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Dosis-Toxizitäts-Beziehungen von 
Fremdstoffen auf Lungenzellen: 

in vitro vs. in vivo

Standortbestimmung:
In vitro Studien auf dem Gebiet der 

Inhalationstoxikologie

CULTEX Laboratories
Feodor-Lynen-Straße 21

D-30625 Hannover

CULTEX Laboratories
Feodor-Lynen-Straße 21

D-30625 Hannover
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Ziel

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

• technischen Voraussetzungen & Anforderungen
zur homogenen Beaufschlagung mit
Testaerosolen sowie

• zur Ermittlung von Dosis-Wirkungsbeziehungen 
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Anforderungen
Aerosol

Inhalation Verdünnung

Einatmen -
Transport der 

Testatmosphäre in 
die Lunge

Transport der 
Testatmosphäre zu 

den Zellen

Diretkontakt zwischen  
Zellen & Testatmosphäre

Exhalation
Abtransport der 
Testatmosphäre

Reinluft - Inhalation

Inhalations-
zyklus

Expositions-
zyklus

Aerosolgeneration
In- & Outdoor Atmosphären

Reinluft - Exposition

Dosimetrische Adjustierung

(inklusive: in vivo Vergleich)



Page 4

Strategie                                                  Zelltyp

Zellinien:

• Alveolarzellen Typ II (A549) 

• Bronchialepithelzellen: z.B. 16 HBE14o-
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Strategie                                                  Zelltyp

Zellkonstrukte:

•

A) EpiAirway Gewebe (10x Objektiv) 

B) EpiAirway Gewebe (40x Objektiv)

C) Normale humane Bronchiole (10x Objektiv), 
“pseudo-stratified differentiated
mucociliary phenotype”. 
(H&E stained cross-sections )

A.

B.

C.

MatTek Coorperation, EpiAirway TM
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A

B

C

A

B

C

Strategie Zellkultivierung

A

B

C

A Kulturmedium über den 
Zellen

B Zellen auf mikroporösen 
Membranen

C    Kulturmedium unterhalb 
der Membran

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

Expositon gegenüber 
einer Testatmosphäre

Submerse Kulturführung
(Inkubator)

A Inkubatoratmosphäre

B Zellen auf mikroporösen 
Membranen

C    Kulturmedium unterhalb 
der Membran

A Testatmosphäre
(Gas,  Aerosol)

B Zellen auf mikroporösen 
Membranen

C    Kulturmedium unterhalb 
der Membran
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Exposition „ Air-liquid interface“

CULTEX® System
(statische Mediumversorgung)

Mediumversorgung

Insert

Aerosoleinlass

Aerosolabsaugung

Basismodul & Expositionsaufsatz

Expositonssituation:

a.  APIKAL – Testatmosphäre
(statisch oder dynamisch)

b.  Zellen
c.  BASAL – Mediumversorgung &

Temperierung

Direktkontakt:
Zellen – Testsubstanz

a

b
C
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Mediumversorgung

Mediumablass

Mediumversorgung

Mediumeinlass

Mediumablass

Expositionsaufsatz

Basismodul

Mediumversorgung

Medium-
ablass

CULTEX® System
(kontinuierliche Mediumversorgung)

Exposition „ Air-liquid interface“



Page 9

0

20

40

60

80

100

120

140

via
bl

e 
ce

lls

pr
ot

ein
te

tra
zo

li u
m

ATP

ATP/A
DP

glu
ta

th
ion

e
GSSG/G

SH

%
 o

f c
on

tr
ol

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

Erhalt der ZellvitalitätErhalt der Zellvitalität

Exposition „ Air-liquid interface“

a Expositionsatmosphäre

b Adhärente Zellen des 
Respirationstraktes auf 
mikroporösen Membranen

c Nährstoffversorgung 
durch die Membran

��� � Mediumversorgung
��� � Gasfluss

��� �

a

b
c

��� �



Gasexposition

Scrubber

Expositions-
station

Gasschränke

Gasversorgung-
& -kontrolle

AbluftsystemAbluftsystem
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Einfluss auf die SensitivitätEinfluss auf die Sensitivität

Mediumlevel:
a

b

c

Mediumschicht über den ZellenMediumschicht über den Zellen

a b C

hoch

mittel

niedrig

Gasexposition                                                NO2

0

20

40

60

80

100

120

0 500 1000 1500 2000 2500

Dosis c x t [ppb x h]

hoch

niedrig

Medium level 
outside the transwell

���
���

���
��	

�
�
�
�

���
���

��

���

���

�

a
b
c



Page 12

Exposition Ozon

Sensitivität der Zellen nimmt mit abnehmender Mediu mschicht zu
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(Tarkington et al. 1994)

Zytotoxizität von Ozon in Abhängigkeit von der Medium überschichtungZytotoxizität von Ozon in Abhängigkeit von der Medium überschichtung

Mediumvolumen über  S6 Zellen (ml) 

hoch

mittel

niedrig



Zytotoxische Effekte von NO 2 in A549 Zellen  (3 in vitro Assays)

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

NO2 & SO2

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

Cells

�����������
Culture media

Inlet Outlet

Gasexposition
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Zytotoxische Effekte von SO 2 in A549 Zellen  (3 in vitro Assays)
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CULTEX® Radial Flow System
Prototyp

Basismodul
• 3 individuelle Insertgefäße
• individuelle Mediumversorgung per Insert
• Temperierung 

Expositionsaufsatz
• 3 individuelle Expositionspositionen
• Temperierung
• Partikelmonitoring oder –filter
• Kondensationsfallen
• Integration einer elektrostatischen Abscheidung

Exposition „ Air-liquid interface“
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9

1

2
3

4

5

6

7

8

1  Befeuchter
2  Strömungstrichter
3  Überschussaerosol
4  Transwell
5  Wasserfalle
6  Fotometer

7   endständiger Filter
8   beheizte Bodenplatte

mit Nährlösungsversorgung
9   Vakuum MFC zur 
Flusssteuerung
10 Messfühler 
(Feuchte/Temperatur)

1
0

10

Cultex: Aerosolfluss

10

Exposition „ Air-liquid interface“
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Aerosolverteiler
Radiale Anordnung, identische

Wege zu den Transwells

Strömungstrichter

Absaugung

Einlass des Testaerosols

Exposition „ Air-liquid interface“
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Nährmediumversorgung

Zufuhr

Abfuhr

Temperierung

Nährmediumversorgung

Insert-
Holder Medium-

einlass

Exposition „ Air-liquid interface“



Rauchexposition

Monitoring

Rauchroboter

Synthetische Luft

Monitoring

Monitoring

Rauchexposition

Rauchroboter

Synthetische
Luft

AbluftAbluft

Reinluftexposition
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Rauchexposition                                   Zytotoxizität
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Hauptstromrauch R310

Gasphase R310

Hauptstromrauch und GasphaseHauptstromrauch und Gasphase

Definition von Kennwerten - EC 50 WertenDefinition von Kennwerten - EC 50 Werten

a Expositionsatmosphäre

b Adhärente Zellen des 
Respirationstraktes auf 
mikroporösen Membranen

c Nährstoffversorgung 
durch die Membran

��� � Mediumversorgung
��� � Gasfluss

��� �

a

b
c

��� �
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a Expositionsatmosphäre

b Adhärente Zellen des 
Respirationstraktes auf 
mikroporösen Membranen

c Nährstoffversorgung 
durch die Membran

��� � Mediumversorgung
��� � Gasfluss

Hauptstromrauch R310

Gasphase R310
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Partikelexposition
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Abzug

Partikelgeneration

Partikel-
monitoring

Mischreservoir
Vakuumpumpe

Prozesskontrolle

Expositionsmodul

Reservoir & 
Schneidemesser
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Partikelexpositionsanlage

Mischreservoir
Partikelexposition

Flusskontrolle 
(Vakuumpumpe)

Verwirbelungsstrom

Partikelgeneration

Partikelreservoir &
Schneidemesser

Expositions-
modul
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a Expositionsatmosphäre

b Adhärente Zellen des 
Respirationstraktes auf 
mikroporösen Membranen

c Nährstoffversorgung 
durch die Membran

��� � Mediumversorgung
��� � Gasfluss

��� �

a

b
c

��� �

Partikelexposition
Exposition von Bronchialepithelzellen des Menschen 
(BEAS-2B) mit Flugaschen Aerosolen* 

*Mühlhopt and Paur, 2006
Diabaté S, Mühlhopt S, Paur HR, Krug HF, 2008.
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CULTEX® Radial Flow System

Basismodul
• 3 individuelle Insertgefäße
• individuelle Mediumversorgung per Insert
• Temperierung 

Expositionsaufsatz
• 3 individuelle Expositionspositionen
• Temperierung
• Partikelmonitoring oder –filter
• Kondensationsfallen
• Integration einer elektrostatischen Abscheidung
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Spraydosentestung

Absaugung

Durchflussbegrenzer

Aerosol resevoir

Spraydose

Spray 
dosimeter

Spraygeneration

CULTEX®-SD

Aerosolisierung
Vernebelungsdüse

Exposition

CULTEX® Modul
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Spraydosentestung

Ventil 1

Ventil 2

Manometer

Vernebelungsdüse

Sichtfenster

Tauchröhrchen

Spraydosenadapter

Spraydose

CULTEX®-SD

Spray-Dosimeter

Sprühkopf-Adapter

Spraydosenadapter

Sichtfenster

Tauchröhrchen
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Spraygeneration

Vernebelungsdüse

CULTEX®-SD
Spray-Dosimeter

Kommerzielle 
Sprayflasche

Temperierung

Druckluft

Vernebelungsdüse

Mischkammer

a Spraygeneration

b Vernebelung der  
Sprayformulierung

c Gegenstrom zur Mischung der 
Testatmosphäre

d.    Mischkammer

a. b. c.

d.
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Spraydosentestung
CRAMOLIN® Isopropanol
Exposition von A549 Zellen über 15 Minuten mit eine r unterschiedlichen Anzahl an Sprühstössen

Bestimmung der Zytotoxizität: metabolische Aktivitä t der Zellen (WST Assay) 
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Spraydosentestung
IMPRÄGNOL® - Nubuk - Wildleder - Velours (farblos)
Exposition von CHO-K1 über 15 Minuten mit einer unt erschiedlichen Anzahl an Sprühstössen

Bestimmung der Zytotoxizität: metabolische Aktivitä t der Zellen (WST Assay) 



Pumpe  
Medium
Zulauf

Pumpe
Medium
Rücklauf

Umwälzthermostat
37°C

Filte
r

Filte
r

Filte
r

MFC
MFC
MFC

Vakuumpumpe

radiäre 
Verteilung

FilterFilter Filter

Aerosolreservoir
Synth. 

Luft
Düse

Temperierung (60 °°°°C) 

Spray-
dose

Probenahmepunkte: 

Überschuss 

Aerosolcharakterisierung
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Strategie

Dosimetrische Charakterisierung
• Kalibrierung & Adjustierung

unter Verwendung von Natriumfluoreszin
• Adjustierung anhand der Oberflächenbeladung

des Transwell Inserts – „Dosisreferenz“

Korrelation der biologischen Wirkung
• Zytotoxizit, 
• Gentoxizität
• oxidativer Stress
• u.s.w. …



Applikationen

• Chemikalien
• Pharmazeutische Produkte
• Verbraucherprodukte
• Komplexe Atmosphären
• Umweltatmosphären
• usw …

• Chemikalien
• Pharmazeutische Produkte
• Verbraucherprodukte
• Komplexe Atmosphären
• Umweltatmosphären
• usw …

• Zytotoxizität
• Mutagenität
• Entzündliche & allergische

Reaktionen
• organspecifische Toxizität
• usw …

• Zytotoxizität
• Mutagenität
• Entzündliche & allergische

Reaktionen
• organspecifische Toxizität
• usw …

• Reduktion :
Tierexperimente 

• Zeit & Kosten Effiziens
• .....

• Reduktion :
Tierexperimente 

• Zeit & Kosten Effiziens
• .....

• Screening
• Ranking
• Risk assessment
• Biomarker

• Screening
• Ranking
• Risk assessment
• Biomarker

In vitro
Inhalations-
Toxikologie

In vitro
Inhalations-
Toxikologie
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In vitro Inhalationstoxikologie

Mischungen

Applikationen

Partikel

• Industrie- und 

• Verbraucherprodukte

• Pharmazeutika

• „Biological monitoring“
• Arbeitsplatz
• Umweltatmosphären

• Biologische Aktivitäten
• Mechanistische Studien

Methoden: Entwicklung, Optimierung, Validierung

• Expositionstechnik
• Dosimetr. Adjustierung

„Dosisreferenz“
• Endpunkte 

• Expositionsprotokolle

Komplexe
Stoffgemische

Ziel:  In vitro systeme 
als „analytical integrative sensor“ basierend auf di versen biologischen Endpunkten

Gase

Testatmosphären
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Ende



Dilution system

Exposure top

Transport platform

Basis module

Direct exposure per 
module position

Cigarette smoke

Exposure - Bacteria Air/agar interface
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Environmental tobacco smoke

RESPICON

CULTEX® module

Exposure station
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C_mittel = 3.5 mg/m³ Depo = 29.1 µg

Direct exposure of bacteria

Exposure conditions:
• break room for smokers
• Exposure times: 15, 30, 60 and 120 min. 

each on three different days
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Environmental tobacco smoke
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CULTEX® module

Exposure station


