm 0,3 ppm (2000) 0,1 ppm (1958)
DFG Hinweis aufler Kraft gesetzt toxikologisch begriindet toxikologisch begriindet auBer Kraft gesetzt
Vorkommen Atmosphare, Atmosphare, Atmosphare/Innenraumluft Atmosphare,

Verbrennung von Biomasse, |Verbrennung von S-haltigen |Kraftfahrzeuge, Feuerungsanlagen, [Wasser-, Abwasseraufbereitung

Motorabgase fossilen Brennstoffen, Konservierungsstoff in Kosmetika, Laserdrucker-, Kopiereremission

Konservierungsmittel Spanplatten, Mdbel, Zigaretten-
rauch, Desinfektion

Verfiigbarkeit Gasflaschen Gasflaschen Gasflaschen Ozongenerator

1000 Vol. ppm 100000 Vol. ppm 20 Vol. ppm

100 Vol. ppm 10000 Vol. ppm

Haltbarkeit: 12 Monate Haltbarkeit: 12 Monate Haltbarkeit: 3 Monate
Mol-Gewicht 46 g/mol 64 g/mol 30 g/mol 48 g/mol
Umrechnung™ |1 ppm = 1,86 mg/m® (SATP) |1 ppm = 2,58 mg/m® (SATP) |1 ppm = 1,21 mg/m" (SATP) 1 ppm = 1,94 mg/m" (SATP)
Handling Fernhalten von Ziindquellen  |geféahrliche Reaktionen mit  |Polymerisation zu Paraformaldehyd [chemisch instabil,

Oxidationsmitteln keine Lagerung uber langere Zeit

Sicherheits- brandférdernd nicht brennbar brennbar, Dampfe bilden mit Luft brandférdernd
aspekte explosionsfahige Gemische
Analytik
on-line NO/NO,/NO,-Monitor SO,-Monitor FID-Monitor Ozon-Monitor

Chemilumineszenz Fluoreszenz Kohlenwasserstoffanalysator UV-Detektion

() SATP = Standard Ambient Temperature and Preasure (25°C, 1000 hPa)



14

Fir die In-vitro-Experimente mit den in Tabelle 2.2. aufgefliihrten Gasen war es not-
wendig, flexibel einen breiten Konzentrationsbereich zu realisieren und bei einer un-
eingeschrankten experimentellen Variabilitat, stabile sowie reproduzierbare Testbe-
dingungen zu gewabhrleisten.

Zur Herstellung der unterschiedlichen Testgaskonzentrationen wurde ausgehend von
dem jeweiligen Gasversorgungssystem (Gasflasche bzw. Ozongenerator) ein mobi-
les Steuermodul mit diversen Mass-Flow-Controllern (MFCs) eingesetzt. Zur Steue-
rung und Einstellung definierter Gasflisse (Prufgas und Luft) sowie zur Datenerfas-
sung diente ein PC mit einem speziellen Softwareprogramm (Gasgenerierungsein-
heit).

Zur Quantifizierung des jeweiligen Testgases wurde weiterhin ein mobiles Monito-
ringsystem als Online-Messgerat in das Gesamtsystem integriert. Fur jedes Gas war
ein spezielles System erforderlich (Ozon-Monitor, SO,-Monitor, NO»-Monitor und
Kohlenwasserstoffanalysator).

Abbildung 2.3 zeigt den prinzipiellen Aufbau einer mobilen Gasgenerierungs- und
Monitoringeinheit am Beispiel einer Exposition mit Formaldehyd.

Generierung einer Priifgasatmosphéare und
On-line-Monitoring (Beispiel Formaldehyd)

Arbeitsbereich: bis 20 ppm (Exposition)

Synthetische Luft Priifgas HCHO (20 ppm)
Vordruck: 2 bar Vordruck 2 bar

Flow: Flow:
0-5 I/min MFC MFC 10-2000 ml/min
e I PV i b A
2
Steuermodul

Regelventil Bypass
(Prufgas-
Uberschuss)
-

Rotameter
Flow: (300 ml/min) Flow:
1500 ml/min 3x5 ml/min
Bereich: (Uberschuss-
bis 20 ppm betrieb)

Bernath Atomic
Zell-
Kohlenwasser- o
stoff-Analysator P
L |
\L/

Abluft

Legende: = Synthetische Luft
Priifgas HCHO (in Stickstoff)
Testgas HCHO/synthetische Luft

Abb. 2.3 Aufbau der Gasgenerierungs- und Monitoringeinheit
(Beispiel: Exposition mit Formaldehyd, HCHO)
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Die entwickelten Systeme wurden vor dem Projekteinsatz umfassend validiert. Die
Validierungsparameter umfassten den Abgleich der theoretisch errechneten Gaskon-
zentration nach Verdinnung mit der analytisch nachgewiesenen Gaskonzentration
sowie die Stabilitat und Reproduzierbarkeit der Gasgenerierung und -messung.

Fir jedes Testgas wurde nach einer standardisierten Vorgabe eine prifungsspezifi-
sche SOP erstellt, in welcher beim Expositionsversuch die Vorgehensweise zur Ge-
nerierung der jeweiligen Testgasatmosphare beschrieben wird und das Funktions-
prinzip der Online-Messung sowie die Versuchssteuerung und Online-Registrierung
der korrespondierenden Versuchsparameter erklart werden.

Mit jedem Testgas erfolgten im ITEM Vorversuche zur Abschatzung des erforderli-
chen Konzentrationsbereiches in Hinblick auf die zu bestimmenden biologischen
Endpunkte. Als Ergebnis wurden die relevanten Ausgangsgaskonzentrationen fur die
zu untersuchenden Gase festgelegt.

2.3.2 Realisierung der Testgase in 4 Laboren im Rotationsprinzip

Zur Durchfuhrung der In-vitro-Expositionsversuche wurden die Gasgenerierungs-
und Monitoringeinheiten vom ITEM in die einzelnen Partnerlabore Uberflhrt und dort
den ortlichen Gegebenheiten angepasst.

Jedem Projektpartner wurde zunachst ein Gas zugeordnet (siehe Tab. 2.3, Gas 1 —
Startgas im jeweiligen Pruflabor).

Tab. 2.3 Reihenfolge der Bearbeitung der Testgase

Projektpartner | Gas

SO, NO, Ozon Formaldehyd
BAUA 1 2 3 4
BfR 2 1 4 3
ITEM 4 3 2 1
UFZ 3 4 1 2

Nach Abschluss der In-vitro-Experimente mit dem jeweiligen Testgas wurden die
dem entsprechenden Gas zugeordneten kompletten Gasgenerierungs- und Monito-
ringeinheiten unter den Partnern getauscht (Rotationsprinzip, siehe Abb. 2.4).
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Vereinfachte schematische Darstellung zur Rotation der Expositionssysteme
zwischen den Partnerlaboren im Rahmen der Prévalidierungsstudie

Experimentalphase 1 Umbauphase 1

Experimentalphase 2 Umbauphase 2

o~

Experimentalphase 3 Umbauphase 3

W

Partnerlabore P 1-P4

Positivsubstanzen (Gase)

Gas 1-Gas 4

Abb. 2.4 Rotation der Gasgenerierungs- und Monitoringeinheiten (Beispiel). Der
Ab- und Aufbau erfolgte durch die Mitarbeiter des ITEM. Die Gasexposi-
tionen in allen Laboren wurden auch wahrend der Phase der In-vitro-
Expositionen vom ITEM betreut. Es wurde Hilfestellung bei instrumentel-
len Fragestellungen bzw. -problemen gegeben, um die zugige Durchflih-
rung der Expositionsversuche zu gewahrleisten.

24 Toxikologische Endpunkte

Unmittelbar nach erfolgter ALI-Exposition der Zellen wurden diese mittels Trypsin
von der mikropordsen Membran abgelost und suspendiert. Aus dieser Zellsuspensi-
on wurden Aliquots fur die Messungen der Zytotoxizitat mittels elektronischer Le-
bendzellzahlmessung wie auch der Gentoxizitat mittels Comet-Assay entnommen.
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241 Elektronische Zellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl (LZZ) und Vitalitdt der suspendierten Zellen
wurde von den Projektpartnern das Zellzahlgerat CASY® Cell Counter + Analyser
System (Modell TT oder TTC) verwendet (siehe Abb. 2.5) Die in den Setup-
Einstellungen vorgenommenen Cursoreinstellungen wurden fur die Zelllinien A549
einmalig bestimmt und von allen Projektpartnern GUbernommen. Die Aggregationskor-
rektur wurde nicht genutzt.

Messprinzip ist eine Widerstandsmessung, kombiniert mit einer speziellen Signal-
auswertung, der Pulsflachenanalyse (GLAUNER, 2006). Dazu wird eine Einzelzell-
suspension in einer physiologischen Elektrolytlosung durch eine Messkapillare defi-
nierter GroRBe mit konstanter Geschwindigkeit gesaugt. Uber zwei Platinelektroden
wird eine Spannung angelegt; die elektrolytgefullte Kapillare stellt einen definierten
Widerstand dar. Die durch diese Kapillare gesaugten Zellen verdrangen eine ihrem
Volumen entsprechende Menge an Elektrolytlosung. Mit dem Durchgang ist eine Wi-
derstandserhdhung verbunden, die aufgrund der isolierenden Eigenschaft der Zellen
entsteht. Damit kann das Volumen der Zellen bestimmt werden, die Zahl der durch-
laufenden Ereignisse ergibt die Zellzahl. Durch die Taktung der Spannung (1 MHz)
und eine Analyse der Signale kann aufgrund der Anderung der isolierenden Eigen-
schaft bei geschadigten Zellen — der Widerstand der Zellmembran sinkt, damit er-
scheinen geschadigte oder tote Zellen elektrisch kleiner — eine Aussage zur Memb-
ranintegritat und damit zur Vitalitat der Zelle gemacht werden.

In eigenen Vorversuchen mit der Zelllinie A549 sowie aufgrund von Literaturangaben
konnte eine gute Korrelation der LZZ-Messung mit anderen Zytotoxizitatstests wie
dem Neutralrot-Assay (neutral red uptake, NRU) festgestellt werden (LINDL et al.,
2005).

R
CASY®excell TT-2HC-1475 22.09.09
Version 2.2 Copyright (C) innovatis AG, Reutlingen, Germany A549 08:47
Kommentar |Messung 25 MeBparameter
P26 Kapillare 150 pm
GréRenskala 30 pm
Passage2.TT Messung 25 von 48 SISOl 5,95 um
Norm.Cursor rechts 30,00 pm
Ausw.Cursor links 12,00 um
200 Ausw.Cursor rechts 30,00 pm
Probenvolumen 3 x400 pl
Verdiinnung 1,010E+02
150 - Aggregationskorr. Off
0
‘g Ergebnisse
H :
S 10 Konz. Bereich Ok
Counts 16675
Counts > 30 pm 3,998E+04
50 + z
Vitalzellzahl/ml 1,404E+06
Gesamtzellzahl/ml 1,500E+06
% Vitalitat 93,57 %
& i : i : i Zelldebris/ml 2,108E+05
- 2 i 1 0 E 30 | Volumen/ml 5 430E+09 i
Durchmesser (pm)
Offnen | Anhingen | TT-mport | | 1= | = | Uberlag. Ein | Mittl. Volumen 3,868E+03 fl
Peak Volumen 3,298E+03 fl
Speichern | Laschen | Drucken | Sortieren | Vol. Skala | Mittl. Durchmesser 18,95 pm
Peak Durchmesser 18,47 um

Abb. 2.5 Bestimmung der Lebendzellzahl (LZZ) und Vitalitat der suspendierten
Zellen mit dem CASY® Cell Counter + Analyser System; a Debris, b tote
Zellen, c vitale A549 Zellen.
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24.2 Comet-Assay

Beim Comet-Assay (auch Einzelzell-Gelelektrophorese-Assay) handelt es sich um
eine Methode zur Analyse von DNA-Schaden in Saugerzellen. Dabei werden in der
hier durchgeflihrten alkalischen Version Einzel- und Doppelstrangbriiche der zellula-
ren DNA sowie alkali-labile Stellen detektiert.

Zellen der Einzelzell-Suspension werden dazu auf ein Mini-Agarosegel auf einem fir
die Fluoreszenz-Mikroskopie geeigneten Geltrager (Objekttrager) gebracht. Danach
werden die Zellen unter leicht alkalischen Bedingungen lysiert, anschlieRend die zel-
lulare DNA unter stark alkalischen Bedingungen (pH > 13) entwunden und unter
ebenfalls stark alkalischen Bedingungen eine Elektrophorese durchgefuhrt. Nach
Neutralisierung der Praparate werden diese mit einem DNA-Fluoreszenz-Farbstoff
(Ethidiumbromid oder CYBR-Gold) angefarbt. Unterstitzt durch eine mikroskopische
Bildanalyse wird schliellich der DNA-Schaden an jeder untersuchten Einzelzelle
quantifiziert (Abb. 2.6).

Bei hohem pH-Wert (> 13) denaturiert und entwindet sich die DNA und die Erken-
nung von Strangbrichen in der DNA wird moglich. Bei der Gelelektrophorese wird
die DNA nach ihrer Grof3e aufgetrennt, hierbei wandern abgebrochene DNA-Stucke
durch ihre negative Ladung im elektrischen Feld zur Anode. Das sich ergebene Bild
ahnelt einem Kometen, wobei die gewanderte DNA den Schweif und der Gbrig ge-
bliebene Zellkern den Kometenkopf bilden. Dabei hangt die Lange des Kometen von
der Anzahl der Bruche in der DNA und der Grof3e der Fragmente ab. Mit der Zunah-
me der Briche werden die DNA-Fragmente kleiner und beweglicher und wandern in
Form eines Schweifes. Die Schweiflange ergibt sich also aus der DNA-Schadigung
und wird durch optimale Elektrophoresebedingungen maximiert. Die den Schweif
reprasentierende DNA gibt im Verhaltnis zu der im Kopf verbliebenen ein relatives
Mal} flr die Anzahl der Briche in der DNA. Entsprechend wurden die Parameter
Schweiflange (auch Tail Length T.) und Schweifmoment (auch Tail Moment Ty) zur
Auswertung herangezogen (siehe auch Abb. 2.6). Pro Objekttrager wurden 50 Ko-
meten ausgewertet. Fur die handische Auswahl der auszuwertenden Kometen wur-
den konkrete Auswahlkriterien festgelegt. Die computergestitzte Bildanalysen wur-
den mit den Software-Paketen VisCOMET 2.0 (Impuls), Scan®R (Olympus) oder
Comet IV (Perceptive Instruments) realisiert.

Abb. 2.6 Comet-Assay, computergestitzte Bildanalyse einer unbehandelten Zelle
(A) und einer DNA-geschadigten Zelle (B); T, [um] — Schweiflange (Tail
Length); Tm [um] — Schweifmoment (Tail Moment) = %2 T_ x relative
Schweifintensitat (Pixelintensitaten im Kometenschweif bezogen auf die
Gesamtintensitat); Software: Comet IV, Perceptive Instruments.
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2.5 Statistische Verfahren zur Datenanalyse

Fir die Analyse der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurde das folgende logis-
tische Regressionsmodell verwendet
Asym ) (2.1)

(xmid —xj
1+exp

scal
welches durch die obere Asymptote Asym, den Wendepunktparameter xmid und den
Skalierungsparameter scal charakterisiert ist (Abb. 2.7).

y(x)=

xmid

Abb. 2.7 Logistisches Modell. Die Parameter der logistischen Funktion umfassen
die obere Asymptote (Asym) bei x — «, den x-Wert xmid, bei dem die
Kurve ihren Wendepunkt hat und y halbmaximal ist, und den Skalie-
rungsparameter scal. Fur eine monoton fallende Kurve (wie gezeigt) ist
scal < 0.

Zur Beschreibung der Tail Momente aus dem Comet-Assay wurde eine generalisier-

te Gammaverteilung (RIGBY und STASINOPOULQOS, 2008) angepasst

|v] 607z exp{-6&} , (2.2)
L@y

wobei z=(y/u)" und 8=1/(c’v?) ist mit y>0, £>0, 0>0 und —o<v<ow. Flr

v =0 ist die Verteilung eine logarithmische Normalverteilung. Abbildung 2.8 zeigt den

Einfluss des Parameters v auf die Symmetrie bzw. Schiefe der Verteilung.

Jluov)=

p=1,0=1,v=0 p=1,0=1, v=-1

0.4

f(y)
0.3

0.2
|

0.1

0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
Yy

Abb. 2.8 Gamma-Verteilung. Dargestellt ist der Einfluss des Formparameters v auf
die Schiefe der Verteilung. Fur v = 0 geht die Verteilung in eine logarith-
mische Normalverteilung Uber.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse der biometrischen Analyse beschrieben. Be-
sonderes Augenmerk wurde dabei auf die Reproduzierbarkeit der Methodik innerhalb
der Labore und auf die Ubertragbarkeit zwischen den Laboren gelegt. Jeder Ergeb-
nisteil schliel3t mit einem Kapitel zur Entwicklung eines Pradiktionsmodells zur Vor-
hersage des zytotoxischen und gentoxischen Potentials von inhalativ wirksamen
Stoffen.

3.1 Zytotoxischer Endpunkt Lebendzellzahl (LZZ)

3.1.1  Akzeptanzkriterium fur LZZ

Bei der Messung der Lebendzellzahl wurde fir jedes Gasexpositionsexperiment eine
Reinluftkontrolle (RL) mit erfasst (Abb. 3.1, Gas1-Gas4 und RL1-RL4). Zusatzlich
wurden an jedem Messtag mehrere Brutschrankkontrollen (BS) und Positivkontrollen
(PK) durchgefuhrt. Anhand des Verhaltnisses von Reinluftkontrolle zu Brutschrank-
kontrolle wurde die Gute jedes Gasexpositionsexperiments bewertet. Die prozentua-
len RL/BS-Verhaltnisse sind am Beispiel von SO, in Abbildung 3.1 fur die verschie-
denen Labore dargestellt.

800 {ZEBET (day 5) A
600 |
400 1 I

¥ % X x + + E3 £

200

0 - 88% 73% 80% 77%
T T T T T T T T T T

BS1 BS4 RL1 RL2 RL3 RL4 Gas1 Gas2 Gas3 Gas4

800 {'UFZ (day 15) B
600

4004 U :
~ 200 + v
é 0 - 82% 78% 80% 88%
1) T T T T T T T T T
E BS1 BS4 RL1 RL2 RL3 RL4 Gas1 Gas2 Gas3 Gas4 PK1
5]
§ 800 o |TEM (day 6) C
S 600

4 1 [] v
N 400 * v
N X x x X S B
— 200
0 - 83% 80% 7% 85%
T T L T 1 T T T T T T
BS1 BS4 RL1 RL2 RL3 RL4 Gas1 Gas2 Gas3 Gas4 PK1 PK2
800 {BAUA (day 5) D

600
400 4

200 — X

Py ox ox XX . L+ %
0+ 104% 83% 118% 104%

T T T T T T T T T T T

BS1 BS4 RL1 RL2 RL3 RL4 Gas1 Gas2 Gas3 Gas4 PK1

Experiment

Abb. 3.1 Interlabor-Vergleich der Lebendzellzahl (LZZ) fir SO,. Dargestellt sind
die LZZ-Rohdaten eines Messtages fur jedes Labor. Die Experimente
umfassen die Brutschrankkontrolle (BS), Reinluftkontrolle (RL), Gasex-
position (Gas) und die Positivkontrolle (PK). Jedes Experiment besteht
aus drei technischen Replikaten (N =3 Membranen). Die Prozentzahlen
(RL/BS-Verhaltnisse) geben die relativen LZZ-Mittelwerte der Reinluft-
kontrollen an, bezogen auf den LZZ-Mittelwert der Brutschrankkontrolle.
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Um ein Gasexpositionsexperiment als valide einzustufen, musste das ermittelte
RL/BS-Verhaltnis Uber einem gewahlten Akzeptanzkriterium liegen. Im Verlaufe die-
ses Forschungsprojekts wurde das Akzeptanzkriterium auf 70 % festgelegt. Aus heu-
tiger Sicht kann — nach Vorliegen aller Messdaten — analysiert werden, welchen Ein-
fluss die Festlegung des Akzeptanzkriteriums auf einen Wert von 70 % hat.

Abbildung 3.2 zeigt die Dichteverteilungen der RL/BS-Verhaltnisse fir alle vier Labo-
re. Man erkennt, dass bei 3 von 4 Laboren uber 90 % der Messdaten valide sind. Nur
bei einem Labor (UFZ) ist die Dichteverteilung nach links verschoben. Dies fuhrt da-
zu, dass nur 47 % aller Daten fur die weitere Analyse verwertet werden konnen. Im
Falle von Labor UFZ wirde eine Absenkung des Akzeptanzkriteriums auf beispiels-
weise 50 % den validen Anteil auf 88 % erhohen. Ungeachtet der Ursachen fur diese
Linksverschiebung der Dichteverteilung stellt sich die Frage, inwieweit laborspezifi-
sche Abweichungen in den RL/BS-Verhaltnissen einen Einfluss nehmen auf die Lage
und Form der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen. Wie im Folgenden am Beispiel
von Labor UFZ gezeigt wird, kann durch eine laborspezifische Festlegung des Ak-
zeptanzkriteriums die Gute der gefitteten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wei-
ter erhoht werden.

20 40 60 80 100 120
| | 1 L 1
ITEM

1 ] ]
BAUA

0.05 -

004 -

0.02 -

UFZ ZEBET

Density

- - 0.05

- I 0.04

- - 0.03

T i 07T | T oo

20 40 60 80 100 120
LZZ (RL / BS) (%)

Abb. 3.2 Interlabor-Vergleich der RL/BS-Verhaltnisse. Dargestellt sind die Dichte-
verteilungen der RL/BS-Verhaltnisse aus allen Messungen. Das RL/BS-
Verhaltnis ist der Quotient aus den LZZ-Mittelwerten von Reinluft- und
Brutschrankkontrolle. Die vertikale graue Linie gibt das gewahlte Akzep-
tanzkriterium von 70 % an. Bei Anwendung dieses Kriteriums betragt der
Anteil valider Messwerte 91 % bei BAUA, 92 % bei ITEM, 47 % bei UFZ
und 90 % ZEBET.

In Abbildung 3.3 sind die (auf die Reinluftkontrollen) normierten LZZ-Rohdaten aus
der Ozon-Exposition des Labors UFZ dargestellt. Die Rohdatenpunkte (Kreuze und
Pluszeichen) wurden entsprechend der RL/BS-Verhaltnisse in drei Klassen eingeteilt



22

und sind farblich markiert (grau: < 50 %, rot: 50-70 %, blau: > 70 %). Zusatzlich sind
durch Kreissymbole die Mittelwerte der Messwiederholungen (N = 3) fur RL/BS-
Verhaltnisse = 50 % dargestellt.

Ungeachtet der Farbkodierung kann man fur fast alle Versuchsreihen (Runs 1-9) ei-
ne Konzentrations-Wirkungsbeziehung erkennen. Bei Anwendung des vorgeschla-
genen Arbeitswertes fur das Akzeptanzkriterium von 70 % ist der Ozonversuch nicht
mehr auswertbar. Hingegen fuhrt die Anwendung eines Akzeptanzkriteriums von
50 %, welches aus der Dichteverteilung der RL/BS-Verhaltnisse (Abb. 3.2) abgeleitet
werden kann, zum Erhalt der Konzentrations-Wirkungsbeziehung. Es kann an dieser
Stelle schon vorweggenommen werden, dass die (ausschliel3liche) Anwendung des
modifizierten Akzeptanzkriteriums von 50 % auf alle Daten von Labor UFZ zu Kon-
zentrations-Wirkungsbeziehungen flhrt (siehe auch Abb. 3.4), deren Lageparameter
vergleichbar sind mit Ergebnissen der anderen drei Labore. Schlussfolgernd lasst
sich also sagen, dass die durchgehende Abweichung der RL/BS-Verhaltnisse im Fal-
le von Labor UFZ keinen Einfluss nimmt auf die Lage der Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen.
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N _ oy — 50
. -0
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Abb. 3.3 Rolle des Akzeptanzkriteriums. Dargestellt sind die LZZ-Rohdaten aus
den Ozonmessungen von UFZ. Reinluftkontrollen (RL) sind durch Kreuze
dargestellt, die Gasexpositionen durch Pluszeichen. Neun Versuchsrei-
hen (Runs) sind in den Teilgrafiken abgebildet. Bei Anwendung des vor-
definierten Akzeptanzkriteriums von 70 % wurden nur die blauen Daten-
punkte valide sein. Eine Absenkung des Kriteriums auf 50 % wurde die
roten Datenpunkte in den validen Pool mit einschlieRen. Alle restlichen,
nicht-validen Punkte sind grau eingefarbt. Die Kreissymbole reprasentie-
ren die Mittelwerte der Messwiederholungen.



Abb. 3.4

3.1.2

Vor der Analyse der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen war eine Normierung der
validen LZZ-Rohdaten notwendig. Zur Normierung wurden die Daten der Reinluftkon-
trollen (RL) verwendet. Ursprunglich war vorgesehen, die drei Messwiederholungen
eines bestimmten Gasexpositionsexperiments (z. B. Gas 1) mit dem Mittelwert des
zugehorigen Reinluftexperiments (RL1) zu verrechnen. Eine genaue Inspektion aller
RL-Experimente eines Versuchstages zeigte jedoch in der deutlichen Mehrzahl der
Falle einen linearen Trend (Abb. 3.5). Daher wurde eine lineare Regressionsanalyse
auf die RL-Daten jedes Versuchstages angewendet und die RL-Referenzwerte aus
dem vorhergesagten Zusammenhang fur die Normierung der Gasexpositionsdaten
abgeleitet. Dadurch wurde (weitgehend) verhindert, dass die Streuung der RL-Daten

23

Parameter estimate

100 120 140 160

8090 110 130

95 100 105

-2000 200

FA:Asym

FA:xmid

FA:scal

I T |

1.18 122 1.26

A

-0.22

-0.28

I I |

0 20 40 60

T T
40 60

o
g
o

40

Ozon:Asym

Ozon:xmid

A
F

ﬁ/\/\/\\\
A\

\

0.35 0.40 0.45

-0.54 -0.50 -0.46

I I T I |

T T T T
0 20 40 60

T
0 20 40 60

40

SO2:Asym

264 266 2.68

-0.18-0.14-0.10

| I |

0 20 40 60

T
0 20 40 60

)

NO2:Asym

I I |

10 12 14

|

| I |

-0.80

-0.90

Acceptance criterion (%)

mit in die Normierung einging.

FUr zukinftige Arbeiten sollte geprift werden, ob nicht anhand der linearen Regres-
sionsanalyse der RL-Daten eine Validitatsprifung der Messdaten eines Versuchsta-

ges vorgenommen werden kann.

Normierung der LZZ-Daten

Einfluss des Akzeptanzkriteriums auf die Parameter des logistischen
Regressionsmodells. Die LZZ-Daten aller Gase (Formaldehyd, Ozon,
S0O,, NO;) des Labors UFZ wurden mit einem logistischen Modell gefittet.
Hier dargestellt ist die Abhangigkeit der Modellparameter (Asym, xmid,
scal) von der Grolie des Akzeptanzkriteriums. Die dicken und dinnen Li-
nien reprasentieren den Schatzwert und Fehler des jeweiligen Parame-
ters. Man erkennt, das mit steigenden Akzeptanzwerten > 50 % die Pa-
rameterwerte zunehmend wegdriften (aufgrund der geringeren Anzahl
von Stltzstellen fur die logistische Regression).




12 3 45 6 1.2 3 45 6
1 1 1 1 1 11 1 | 1 1 1 1 | 1 | | 1 1 I 1 I 1
10 11 13 14
400 -
300 x ¥ ; x -
X
X X rj—l——rg’_
200 ‘§_§—x—§——¥- X -
X
X
100 -
N 6 7 8 9
= E - 400
£ x
] B X % x - 300
[§] X X X
o x X x M
3 I x ¥ * M 3 L 200
Z x X
N E X - 100
N x b3
—
2 3 4 5
400 X -
300 A ¥ -
X X X X %« X % X
200 M X % =
¥ % X M
100 x % -
X
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.2 3 45 6 12 3 45 6
RL-Experiment

Abb. 3.5 Normierung der LZZ-Daten. Dargestellt sind Lebendzellzahlen (LZZ) der
Reinluftkontrollen (RL) des Labors UFZ fur die Messungen mit SO,. Jede
Teilgrafik zeigt die Daten eines Versuchstages. Jedes RL-Experiment
umfasste N = 3 Messwiederholungen (Kreuze). Die Trendlinie wurde mit-
tels linearer Regression berechnet.

3.1.3 Analyse der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fiir LZZ

Die normierten LZZ-Daten aus den Gasexpositionsexperimenten wurden schluss-
endlich einer logistischen Regression (Gleichung 2.1) unterzogen. Im Gegensatz
zum Comet-Assay wurden hier bei der Regressionsanalyse die Daten der Reinluft-
kontrollen nicht mit einbezogen, da aufgrund des klaren Konzentrations-Wirkungs-
zusammenhangs bei allen Gasen und Laboren die Kurvenanpassung immer erfolg-
reich war. Flr die Kurvenanpassungen wurden die normierten Rohdaten statt die
Mittelwerte der Messwiederholungen (N = 3) verwendet.

Da bei der Kurvenanpassung der Parameter Asym fur die obere Asymptote nicht auf
100 % fixiert war, sondern gefittet wurde (floating parameter), konnte der Wende-
punktparameter xmid nicht mit der Konzentration des halbmaximalen Effekts ECs
gleichgesetzt werden. Der ECso-Wert gibt diejenige Gaskonzentration an, bei der die
Lebendzellzahl auf 50 % des Wertes der Reinluftkontrolle abgesunken ist. Der ECso-
Wert wurde deswegen aus den gefitteten Parameterwerten abgeleitet.

In Abbildung 3.6 sind die normierten mittleren Lebendzellzahlen in Abhangigkeit von
der Gaskonzentration fur alle Gase und Labore dargestellt. Fur jede Versuchsreihe
(Run) wurde eine andere Farbkodierung gewahlt. Schon der erste optische Eindruck
macht eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen
zwischen den Laboren deutlich. Die ECso-Werte der einzelnen Labore lagen
zwischen 31-78 ppm fur NO,, 380-920 ppm fur SO,, 2.2-15 ppm fur Ozon und
15-49 ppm fur Formaldehyd.
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Abb. 3.6 Konzentrations-Wirkungskurven fur die Lebendzellzahl (LZZ). Die Ver-
suchsreihen (Runs) sind durch verschiedene Farben kodiert. Aufgetragen
ist die LZZ in Prozent, bezogen auf die LZZ der zugehorigen Reinluftkon-
trolle. Die Einzelpunkte reprasentieren die Mittelwerte der Messwiederho-
lungen (N =3 Membranen). Die dicken und dunnen Linien stellen die
Vorhersagen und 95 %-Vertrauensintervalle der logistischen Kurvenan-
passung dar. Die Gaskonzentration (ECsp), die zu einer 50 %igen Absen-
kung der LZZ fuhrt, ist zusammen mit dem 95 %igen Vertrauensintervall
(in Klammern) angegeben.

3.1.4 Interlabor- und Intralabor-Variabiliat fiir LZZ

Zur Bestimmung der Variabilitat in der Lage und Form der Konzentrations-
Wirkungskurve wurde fur jedes Gas ein logistisches gemischtes Regressionsmodell
(Mixed Effects Model; PINHEIRO und BATES, 2000) auf die Daten aller Labore an-
gewandt. Ein solches Modell unterscheidet zwischen festen (fixed) Effekten und Zu-
fallseffekten (Random Effects). Mit dem festen Effekt wird der Einfluss des Gases auf
die Lage und Form der Konzentrations-Wirkungskurve beschrieben. Die Fixed-Effect-
Parameter des gemischten Modells sind somit die globalen Parameter xmid, scal und
Asym. Die Zufallseffekte beschreiben den Einfluss der Labore und der Messwieder-
holungen (biologische Replikate innerhalb eines Labors) auf die globalen Parameter.
Den Zufallseffekten ist jedoch die Beschrankung auferlegt, dass sie einer Normalver-
teilung entstammen mussen. Somit wird beispielsweise der Zufallseffekt der Labore
auf xmid mit einem Streuparameter (Ointeriabor) D€SChrieben. In gleicher Weise wird der
Zufallseffekt der Messwiederholungen auf xmid durch Gintraiabor beSChrieben.
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Um herauszufinden, welche Zufallseffekte Uberhaupt relevant sind, wurde eine Mo-
dellselektion vorgenommen. Dabei wurden Modelle mit verschiedenen Zufallseffek-
ten getestet und anhand des Akaike-Informationskriteriums (AIC) das ,beste Modell
selektiert. Der AIC-Wert gewichtet die Gute des Fits mit der Anzahl der Modellpara-
meter, wobei die Parameteranzahl ,strafend” bertcksichtigt wird. Das folgende Bei-
spiel fur LZZ unter SO,-Exposition zeigt das Ergebnis einer solchen Modellselektion
mit Hilfe der nime-Funktion aus dem R-Statistik-Paket nime (PINHEIRO and BATES,
2000).

Nonlinear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Model: y ~ SSlogis(LGx, Asym, xmid, scal)
Data: d1
AIC BIC logLik
4634.457 4681.48 -2306.229

Random effects:

Formula: list(xmid ~ 1, scal ~ 1)

Level: Labore

Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev  Corr

xmid 0.15246376 xmid

scal 0.04467597 -0.8

Formula: list(xmid ~ 1, scal ~ 1)

Level: Messwiederholung % in % Labore

Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev  Corr

xmid  0.06974437 xmid

scal 0.08887731 -0.565

Residual 4.63849689

Variance function:

Structure: Power of variance covariate

Formula: ~fitted(.)

Parameter estimates:

power

0.3016691

Fixed effects: Asym + xmid + scal ~ 1
Value Std.Error DF t-value p-value

Asym 116.26894 2.0329304 504 57.19278 0

xmid 2.65075 0.0787627 504 33.65493 0

scal -0.19316 0.0323341 504 -5.97391 0

Dargestellt ist die Statistik fur ein gemischtes logistisches Modell mit Zufallseffekten
der Labore und der Messwiederholungen auf den Lageparameter xmid und den Ska-
lierungsparameter scal. Das gewahlte Modell bertcksichtigt zusatzlich die Zunahme
der Streuung der Residuen (Heteroskedastizitat) bei hoheren LZZ-Werten, in dem
residuale Varianz Uber eine Potenzfunktion (power function) mit den gefitteten Wer-
ten verknupft ist.

Das selektierte Modell liefert fur die globalen Parameter (Fixed Effects) Werte von
116 £ 2 % (Schatzwert + Standardfehler) flr die obere Asymptote Asym, 2.65 + 0.08
fur den Wendepunktparameter xmid und -0.19 + 0.03 fur den Skalierungsparameter
scal. Der Schatzwert fur xmid von 2.65 (dekadisch-logarithmische Skala) entspricht
einer SO,-Konzentration von 10%%° = 446 ppm. Das Modell beriicksichtigt Zufallsef-
fekte durch die Labore und Messwiederholungen auf die Parameter xmid und scal.
Die Interlabor-Variabilitat im Wendepunktparameter xmid betragt 0.15 (Ointerlabor), die
Intralabor-Variabilitat flr Xmq ist 0.07 (Gintralabor)-
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Die Konsequenzen der laborspezifischen und messwiederholungsspezifischen An-
passung der Parameter xmid und scal auf die Lage und Form der gefitteten Kurve
sind in Abbildung 3.7 dargestellt. Die Abbildungen 3.8 und 3.9 geben einen genauen
Aufschluss daruber, in welcher Weise die einzelnen Labore und die einzelnen Mess-
wiederholungen innerhalb eines Labors von den globalen Werten fir xmid und scal
abweichen. Schlussendlich liefert die Residuenanalyse (Abb. 3.10) keine Hinweise
fur unbericksichtigte systematische Komponenten in den LZZ-Daten und zeigt dar-
uber hinaus, dass die Annahme einer Normalverteilung der Residuen erfullt ist.
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Abb. 3.7 Vorhersagen des gemischten logistischen Modells flir SO,. Dargestellt ist
die Abhangigkeit der Lebendzellzahl von der SOz-Exposition fur die ver-
schiedenen Messwiederholungen (Runs) der vier Labore.
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Abb. 3.8 Laborspezifische Zufallseffekte des gemischten logistischen Modells fur
SO,. Fur die Parameter xmid und scal sind die Abweichungen (Random

Effects) zwischen den Laboren dargestellt.
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Abb. 3.9 Messwiederholungsspezifische Zufallseffekte des gemischten logisti-
schen Modells fur SO,. Fur die Parameter xmid und scal sind die Abwei-
chungen (Random Effects) innerhalb der Labore dargestelit.
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Abb. 3.10 Residuenanalyse des gemischten logistischen Modells fur SO,. Die Auf-
tragung der Residuen gegen die gefitteten Werte liefert keine Hinweise
fur unberlcksichtigte systematische Komponenten (Trends). Der Quanti-
le-Quantile-Plot bestatigt die Annahme der Normalverteilung der Residu-
en, da die Punkte einer geraden Linie folgen.

3.1.5 Zusammenfassung der LZZ-Daten fir alle Gase

Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick Uber die gefitteten Parameterwerte (Asym, xmid,
scal) des logistischen Modells sowie Informationen Uber die Variabilitat des Lagepa-
rameters xmid zwischen den Laboren (GOinteriabor) SOwWie innerhalb der Labore
(Ointralabor)- Die Werte fur die obere Asymptote (Asym) liegen bei NO, und SO, deutlich
uber dem 100 %-Referenzwert der Reinluftkontrollen. Die Werte fur den Skalie-
rungsparameter scal sind alle negativ, da die Dosis-Wirkungsbeziehung durch eine
monoton fallende, logistische Kurve beschrieben wird (siehe Abb. 3.1). Der Betrag
von scal ist fur NO, am grofiten und fur SO, am kleinsten, da die abfallende Flanke
der logistischen Kurve fur NO, am flachsten und fur SO, am steilsten ist (Abb. 3.6).
Die Werte des Lage- bzw. Wendpunktparameters xmid variierten gas-spezifisch, wo-
bei der kleinste Wert bei Ozon auftrat und der grofdte Wert fur SO, beobachtet wurde.
Die Rucktransformation der xmid-Werte (dekadisch-logarithmische Skala) lieferte die
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Gaskonzentrationen fir den Wendepunkt der logistischen Kurve mit Werten von
25.1 ppm (NOy), 446 ppm (SO3), 5.75 ppm (Ozon) und 21.9 ppm (Formaldehyd).

Tab. 3.1  Modellstatistik fur die LZZ fur alle Gase. Dargestellt sind die Schatzwerte
(x Standardfehler) fur die Parameter Asym (obere Asymptote), xmid (La-
geparameter) und scal (Skalierungsparameter) des gemischten logisti-
schen Modells. Zusatzlich sind die Zufallseffekte der Labore (Ointeriabor)
und der Messwiederholungen (Ointraiabor) @uf xmid und scal (nur SO3) an-

gegeben.
N02 302 Ozon FA
Asym 117+ 6 116 £ 2 103 +4 98+6
scal -0.89 £ 0.09 -0.19+£0.03 -0.54+0.05 -0.23+0.03
Ointerlabor 0.04
Uintra_lg_bor 009
xmid 140+ 0.12 2.65x0.08 0.76 £ 0.15 1.34 £ 0.04
Ointeriabor 0.11 0.15 0.26 (0)
Ointralabor 0.14 0.07 0.22 0.14
10 (ppm) 25.1 446 5.75 21.9

Fir jedes Gas wurden verschiedene Modelle mit laborspezifischen und messwieder-
holungsspezifischen Zufallseffekten fur den Wendepunktparameter xmid und den
Skalierungsparameter scal getestet. Die GroRRe dieser Zufallseffekte wird durch die
Streuparameter Ginterlabor UNd Tintralabor Widergespiegelt (Tab. 3.1). Eine Modellselektion
fuhrte im Falle von NO,, Ozon und Formaldehyd zu Modellen mit Zufallseffekten nur
fur xmid. Bei SO, wurde hingegen ein Modell mit Zufallseffekten sowohl flr xmid als
auch fur scal selektiert (Abb. 3.8 und Abb. 3.9). Interessant fur die Beurteilung der
Interlabor- und Intralabor-Variabilitat sind die Werte der beiden Streuparameter (Ointer-
labor, Ointralabor) fUr Xmid. Im Falle von NO, wurden recht ahnliche Werte von 0.11 (Ginter-
labor) UNd 0.14 (Ointralabor) €rmittelt, was zeigt, dass die Varianzen zwischen den und
innerhalb der Labore vergleichbar sind. Im Vergleich zu NO, war bei SO, die Intrala-
bor-Variabilitat reduziert (Ointraiabor = 0.07, Ointeriabor = 0.15), ein Befund, der mit dem
optischen Eindruck der Dosis-Wirkungsbeziehungen im Einklang steht (Abb. 3.6). Bei
Ozon waren beide Streuparameter nahezu identisch (0.26 vs. 0.22), jedoch im Ver-
gleich zu den anderen drei Gasen erhoht. Im Falle von Formaldehyd gelang es mit
dem Analyseverfahren nicht, die beiden Varianzkomponenten aufzuteilen, so dass
nur ein Wert fur Intralabor-Variabilitat (0.14) geschatzt werden konnte. Dieser lag in
derselben GroRenordnung wie die Werte der anderen Gase.

Anhand der Schatzwerte fur die Interlabor- und Intralabor-Variabilitat lasst sich
schlussfolgern, dass die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen (fur die Lebendzell-
zahl bei allen vier Testgasen) in jedem Labor reproduzierbar waren. Die Ubertrag-
barkeit und Wiederholbarkeit der Methodik konnte somit bestatigt werden.

3.1.6 Entwicklung eines Pradiktionsmodells fiir die Zytotoxizitat

Far die Entwicklung eines Pradiktionsmodells zur Vorhersage der Zytotoxizitat von
Gasen wurden LCsp-Werte fir die vier Testgase uber eine DIMDI/RTECTS-
Datenbankrecherche ermittelt. Diese Recherche lieferte insgesamt 29 LCso-Werte fur
Ratte, Maus, Kaninchen, Meerschweinchen, Katze und Hamster. Uber die Halfte der
Werte entfielen auf die Ratte und die Maus, so dass nur diese Werte fur den weiteren
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Vergleich herangezogen wurden. Die zugehorigen In-vivo-Expositionszeiten lagen
zwischen 5 min und 4 h (Abb. 3.11). Die LCso-Werte fur beide Tierarten erwiesen
sich als sehr ahnlich. Aufgrund der Zeitabhangigkeit der LCso-Werte wurde eine Ex-
positionszeit von 2 h ausgewahlt und ein zugehoriger, mittlerer LCso-Wert fur jedes
Gas mittels einer Kurvenanpassung berechnet (Abb. 3.11).

Die Auftragung der In-vivo-LCso-Werte gegen die In-vitro-ECso-Werte aus diesem
Projekt ergab einen engen linearen Zusammenhang (Abb. 3.12). Die ECso-Werte
waren immer kleiner als der entsprechende LCsp-Wert (z. B. NO2: 25 ppm vs.
90 ppm, Ozon: 6 ppm vs. 14 ppm). Das 95 %ige Konfidenzband der Regressionsge-
rade ist allerdings aufgrund der wenigen Datenpunkte sehr breit. Fur die Entwicklung
eines endgultigen Pradiktionsmodells ist daher noch eine Erweiterung der Datenba-
sis erforderlich. Im beantragten Folgeprojekt ist eine Erweiterung des Datensatzes
um insgesamt neun Testgase (7 mit Toxizitatspotential und 2 Negativsubstanzen)
geplant. Mit diesem ,Lerndatensatz® soll dann die Art des funktionellen Zusammen-
hangs in Abbildung 3.12 naher spezifiziert werden und es sollen Konfidenzintervalle
fur die Vorhersage eines In-vivo-Ergebnisses aus einem In-vitro-Befund bestimmt
werden.
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Abb. 3.11 Abhangigkeit der LCso-Werte fur Ratte und Maus von der Dauer der
Gasexposition. An die Daten wurde ein Modell mit exponentiellem Abfall
(NO, Formaldehyd) bzw. ein lineares Modell (SO,, Ozon) angepasst, um
mittlere LCs, flr eine Expositionsdauer von 2 h zu bekommen.
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Abb. 3.12 Zusammenhang zwischen LCsy (fur Ratte und Maus) und In-vitro-ECsg
der vier Testgase. Die durchgezogene Linie wurde mittels linearer Reg-
ression ermittelt. Die gestrichelten Linien geben das 95 %ige Vertrauens-
intervall der Regressionsgerade an.
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3.2 Gentoxischer Endpunkt Tail Moment (Comet-Assay)

3.2.1  Anpassung einer Verteilung an die Tail Moment-Daten

Der Parameter Tail Moment aus dem Comet-Assay wird sehr haufig zur Quantifizie-
rung von DNA-Schaden herangezogen. Er wird fur jede Zelle aus dem Produkt aus
mittlerer Verschiebung des Kometenschweifs und dem Anteil der Gesamt-DNA im
Kometenschweif berechnet. In den meisten Fallen folgt die Verteilung der Tail Mo-
mente nicht einer Normalverteilung (BAUER et al., 1998; SHEPHERD et al., 2001;
VERDE et al., 2006). Dieser Befund aus der Literatur wird in der vorliegenden Studie
bestatigt (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13 Interlabor-Vergleich der Comet-Rohdaten fur SO,. Dargestellt sind die
Tail Moment-Rohdaten jeweils eines Messtages. Die Experimente um-
fassen die Brutschrankkontrolle (BS), Reinluftkontrolle (RL), Gasexpositi-
on (Gas) und die Positivkontrolle (PK). Jedes Experiment besteht aus
drei technischen Replikaten (Membran 1-3); pro Membran wurden 50
Kometen vermessen. Um die Verteilung der Rohdaten besser beurteilen
zu konnen, wurde eine Zufallskomponente (Jitter) in horizontaler Rich-
tung hinzugefugt.
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Bei der logarithmischen Auftragung der Tail Momente (Abb. 3.13) erkennt man an-
hand der Streuung der Datenpunkte, dass sowohl symmetrische als auch schiefe
Verteilungen auftreten. Eine Verteilung, die diese verschiedenen Muster beschreiben
kann, ist die Gammaverteilung (Abb. 2.8, Gleichung 2.2). Diese hat sich bei der Tes-
tung verschiedener Verteilungsanpassungen mit Hilfe der gamiss-Funktion aus dem
R-Statistik-Paket gamiss (RIGBY und STASINOPOULOQOS, 2005) als am besten ge-
eignet erwiesen. Die Residuenanalyse der SO,-Daten von Labor ZEBET (Abb. 3.14)
und der anderen Labore (Abb. 3.15) bestatigt dies.
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Abb. 3.14 Verteilungsanpassung fur den Parameter Tail Moment. An die SO»-
Rohdaten (Brutschrank-, Reinluft- und Gasexperimente) des Labors ZE-
BET vom Versuchstag 5 (Abb. 3.13A) wurde eine Gammaverteilung an-
gepasst. Die in den obigen vier Teilabbildungen dargestellte Residuen-
analyse zeigt, dass diese Gammaverteilung eine adaquate Beschreibung
der Tail Moment-Rohdaten liefert. Die Auftragung der Residuen gegen
den Index zeigt keine systematischen Trends, und im Quantile-Quantile-
Plot folgen die Datenpunkte einer geraden Linie.
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Abb. 3.15 Vergleich der Verteilungsanpassung fur alle Labore. An die SO»-
Rohdaten (Brutschrank-, Reinluft- und Gasexperimente) von ausgewahl-
ten Versuchstagen der vier Labore (Abb. 3.13) wurde eine Gammavertei-
lung angepasst. In den dargestellten Quantile-Quantile-Plots folgen die
Datenpunkte einer geraden Linie. Geringere Abweichungen zeigen sich
bei Labor ITEM im oberen Bereich (extrem hohe Tail Momente treten
haufiger auf als vorhergesagt) sowie bei Labor BAuA im unteren Bereich
(extrem kleine Tail Momente treten haufiger auf als erwartet).

Bei den Laboren ZEBET und UFZ treten ahnliche Tail Moment-Verteilungsmuster
(Abb. 3.15) auf. Diese Gemeinsamkeiten zwischen den beiden Laboren werden auch
in den gefitteten Parameterwerten der Gammaverteilung widergespiegelt. Die drei
Parameter der (generalisierten) Gammaverteilung umfassen das zentrale Moment u
und den Skalierungsparameter o (Abb. 3.16) sowie einen zusatzlichen Formparame-
ter v (Abb. 3.17). Die Parameter y und o wurden fir jeden Datensatz (bestehend aus
50 Tail Momenten) angepasst, der Formparameter v hingegen wurde global gefittet
fur alle Datensatze einer Gas-Labor-Kombination. Fur die nachfolgende Analyse der
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurde das zentrale Moment y verwendet. Es
soll hier bereits vorweggenommen werden, dass die Laborunterschiede in den Ver-
teilungsmustern der Tail Momente sich nicht in den Konzentrations-Wirkungs-
beziehungen niederschlagen.
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Abb. 3.16 Variation des zentralen Momentparameters y und des Skalierungspara-
meters o der Gammaverteilung Uber alle Labore fir das Gas SO,. Der
zusatzliche Formparameter v wurde fiur jedes Labor global gefittet
(BAUA: -0.86, ITEM: -0.27, UFZ: 0.28, ZEBET: 0.24).
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Abb. 3.17 Variation des Formparameters v uber alle Labore und Gase. Fur v=0
geht die Verteilung in eine logarithmische Normalverteilung Uber.

3.2.2 Vergleich der Reinluft- und Brutschrankkontrollen fur Tail Moment

Mit dem aus der Verteilungsanpassung der Tail Momente gewonnenen Parameter u
wurden alle weiteren Analysen durchgefuhrt. Zum Vergleich der Reinluft- und Brut-
schrankkontrollen (ur_ vs. uss) wurde die Dichteverteilung der logqo-transformierten
Quotienten ur/uss berechnet und die Verschiebung des Dichtemaximums vom Null-
punkt gepruft. Die Dichteverteilungen haben fir alle vier Labore eine sehr ahnliche
Form (Abb. 3.18). Bei Labor BAUA fiel das Dichtemaximum mit dem Nullpunkt zu-
sammen, Reinluft- und Brutschrankkontrolle waren somit quasi identisch. Bei den
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anderen drei Laboren war das Dichtemaximum zu héheren Werten verschoben, die
Tail Momente wurden also durch die Reinluftexposition vergroRert. Bei ZEBET trat
der grofite Versatz auf; das Dichtemaximum lag bei 0.6, d. h. yr_. war im Vergleich zu
Uss um den Faktor 4 erhoht (10°° = 4).

Die hier vorliegenden Ergebnisse zum Vergleich der Reinluft- und Brutschrankkon-
trollen kénnen als Grundlage fur die Festlegung von Akzeptanzkriterien fur den
Comet-Assay dienen. Aufgrund der Erfahrungen bei den Lebendzellzahimessungen,
die eine weitgehende Unempfindlichkeit der logistischen Regressionsanalyse von
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen bei Variation des Akzeptanzkriteriums gezeigt
haben (Abb. 3.4), wurde im Rahmen dieses Projektes von einer Festlegung und An-
wendung eines Akzeptanzkriteriums fur den Comet-Assay abgesehen. Eine endgul-
tige Entscheidung Uber die Festlegung eines Akzeptanzkriteriums soll im beantragten
Folgeprojekt zur erweiterten Pravalidierung getroffen werden.

BAUA ITEM

o > |
L — L O 1 ° I

T T T T T

-03 -02 -01 00 01 02 03 -10 -05 00 05 10 15 20
UFZ ZEBET

Density

1.0

0.0

TR 11T 7T T Ky M 111 11T T
1.0 ]

-0.5 0.0 0.5 -0.5 0.0 0.5 1.0 15

10919 (MRL / UBs)

Abb. 3.18 Interlabor-Vergleich der RL/BS-Verhaltnisse. Dargestellt sind die Dichte-
verteilungen der log-transformierten RL/BS-Verhaltnisse aller Messun-
gen. Bei Gleichheit der RL- und BS-Daten musste das Maximum der
Dichteverteilung bei Null (graue Linie) liegen.

3.2.3 Analyse der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fiir Tail Moment

Fir die Analyse der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurde eine Normierung
vorgenommen. Dabei wurden die Gasexpositionsdaten (ugas) durch die Reinluftkon-
trollen (urL) geteilt und der resultierende Quotient logo-transformiert

y=10g10 How . (31)

RL

In Abbildung 3.19 sind diese relativen Veranderungen (log-fold change) im Tail Mo-
ment in Abhangigkeit von der Gaskonzentration fur alle Gase und Labore dargestellit.
Fir SO, und Formaldehyd ergab sich in allen Laboren eine Veranderung des Tail
Moments mit zunehmender Gaskonzentration, was auf ein gentoxisches Potential
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der beiden Gase hinweist. Bei SO, kam es zu einer sehr ausgepragten Zunahme des
Tail Moments (Verlangerung des Kometenschweifes). Erwahnt werden sollte, dass
nur bei einem Labor (ITEM) ein ausgepragtes oberes Plateau in der Konzentrations-
Wirkungskurve gemessen wurde. [Bei allen anderen Laboren konnte dieses obere
Plateau nicht demonstriert werden, da in den hohen Konzentrationsbereichen auf-
grund von zytotoxischen Effekten keine Zellen mehr fur den Comet-Assay zur Verfu-
gung standen]. Bei Formaldehyd zeigte sich erwartungsgemafl eine Abnahme des
Tail Moments, was durch die vernetzende Wirkung vom Formaldehyd erklart werden
kann.

Im Gegensatz zur logistischen Kurvenanpassung der LZZ-Messung, bei der die obe-
re Asymptote durch die Reinluftkontrolle und die untere Asymptote durch den Null-
punkt festgelegt ist, war bei der Kurvenanpassung des Tail Moments nur die untere
Asymptote durch die Reinluftkontrolle festgelegt. Die Lage der oberen Asymptote
musste aus dem Verlauf der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen geschatzt wer-
den. Aus der logistischen Kurvenanpassung, bei der die Daten der Reinluftkontrollen
miteinbezogen wurden, wurde daher der Wendepunktparameter xmid als Malzahl
fur die Effektkonzentration herangezogen. Die logistische Kurvenanpassung lieferte
fur den Wendepunktparameter xmid Werte im Bereich von 90-290 ppm fiur SO, und
3.6-8.0 ppm fur FA. Bei den anderen beiden Gasen (NO;, Ozon) war die logistische
Kurvenanpassung nicht erfolgreich.
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Abb. 3.19 Konzentrations-Wirkungskurven fur Parameter Tail Moment. Die ver-
schiedenen Versuchsreihen (Runs) sind durch verschiedene Farben ko-
diert. Aufgetragen wurde die relative Veranderung im Tail Moment, die
beschrieben wird durch den Quotienten log1o (Ucas / UrL). Die Einzelpunk-
te reprasentieren Mittelwerte der Messwiederholungen (jeweils N =3
Membranen). Die dicken und dinnen Linien stellen die Vorhersagen und
95 %-Vertrauensintervalle eines logistischen Kurvenfits dar. Der Wende-
punkt der logistischen Kurve (xmid) ist mit 95 %igem Vertrauensintervall
ausgewiesen.
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Aufgrund der Probleme mit dem Curve-Fitting der Tail Momente bei den Gasen NO,
und Ozon wurde im Weiteren getestet, ob Uberhaupt ein Unterschied zwischen den
Tail Momenten der Reinluftkontrollen und der Gasmessungen existiert. Fir diese
Prifung wurde neben dem zentralen Moment py auch der Skalierungsparameter o der
(an die Rohdaten angepassten) Gammaverteilung herangezogen. Tragt man diese
beiden Parameter fur jedes Gas und jedes Labor gegeneinander auf (Abb. 3.20), so
bilden die Daten der Reinluftkontrollen einen mehr oder weniger begrenzten Hof
(Abb. 3.20, graue Punktwolken). Wie zu erwarten, heben sich die Daten der Gas-
messungen (rote Punktwolken) im Falle von SO, deutlich von denen der Reinluftkon-
trollen ab. Charakteristisch ist hierbei die Vergrolderung des zentralen Moments u bei
gleichzeitiger Verkleinerung des Skalierungsparameters o; dieser Effekt ist durch die
Erzeugung langerer und einheitlicherer Kometenschweife zu erklaren. Mit Hilfe einer
robusten multivariaten Varianzanalyse (MANOVA) wurde nun getestet, ob die
Schwerpunkte der beiden Punktwolken (Reinluftkontrolle vs. Gasmessung) signifi-
kant voneinander verschieden sind. Hierzu wurde die Funktion Wilks.test aus dem
R-Statistik-Paket rrcov (TODOROV und FILZMOSER, 2009) verwendet. Im Falle von
SO, ergab sich fur alle Labore ein signifikanter Unterschied zwischen Reinluftkontrol-
le und Gasmessung (Abb. 3.20). Auch bei Formaldehyd war — mit Ausnahme des
Labors BAUA — der Unterschied signifikant. Weit interessanter als die aus der logisti-
schen Regressionsanalyse antizipierten Ergebnisse fur SO, und Formaldehyd sind
jedoch die subtilen und heterogenen Unterschiede im Falle von NO, und Ozon. Fr
beide Gase ergab sich bei drei Laboren (ZEBET, UFZ, ITEM) ein signifikanter Unter-
schied zwischen Reinluftkontrolle und Gasmessung, wobei die Richtung, in der der
Schwerpunkt verlagert wurde, bei Labor ZEBET und Labor UFZ sehr ahnlich war.
Ohne diese Effekte und Laborunterschiede hier Uberbewerten zu wollen, ergeben
sich aus dieser Analyse Hinweise daruber, in welchem engen Variationsbereich gen-
toxische Effekte auftreten kdnnten. Eine endgliltige statistische Bewertung dieser
Befunde (d. h. eine Unterscheidung von zufalligen und tatsachlichen Effekten) kann
jedoch erst erfolgen, wenn Messungen mit Negativsubstanzen bzw. mit synthetischer
Luft als Systemkontrolle vorliegen. Dies ist im Rahmen des beantragten Folgepro-
jekts geplant. Zum anderen macht diese Analyse aber auch deutlich, dass fur eine
Aufdeckung solcher ,schwacher Effekte eine Uberpriifung der verwendeten Metho-
den hinsichtlich technischer Inkonsistenz zwischen den Laboren erforderlich sein
wird.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein gentoxischer Effekt von SO, und For-
maldehyd in allen vier Laboren mittels logistischer Regression nachgewiesen werden
konnte. Ein dosisabhangiger Effekt von NO2 und Ozon auf das Tail Moment konnte
uber eine logistische Regression nicht gezeigt werden. Aus einer multivariaten Vari-
anzanalyse ergaben sich schwache Hinweise fur einen gentoxischen Effekt von NO,
und Ozon. Eine statistische Bewertung dieser Hinweise kann jedoch erst im bean-
tragten Folgeprojekt erfolgen.
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Abb. 3.20 Variation des zentralen Momentparameters y und des Skalierungspara-
meters ¢ der angepassten Gammaverteilung fur alle Gase und Labore.
Die hellroten und grauen Punkte reprasentieren die Mittelwerte der tech-
nischen Replikate (N = 3 Membranen) fur die Reinluftkontrollen (RL) und
Gasmessungen (Gas). Der Schwerpunkt der hellroten und grauen
Punktwolken ist durch rote und schwarze Plussymbole gekennzeichnet
(robuste Schatzung). Mit Hilfe einer robusten MANOVA wurde getestet,
ob die Schwerpunkte der beiden Punktwolken (Reinluftkontrolle, Gas-
messung) signifikant voneinander verschieden sind; als Testergebnis ist
der P-Wert in jeder Teilgrafik ausgewiesen.

3.2.4 Interlabor- und Intralabor-Variabilitat fiir Tail Moment

Mit Hilfe eines gemischten, logistischen Modells wurde versucht, die Interlabor- und
Intralabor-Variabilitat in der Lage und Form der Konzentrations-Wirkungskurven fir
SO, und Formaldehyd zu bestimmen. Dieser Modellierungsansatz lie® sich jedoch
nur fur SO, verwirklichen. Das selektierte Modell fir SO, bertcksichtigte Zufallseffek-
te durch die Labore und Messwiederholungen nur fir den Parameter xmid (Tab. 3.2).
Die Interlabor-Variabilitdt im Wendepunktparameter xmid (dekadisch-logarithmische
Skala) betrug 0.25 (Ginteriabor), die Intralabor-Variabilitat 0.15 (Gintraiabor). Im Gegensatz
zu SO, schlug bei Formaldehyd die Anwendung eines gemischten, logistischen Mo-
dells auf die Daten aller Labore fehl, so dass die Konzentrations-Wirkungskurven nur
laborweise analysiert werden konnten. Eine Bestimmung der Intralabor-Variabilitat
war nicht maoglich, da fur jedes Labor nur eine Kurvenanpassung an die gepoolten
Daten aller Versuchsreihen vorgenommen werden konnte. Anhand der laborweisen
Ergebnisse wurde fur Formaldehyd eine Interlabor-Variabilitat (Ointeriavor) fUr xmid von
0.20 und fir scal von 0.11 ermittelt. Zu erwahnen ist, dass die gentoxischen Effekt-
konzentrationen (10™“-Werte) aus dem Comet-Assay (Tab. 3.2) kleiner sind als die
zytotoxischen Effektkonzentrationen der LZZ-Messung (SO2: 240 ppm vs. 446 ppm,
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Formaldehyd: 5.4 ppm vs. 22 ppm). Schlussfolgernd Iasst sich sagen, dass die gen-
toxischen Effekte von SO, und Formaldehyd in allen vier Laboren beobachtet wur-
den. Die statistische Auswertung flihrte zu vergleichbaren Werten fur den Wende-
punktparameter xmid. Darlber hinaus war die Interlabor-Variabilitat des Wende-
punktparameters aus dem Comet-Assay vergleichbar mit dem aus der LZZ-
Messung.

Tab. 3.2 Modellstatistik fur Tail Moment flir zwei Gase. Dargestellt sind die
Schatzwerte fur xmid (Lageparameter) und scal (Skalierungsparameter)
des logistischen Modells. Zusatzlich sind die Effekte der Labore (Ointeriabor)
und der Messwiederholungen (Ointraiabor) @uf xmid und scal angegeben.

SO, FA
scal 0.15 0.22
Ointerlabor - 0.1
Uintra_l_a__bor _ —
xmid 2.38 0.73
Ointerlabor 0.25 0.20
Uintra_!_a__bor 0.15 —
10" (ppm) 240 5.4

3.2.5 Entwicklung eines Pradiktionsmodells fur die Gentoxizitat

Wie bereits zuvor ausgefuhrt, bedarf es fur die Entwicklung eines Pradiktionsmodells
fur die Gentoxizitat noch zusatzlicher experimentell erhobener Daten und methodi-
scher Abgleiche. Die Bearbeitung beider Aspekte ist in dem beantragten Folgeprojekt
der Studie geplant.
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4 Zusammenfassung

Ziel dieses Projektes war die Pravalidierung einer Methodik zur Prufung der toxi-
schen Wirkung von Gasen nach Direktexposition von Lungenzellen des Menschen
an der Luft-Flussigkeitsgrenzschicht (Air Liquid Interface). Als Pruflabore beteiligt an
diesem Verbundprojekt waren das Fraunhofer ITEM (Projektkoordinator), das UFZ
Leipzig, das BfR (ZEBET) und die BAUA Berlin. Die Projektlaufzeit erstreckte sich
von Januar 2008 bis September 20009.

Vier Testgase (NO,, SO,, Ozon, Formaldehyd) sowie synthetische Luft als Negativ-
kontrolle wurden in diese Studie einbezogen. Als biologisches Prufsystem diente die
Lungenzelllinie A549 humanen Ursprungs, die auf mikroporésen Membrantragern an
der Luft-Flussigkeitsgrenzschicht kultiviert und verschiedenen Gaskonzentrationen
bzw. synthetischer Luft ausgesetzt wurde. Nach einstindiger Exposition wurden die
zytotoxische Wirkung uber eine Lebendzellzahl-Messung und die gentoxische Wir-
kung mittels Comet-Assay erfasst.

Die Auswertung der Lebendzellzahl ergab fir alle vier Modellgase klare Dosis-
Wirkungsbeziehungen. Daruber hinaus zeigten sich eine gute Wiederholbarkeit in-
nerhalb der Labore sowie eine sehr gute Ubereinstimmung in der Lage und Form der
Dosis-Wirkungsbeziehungen zwischen den Laboren. Fur die Entwicklung eines Pra-
diktionsmodells wurden die In-vitro-ECso-Werte mit In-vivo-LCso-Werten fur Maus und
Ratte aus der Literatur verglichen. Hierbei zeigte sich ein enger Zusammenhang zwi-
schen den In-vitro- und In-vivo-Daten. Allerdings war der Zusammenhang aufgrund
der geringen Zahl von getesteten Gasen mit einer grof3en Unsicherheit behaftet, so
dass flur die Entwicklung eines endgultigen Pradiktionsmodells eine Erweiterung der
Datenbasis notwendig ist.

Die Auswertung des Parameters Tail Moment aus dem Comet-Assay ergab fur SO,
und Formaldehyd klare Dosis-Wirkungsbeziehungen in allen Laboren. Hierbei konn-
ten indirekte Hinweise fur die Induktionen von DNA-Strangbrichen (SO;) und DNA-
Protein-Vernetzungen (Formaldehyd) gefunden werden. Die logistische Regressi-
onsanalyse lieferte keine Hinweise fur einen dosisabhangigen Effekt von NO, und
Ozon auf das Tail Moment. Schwache Hinweise flr einen gentoxischen Effekt dieser
beiden Gase ergaben sich aus einer multivariaten Varianzanalyse; eine endgultige
statistische Bewertung dieser Befunde ist jedoch erst mdglich, wenn Messungen mit
Negativsubstanzen vorliegen. Die Erweiterung der Datenbasis ist in einer erweiterten
Pravalidierungsphase geplant.
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