Dosis-Toxizitats-Beziehungen von
Fremdstoffen auf Lungenzellen:
INn vitro Vvs. In VIVO

Standortbestimmung:
In vitro Studien auf dem Gebiet der
Inhalationstoxikologie

CULTEX Laboratories

Feodor-Lynen-Stral3e 21
Laboratories D-30625 Hannover
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Ziel

Realisierung von in vitr o Modellen zur Analyse
luftgetragener Fremdstoffe unter Bertcksichtigung
der:

e technischen Voraussetzungen & Anforderungen
zur homogenen Beaufschlagung mit
Testaerosolen sowie

e zur Ermittlung von Dosis-Wirkungsbeziehungen
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Anforderungen
Aerosolgeneration

Aerosol In- & Outdoor Atmosphéaren

Inhalatior\’ IVerdunnung
Transport der

Einatmen -

Transport der ' Testatmosphare zu
Inhalations- Testztirenoljzhzre in_\ - % den Zellen Expzc;/ﬂltbc')sns-
zyklus g Diretkontakt zwischen

Zellen & Testatmosphare
' Abtransport der
‘ Exhalationl' “Testatmosphére A

Reinluft - Inhalation Reinluft - Exposition

Dosimetrische Adjustierung
(inklusive: in vivo Vergleich)
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Strategie Zelltyp

Zellinien:

. AIveoIarzeIIen Typ I (A549)

* Bronchialepithelzellen: z.B. 16 HBE14o0-
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Strategie Zelltyp

Zellkonstrukte:

."'.?' -

5 fF " .‘Q? A) EpiAirway Gewebe (10x Obijektiv)

' Q : - B) EpiAirway Gewebe (40x Objektiv)

. C) Normale humane Bronchiole (10x Objektiv),
“pseudo-stratified differentiated

mucociliary phenotype”.

(H&E stained cross-sections )

MatTek Coorperation, EpiAirway ™
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Strategie

Zellkultivierung

LI XX ®

A Kulturmedium tber den
Zellen

B Zellen auf mikropordsen
Membranen

C Kulturmedium unterhalb
der Membran

Submerse Kulturfihrung
(Inkubator)

A Inkubatoratmosphare

B Zellen auf mikropordsen
Membranen

C Kulturmedium unterhalb
der Membran

Air-lifted (Inkubator)
Air-liquid (Expositionsmodul)

A Testatmosphéare
(Gas, Aerosol)

B Zellen auf mikropordsen
Membranen

C Kulturmedium unterhalb
der Membran

Expositon gegenlber
einer Testatmosphare
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EXxposition

» Alr-liquid interface*

(LY Y[ ¥

Expositonssituation:

a. APIKAL — Testatmosphéare
(statisch oder dynamisch)

b. Zellen

c. BASAL — Mediumversorgung &
Temperierung

Direktkontakt:;
Zellen — Testsubstanz

Basismodul & Expositionsaufsatz

CULTEX® System

(statische Mediumversorgung)
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EXxposition

»y Air-liquid interface*

Basismodul

CULTEX® System

(kontinuierliche Mediumversorgung)

Mediumversorgung

Mediumeinlass

Mediumablass
p_— e

‘:. _,___ "

Mediumablass

—

Mediumversorgung

Page 8



Exposition

»y Air-liquid interface

a

b

Mediumversorgung
Gasfluss

Expositionsatmosphére

Adhéarente Zellen des
Respirationstraktes auf
mikroporésen Membranen

Nahrstoffversorgung
durch die Membran

Exposition mit synthetischer Luft Gber 60 Min.
unter optimalen zellspezifischen Bedingungen

140

120
1001
80
60
40
20-
0

Erhalt der Zellvitalitat

% of control

Page 9



Gasexposition
R

Abluftsystem

M’

= A0A

. Gasversorgung-
& -kontrolle

iy SO

CEEANSORB CS0655C O) B“ ik :j

Gasschranke

i
. l | Expositions-
- ~ .

Scrubber - Sl
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Gasexposition NO,

Mediumschicht tber den Zellen ‘
120
100-’\
& Medium level
80 - . 4 outside the transwell
60 r .
@ hoch
40
] iedri
Mediumlevel: 20 s
a @ hoch
0 ; ; ; ; i
b m mittel 0O 500 1000 1500 2000 2500
c niedrig Dosis ¢ x t [ppb x h]
Einfluss auf die Sensitivitat
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EXxposition Ozon

Zytotoxizitat von Ozon in Abhangigkeit von der Medium uberschichtung

Zellzahl (% Kontrolle synth. Luft)

y 1007
u =
A 80

120]

S

! — 5
< 607

@ hoch S
407

m mittel
niedrig

0 Kontrolle 0 0.2 0.6 1.0

Mediumvolumen tber S6 Zellen (ml)
Dosis ¢ x t [ppb x h]

(Tarkington et al. 1994)

Sensitivitat der Zellen nimmt mit abnehmender Mediu mschicht zu
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Gasexposition

Inlet Outlet

J I

Cells

Culture media

Dynamische Direktexposition von Lungenzellen des
Menschen an der Luft-/Flissigkeitsgrenzschicht

Bakand et al., Toxicology In Vitro 2007; 7: 1341-47

HMTS
O NRL
OATP

.-
=
2
=
B
-
=]
&

Assays)

B MTS
O NRL

Cell Viability (ppm)

Concentration (ppm

Zytotoxische Effekte von SO , in A549 Zellen (3 in vitro Assays)
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Exposition . Air-liquid interface"

CULTEX® Radial Flow System
Prototyp

Expositionsaufsatz

3 individuelle Expositionspositionen

» Temperierung

 PartikelImonitoring oder —filter

» Kondensationsfallen

* Integration einer elektrostatischen Abscheidung

Basismodul

3 individuelle Insertgefalle

* individuelle Mediumversorgung per Insert
» Temperierung
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Cultex: Aerosolfluss

10

1 Befeuchter

2 Strémungstrichter
3 Uberschussaerosol
4 Transwell

5 Wasserfalle

6 Fotometer

7 endstandiger Filter
8 beheizte Bodenplatte

mit Nahrldsungsversorgung
9 Vakuum MFC zur
Flusssteuerung
10 Messfihler

A aYETal al7aVYl WaYaaYaVYaYdaliNTA)

I CUCTTCr T OTTToCTTtuUT )




Aerosolverteller Stromungstrichter

Radiale Anordnung, identische

Wege zu den Transwells

Einlass des Testaerosols

S| !

Absaugung
v L




Nahrmediumversorgung

S

Zufuhr

N

Abfuhr

Nahrmediumversorgung

Temperierung




< Abluft <— Abluft

<—Synthetische Luft

<—Synthetische
Luft

Rauchroboter
Rauchroboter

Rauchexposition

Reinluftexposition



Hauptstromrauch und Gasphase

Definition von Kennwerten - EC ., Werten




Hauptstromrauch und Gasphase

Cw o OO0

(o g0
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Abzug

Partikelgeneration

Reservoir &

Schneidemesser N
: Expositionsmodul

!

Partikel-
monitoring

Prozesskontrolle

Vakuumpumpe



Partikelgeneration
. : Flusskontrolle
Partikelreservoir &

Vakuumpumpe

Schneidemesser ( pumpe)

Partikelexposition
Mischreservoir
- > —
!

Expositions-
modul

<= \erwirbelungsstrom






CULTEX® R F S

Expositionsaufsatz

Basismodul



Spraydosentestung






Spraygeneration









MEC Vakuumpumpe

"

ﬁ Pumpe
Medium

Pumpe
Medium
Zulauf

Rucklauf




Strategie

Dosimetrische Charakterisierung

_Dosisreferenz”

Korrelation der biologischen Wirkung



Chemikalien Zytotoxizitat
Pharmazeutische Produkte Mutagenitat
Verbraucherprodukte Entzindliche & allergische
Komplexe Atmosphéaren Reaktionen
Umweltatmosphéaren organspecifische Toxizitat
USw ... USW ...

In vitro
Inhalations-
Toxikologie

Screening
Ranking » Reduktion :

Risk assessment LEEEIEE
Biomarker » Zeit & Kosten Effiziens










EXpOSU re - Bacteria Air/agar interface

Cigarette smoke

< Direct exposure per
<+ module position




C_mittel = 3.5 mg/m3 Depo = 29.1 ug




Environmental tobacco smoke




