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FlG. 1

(57) Abstract: The invention relates to a method for analysing the effect of a gaseous medium on a biological test system using an
extracellular metabolisation system. Said method consists of the following steps: a biological test sample is cultivated on a permeable
carrier, the gaseous medium is guided over the surface of the biological test system in order to form an exposition atmosphere over
the biological test system, the extracellular metabolisation system is added to a conservation medium and the permeable carrier is
o brought into contact with a conservation medium that comprises the extracellular metabolisation system below the permeable carrier,
in such a manner that the extracellular metabolisation system only passes through the permeable carrier and that the biological test
system is not submerged by the conservation medium containing the extracellular metabolisation system.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung der Wirkung eines gasformigen Mediums auf ein
biologisches Priifsystem unter Verwendung eines extrazelluldren Metabolisierungssystems, umfassend folgende Verfahrensschritte
Anziichtung eines biologischen Priifsystems auf einem permeablen Tréger Leiten des gasformigen Mediums iiber die Oberfldche
des biologischen Priifsystems zur Bildung einer Expositionsatmosphére oberhalb des biologischen Priifsystems Zugabe des extra-
zelluldren Metabolisierungssystems zu einem Erhaltungsmedium Positionierung des Erhaltungsmediums mit extrazellulirem Meta-
bolisierungssystem unterhalb des permeablen Trigers mit Kontakt zum permeablen Triger, derart, dass das extrazelluldre Metabo-
lisierungssystem nur durch den permeablen Trager durchtritt, das biologische Priifsystem jedoch nicht vom Erhaltungsmedium mit
extrazelluldrem Metabolisierungssystem tiberschwemmt wird.
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Verfahren zur Untersuchung der Wirkung eines gasformigen Mediums auf
ein biologisches Priifsystem unter Verwendung eines extrazellularen Meta-

bolisierungssystems sowie Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung der Wirkung eines gasférmi-
gen Mediums auf ein biologisches Prifsystem unter Verwendung eines extrazellu-
laren Metabolisierungssystems sowie Vorrichtung zur Durchfilhrung des Verfah-

rens.

Es ist bekannt, zellulare Prufsysteme in Form von Eukaryonten-Kulturen, insbe-
sondere Zelllinien, Primarzellen, Biopsien, Lavagen, Isolate, PCLS und derglei-
chen, ex-vivo Luft getragenen Substanzen nativer oder kiinstlicher Art auszuset-
zen, um die biologische Wirkung dieser Substanzen zu untersuchen. Die Eukary-
onten-Kulturen werden hierbei einer kiinstlichen oder naturlichen Priufatmosphéare,

auch Expositionsatmosphére genannt, ausgesetzt.

Da haufig erst die Stoffwechselzwischenprodukte der genannten Luft getragenen
Substanzen biologisch aktiv sind, wird eine biologische Wirkung der Priftmospha-
re im zellularen Prifsystem erst nachweisbar, wenn die genannten Stoffwechsel-
zwischenprodukte im Zuge einer Metabolisierung der genanhten Luft getragenen

Substanzen gebildet werden konnten.

Nachfolgend sind beispielhaft zellulare Priifsysteme genannt, bei denen eine in-

trazellulare Metabolisierungskapazitat unterstellt oder nachgewiesen wurde:

(@) Isolate von Primarzellen mit recht unterschiedlich definierten und in Abhan-
gigkeit von der jeweiligen Isolierungstechnik und dem Isolierungsbatch ver-
schieden vorhandenen Metabolisierungsfahigkeiten/-kapazitaten (z.B. He-
patozyten der Rattenleber oder von humanen Biopsien; M.J. Gédmez-
Lechoén et al., Hepatocytes — the choice to investigate drug metabolism and
toxicity in man: In vitro variability as a reflection of in vivo, Chemico-Biol. Int.
(2006), doi: 10.1016/j.¢bi.2006.19.013)
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(b)

(c)

(d)

()

immortalisierte Hepatozyten-Zelllinien, die je nach Subpopulation eine un-
terschiedliche Metabolisierungsfahigkeit/-kapazitat besitzen kénnen (z.B.
die humane Hepatomzelllinie HepG2; Aden et.al. 1979)

gentechnologisch verédnderte Zellsysteme (z.B. von V79 abgeleitete Zell-
linien mit definierter Expression spezifischer Cytochrom P-450 Formen; A.
Townsend et al., Modeling the metabloc competencay of glutathione S-
transferases using genetically modified cell lines, Toxicology 181 — 182
(2002) 265 —- 269; N. Krebsfaenger et al., V79 Chinese Hamster Cells Ge-
netically Engineered fir Polymorphic Cytochrome P450 2D6 and their Pre-
dictive Value for Humans, ALTEX 20, 3/03, 143 - 154).

Kokulturen von metabolisch kompetenten Zellen und nicht metabolisier-
enden Zellen des priméren Zielgewebes der Noxe (S. Bremer et al., Detec-
tion of the Embryotoxic Potential of Cyclophosamide by Using a Combined
System of Metabolic Competent Cells and Embryonic Stem Cells, ATLA 30,
77- 85, 2002).

Gewebeschnitte (D.S. Pushparajah et al., Evaluation of the precision-cut
liver and lung slice systems fort he study of induction of CYP1, epoxide hy-
drolase and glutathione S-transferase activities, Toxicology 231 (2007) 68 —
80).

Nachteilig an diesen zellularen Prifsystemen mit intrazellularem Metabolisie-

rungssystem kénnen die Aufwendigkeit der Kulturverfahren sowie die Verfugbar-

keit und Reproduzierbarkeit der Metabolisierungseffizienz sein.

Grundsatzlich erfullen die vorgenannten zelluldren Prifsystemen mit intrazellula-

rem Metabolisierungssystem auch nicht zwingend die Anforderungen, die durch

diverse internationale Prufvorschriften, beispielsweise der "OECD Guideline for

the Testing of Chemicals" Nr. 473, gestelit werden, welche die Gegenwart eines

ausreichend effizienten Metabolisierungssystems fordern.

Um diese Prufvorschriften zu erfillen, kénnen bekanntermafien zelluléare Prifsys-

teme ohne intrazellulare Metabolisierung oder zellulare Prifsysteme, bei denen
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die Effizienz der intrazellularen Metabolisierung nicht nachgewiesen wurde, ver-
wendet werden, die in Kulturflaschen mit ebenen Boden oder in runden Kulturfla-
schen, so genannten Roller-Bottles, exponiert werden. Dabei wird das zellulare
Prufsystem mit einem Gemisch aus einem Erhaltungsmedium und einem extrazel-
luldarem Metabolisierungssystem iiberschichtet und die Prifatmosphére kontinuier-
lich durch die Flasche geleitet. Zum Erreichen einer Durchmischung von Erhal-
tungsmedium, extrazellularem Metabolisierungssystem und Priifatmosphéare wer-

den die Kulturflaschen geschiittelt, gekippt oder gedreht.

Nachteilig an diesem Verfahren ist, dass kein unmittelbarer und definierter Kontakt
zwischen Priifatmosphére und zellularem Prifsystem mdéglich ist. Das Ergebnis ist
daher mit einer geringeren Sensitivitat und Spezifitat sowie mit einem Fehlen einer

exakten Dosimetrie behaftet.

Ausgehend von diesem Stand der Technik liegt der Erfindung die Aufgabe

zugrunde, ein alternatives Verfahren mit hoher Sensitivitat und Selektivitat zur Un-
tersuchung der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf ein biologisches Priifsys-
tem unter Verwendung eines extrazellularen Metabolisierungssystems sowie eine

Vorrichtung zur Durchfiihrung dieses Verfahrens zur Verfigung zu stellen.

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Untersuchung der Wirkung eines gas-
formigen Mediums auf ein biologisches Priifsystem unter Verwendung eines ext-
razellularen Metabolisierungssystems gemaR den Merkmalen des Anspruchs 1
sowie durch eine Expositionsvorrichtung gemaR den Merkmalen des Anspruchs 5
geldst. Weiterbildungen und vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben

sich aus den Unteranspriichen.
Das erfindungsgemalfe Verfahren zur Untersuchung der Wirkung eines gasférmi-
gen Mediums auf ein biologisches Prifsystem unter Verwendung eines extrazellu-

laren Metabolisierungssystems, umfasst folgende Verfahrensschritte:

- Anziichtung eines biologischen Prifsystems auf einem permeablen Trager
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- Leiten des gasférmigen Mediums (ber die Oberflache des biologischen
Prifsystems zur Bildung einer Expositionsatmosphéare oberhalb des biolo-
gischen Prifsystems

- Zugabe des extrazellularen Metabolisierungssystems zu einem Erhal-
tungsmedium

- Positionierung des Erhaltungsmediums mit extrazellularem Metabolisie-
rungssystem unterhalb des permeablen Tragers mit Kontakt zum permeab-
len Trager, derart, dass das extrazellulare Metabolisierungssystem nur
durch den permeablen Trager durchtritt, das biologische Priifsystem jedoch
nicht vom Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem

tiberschwemmt wird.

Das erfindungsgemafe Verfahren ermdéglicht mit hoher Sensitivitat und Selektivitat
die Untersuchung der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf ein biologisches

. Prifsystem unter Verwendung eines extrazellularen Metabolisierungssystems.

Durch das erfindungsgeméRe Verfahren werden die folgenden, als erfindungswe-
sentlich erkannten, fur die hohe Sensitivitdt und Selektivitat des Verfahrens ver-
antwortlichen und wahrend der Exposition des biologischen Priifsystems in der

Expositionsatmosphére gleichzeitig einzuhaltenden Bedingungen erfillt:

a) Herstellung eines direkten und ungehinderten Kontaktes zwischen Expositi-
onsatmosphare und biologischem Prifsystem

b) Herstellung eines Kontaktes zwischen der Expositionsatmosphére und dem
extrazellularen Metabolisierungssystem

c) Zuganglichmachen der Reaktionsprodukte der Metabolisierungsreaktionen
des Expositionsatmosphéare mit dem extrazellularen Metabolisierungs-
system fir das biologische Priifsystem

d) Zuganglichmachen des Erhaltungsmediums fur das biologische Prifsystem

e) Erhalt der Vitalitat des biologischen Priifsystems
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Unabhangig davon, ob das biologische Priifsystem intrazellulare Metabolisie-
rungsfahigkeiten aufweist oder ob intrazellulare Metabolisierungsfahigkeiten im
biologischen Priifsystem vollstindig fehlen, zu gering ausgepragt, zu wenig repro-
duzierbar oder zu wenig spezifisch definiert sind, wird durch das erfindungsgema-
Re Verfahren unter Verwendung eines definierten, extrazelluldren Metabolisie-

rungssystems die Metabolisierungsfahigkeit sichergestellit.

Wichtig ist, dass quasi durch die Grenzschicht aus permeablem Trager mit darauf
exponiertem biologischen Priifsystem die Kompartimente "Expositionsatmospha-
re" und "Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem" physika-
lisch voreinander getrennt sind, so dass das Erhaltungsmedium mit extrazellula-
rem Metabolisierungssystem in erfindungsgemaf vorgegebener Weise nur durch

den permeablen Trager durchtreten kann.

Unter einem Erhaltungsmedium im Sinne der Erfindung wird hier und im Folgen-
den ein Kulturmedium, auch als Nadhrmedium bezeichnet, mit oder ohne Zuséatzen

oder eine Salzlésung verstanden.

Das gasformige Medium kann im Sinne der Erfindung als reines Gas oder Gas-
gemisch vorliegen, d. h. alle darin enthaltenen Stoffe (Atome, Molekiile, etc.) be-
finden sich in der Gasphase, und/oder es kann auch als Trager fur Fest- und/oder
Flussigstoffe dienen. Insbesondere kénnen so Aerosole, zerstaubte Flussigkeiten,
kleine Flussigkeitstropfchen (z. B. Pflanzenschutzmittel als Sprithnebel, etc.),
Schwebeteilchen, Feststoffpartikel (z. B. Holzstaub, etc.), gasférmige Suspensio-
nen, zerstaubte Suspensionen oder Emulsionen als zu tragende Substanzen in

dem Tragergas enthalten sein.

Durch das erfindungsgemafe Verfahren ist es auf technisch einfache Art und in
Routineanwendungen méglich, mit biologischen Prifsystemen, die unter Umstén-
den keine eigene Metabolisierungskapazitit besitzen, sicher, d.h. unter Vitalitats-
erhalt, mit hoher Sensitivitat des Verfahrens aufgrund des intensiven Kontakts der

Expositionsatmosphére sowohl mit dem biologischen Priifsystem als auch mit dem
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extrazellularen Metabolisierungssystem und insbesondere unter Einhaltung diver-
ser internationaler Prufvorschriften, beispielsweise der dem Fachmann bekannten
OECD 473, Untersuchungen der biologischen Wirkung von gasférmigen Medien
aller Art durchzufiihren.

Daneben erméglicht das erfindungsgeméafe Verfahren die Verwendung von indi-
viduell hergestellten Zusammensetzungen diverser externer, dem Fachmann be-
kannter Metabolisierungssysteme, beispielsweise mit Cytochromen von Laborna-
gern oder vom Menschen, die auf die verschiedenen spezifischen Stoffwechselei-

genheiten eines biologischen Priifsystems gezielt abgestimmt sein kénnen.

Es wird im Sinne der Erfindung vorzugsweise ein permeabler Trager verwendet,
der derart ausgebildet ist, dass er einerseits zur Aufnahme des biologischen Pruf-
systems geeignet ist und andererseits eine Trennung der gasférmigen Phase, also
der Expositionsatmosphare, von der flissigen Phase, also des Erhaltungsmedi-
ums mit extrazellularem Metabolisierungssystem, erméglicht. Mithin kann die Po-
rengrofRe und Porendichte des permeablen Tragers in Abhéngigkeit vom der Art
des biologischen Prifsystems und der Art sowie Viskositat des Erhaltungsmedi-

ums variieren.

Vorzugsweise wird als permeabler Trager eine mikroporése Membran verwendet.
Vorzugsweise wird als permeabler Trager ein Gel verwendet. Zur Aufnahme des
biologischen Priifsystems kann auch ein Kulturgefal3, beispielsweise ein kommer-
ziell erhéltliches so genanntes Cell Culture Insert, vorgesehen sein, wobei der

permeable Trager die Bodenmembran des Kulturgefafles bildet.

Eine Weiterbildung der Erfindung ist gekennzeichnet durch folgenden weiteren
Verfahrenschritt:

- Regulierung des Durchtritts des dem Erhaltungsmedium zugegebenen ext-

razellularen Metabolisierungssystems durch den permeablen Trager durch
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Vorgeben eines bestimmten, auf das Erhaltungsmedium mit extrazellularem

Metabolisierungssystem einwirkenden Drucks.

Weiterhin ist vorgesehen, dass der auf das Erhaltungsmedium mit extrazellularem
Metabolisierungssystem einwirkende Druck derart gewahlt wird, dass das extrazel-
lulare Metabolisierungssystem durch den permeablen Trager durchtritt, das biolo-
gische Prifsystem jedoch nicht vom Erhaltungsmedium mit extrazelluldrem Meta-

bolisierungssystem tiberschwemmt wird.

Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung ist durch folgenden weiteren Verfah-

renschritt gekennzeichnet:

- Regulierung der Verdunstungsrate tiber dem biologischen Priifsystem durch
Vorgeben einer bestimmten Temperatur im unmittelbaren Umgebungsbe-
reich des biologischen Priifsystems und/oder Vorgeben einer bestimmten
Stromungsgeschwindigkeit des liber die Oberflache des biologischen Priif-

systems strémenden gasférmigen Mediums.

Durch die Temperierung, vorzugsweise im unmittelbaren Umgebungsbereich des
biologischen Priifsystems, lasst sich die Verdunstungsrate des durch die perme-
able Membran durchtretenden Erhaltungsmediums mit extrazellularem Metaboli-
sierungssystem regulieren, um so ein Austrocknen und damit ein Absterben des

biologischen Priifsystems zu verhindern.

Die Verdunstungsrate ist auch abhangig vom Feuchtigkeitsgehalt des gasférmigen
Mediums. Eine entsprechende Regulierung oder Steuerung der Strémungsge-
schwindigkeit des gasférmigen Mediums tber dem biologischen Prifsystem ist

erforderlich.

Die Regulierung und Steuerung dieser beiden vorgenannten Parameter sowie des
auf das Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem einwir-

kenden Drucks schafft definierte Bedingungen zur Untersuchung der Wirkung ei-
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nes gasférmigen Medium auf ein biologisches Prifsystem unter Verwendung ei-

nes extrazellularem Metabolisierungssystems.

Die Erfindung betrifft auBerdem eine Expositionsvorrichtung zur Durchfiihrung des
Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4, umfassend

- mindestens einen permeablen Trager, auf dem ein biologisches Priifsystem
angeziichtet ist,

- mindestens ein Zuleitungssystem, ber das ein gasférmiges Medium lber
die Oberflache des biologischen Priifsystems zur Bildung einer Expositi-
onsatmosphére oberhalb des biologischen Priifsystems leitbar ist

- ein Zufiihrsystem, das ein Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metaboli-
sierungssystem enthalt und derart ausgebildet ist, dass das Erhaltungsme-
dium mit extrazellularem Metabolisierungssystem in direktem Kontakt mit
der Unterseite des permeablen Tragers steht, wobei

- der permeable Trager derart ausgebildet und innerhalb der Expositionsvor-
richtung angeordnet ist, dass dieser das Erhaltungsmedium mit extrazellula-
rem Metabolisierungssystem physikalisch von der Expositionsatmosphare
trennt, wobei

- das Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem mittels
eines vorgegebenen Drucks definiert nur durch den permeablen Trager
driickbar ist, ndmlich derart, dass das Erhaltungsmedium mit extrazellula-
rem Metabolisierungssystem durch den permeablen Trager durchtritt, das
biologische Prifsystem jedoch nicht vom Erhaltungsmedium mit extrazellu-

larem Metabolisierungssystem tberschwemmt wird.

Das Zuleitungssystem umfasst alle Vorrichtungen, die geeignet sind, das gasfor-
mige Medium Uber die Oberflache des biologischen Prifsystems zur Bildung einer
Expositionsatmosphére oberhalb des biologischen Prifsystems zu leiten. Eine
derartige Vorrichtung ist beispielsweise aus der DE 100 14 057 A1 bekannt. Die
Offenbarung dieser Patentanmeldung wird hiermit durch Bezugnahme vollinhalt-

lich in die vorliegende Anmeldung mit aufgenommen.
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Das Zuleitungssystem umfasst vorzugsweise auch alle Vorrichtungen, die durch
ihre Konstruktion die Heranfilhrung des gasférmigen Mediums in besonderer Art
realisieren, beispielsweise mit hyperbolischem Innenprofil zur gezielten Abschei-

dung von Aerosoltfﬁpfchen.

Ferner umfasst das Zuleitungssystem vorzugsweise auch Vorrichtungen zur elekt-
rostatischen Abscheidung von Partikeln oder Trépfchen und/oder eine Aufla-
dungsvorrichtung. Derartige Vorrichtungen sind beispielsweise aus der DE 195 26
533 A1 bekannt. Die Offenbarung dieser Patentanmeldung wird hiermit ebenfalls

durch Bezugnahme vollinhaltlich in die vorliegende Anmeldung mit aufgenommen.

Einer Weiterbildung der Erfindung sieht vor, dass das Zufiihrsystem gegeniiber
dem Zuleitungssystem und der Expositionsatmosphare abgedichtet ist und ledig-
lich durch den permeablen Trager hindurch das Erhaltungsmedium samt extrazel-
lularem Metabolisierungssystem mit der Expositionsatmosphére in Kontakt treten

kann.

Der vorgegebene Druck ist erfindungsgemaf hydrostatisch oder mittels wenigs-

tens einer Pumpe oder anderer Druck erzeugender Mittel einstellibar.

Gemaf einer Weiterbildung der Erfindung ist das Zufiihrsystem derart ausgebildet
ist, dass das darin enthaltene Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisie-

rungssystem fur die Dauer der Untersuchung im Zufiihrsystem verbleibt.

Vorzugsweise ist der permeable Trager derart ausgebildet, dass er einerseits die
Aufnahme des biologischen Priifsystems und andererseits eine Trennung der gas-
férmigen Phase, also der Expositionsatmosphére, von der flussigen Phase, also
des Erhaltungsmediums mit extrazellularem Metabolisierungssystem, erméglicht.
Letzteres ist insbesondere abhangig von der Art des biologischen Priifsystems
sowie der Art und Viskositat des Erhaltungsmediums mit extrazelluldarem Metaboli-

sierungssystem.
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10

Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung sieht vor, dass ein Ableitungssystem
vorgesehen ist, Uber das die Expositionsatmosphare nach einer vorgegebenen

Verweilzeit innerhalb der Expositionsvorrichtung aus dieser ableitbar ist.

Weiterhin ist vorgesehen, dass das Zuleitungs- und/oder Ableitungssystem derart
ausgebildet ist, dass das gasférmige Medium kontrolliert mittels eines Unterdruck-
Systems oder eines Uberdruck-Systems durch die Expositionsvorrichtung leitbar

ist.

Bevorzugtes Mittel zum kontinuierlichen Erzeugen einer entsprechenden Druckdif-
ferenz zwischen Zuleitungs- und/oder Ableitungssystem ist eine Pumpe, die mit
strémungstechnisch im Ableitungssystem angeordnet ist. Zum vorteilhaften Ein-
stellen der Strémungsgeschwindigkeit des Mediums ist die Pumpe in ihrer Pump-

leistung dabei besonders bevorzugt steuerbar.

Zweckmaligerweise ist gemaR einer Weiterbildung der Erfindung ein Abfiihrsys-
tem vorgesehen, Giber das das Erhaltungsmedium mit Metabolisierungssystem
nach einer vorgegebenen Verweilzeit innerhalb der Expositionsvorrichtung aus

dieser abfiihrbar ist.

Vorzugsweise ist das Zufiihr- und Abfuhrsystem derart ausgebildet, dass das darin
enthaltene Erhaltungsmedium mit Metabolisierungssystem in einem kontinuierli-
chen oder pulsierenden Fluss durch das Zufihr- und Abfiihrsystem gefahrt wird,

wobei zu diesem Zweck vorzugsweise wenigstens eine Pumpe vorgesehen ist.

GemabR einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung ist wenigstens eine Heiz-
vorrichtung vorgesehen, durch die die Expositionsvorrichtung ganz oder teilweise

temperierbar ist.

Durch die Temperierung, vorzugsweise im unmittelbaren Umgebungsbereich de

des biologischen Prifsystems, ldsst sich die Verdunstungsrate des durch die per-
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meable Membran durchtretenden Erhaltungsmediums mit extrazellularem Metabo-
lisierungssystem regulieren, um so ein Austrocknen und damit ein Absterben des

biologischen Priifsystems zu verhindern.

Die Verdunstungsrate ist auch abhangig vom Feuchtigkeitsgehalt des gasférmigen
Mediums. Eine entsprechende Regulierung oder Steuerung der Strémungsge-
schwindigkeit des gasférmigen Mediums Uber dem biologischen Prifsystem ist

erforderlich.

GemaR einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung umfasst die erfindungs-
gemale Expositionsvorrichtung entsprechend auch eine Vorrichtung zur Regulie-
rung und Steuerung der Strémungsgeschwindigkeit des gasférmigen Mediums

Uber dem biologischen Priifsystem.

Die Regulierung und Steuerung dieser beiden vorgenannten Parameter sowie des
erforderlichen auf das Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungs-
system einwirkenden Drucks schafft definierte Bedingungen zur Untersuchung der
Wirkung eines gasférmigen Medium auf ein biologisches Priifsystem unter Ver-

wendung eines extrazellularem Metabolisierungssystems.

Vorzugsweise ist das verwendete biologische Priifsystem entweder eine Eukary-
onten-Kultur, besonders bevorzugt Zelllinien, Primérzellisolate, Gewebeschnitte,
rekonstruierte Gewebe wie Kokulturen, oder genetisch veranderte Zellen, oder
eine Prokaryonten-Kultur. Vorzugsweise wird ein solches biologisches Priifsys-

tems bei dem zuvor genannten erfindungsgemafBen Verfahren verwendet.

Eine Weiterbildung der Erfindung sieht vor, dass die Expositionsvorrichtung mit

einer zellbasierten Sensorik kombiniert ist.

Unter dem Begriff "zelibasierter Sensorik" werden alle Vorrichtungen verstanden,

die geeignet sind, den biologischen Status der eingesetzten biologischen Prifsys-
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teme wahrend ihrer Positionierung auf dem permeablen Trager in der Expositions-

vorrichtung zu untersuchen.

Insbesondere kann dies in Form einer Online-Messung realisiert sein oder einer
Analytik, die geeignet ist, innerhalb von Intervallen kiirzeren oder langeren zeitli-

chen Abstandes einen Messwert auszulesen.

Zellbasierte Sensorik kann z.B. fur Endpunkte realisiert werden, die auf derh Ein-
satz einer Fluoreszenz- oder Lumineszenzmessung basieren. Dazu wird das bio-
logische Priifsystem z.B. mit einem Fluorophor ausgestattet, dessen Eigenschaf-
ten in Abhangigkeit vom zelluldren Zustand stehen und diesen daher tiber die Flu-
oreszenzanalytik unter bestimmten Aspekten abbilden kénnen, beispielsweise
durch Anfarbung der Zellen mit H,DCFDA zum Nachweis intrazellularer Radikal-
bildung. Mittels einer geeigneten Optik, beispielsweise einer Lichtleitertechnik, und
externer Lichtquelle und Detektor sowie Steuereinrichtung und Messwertaufnah-
me kann dann direkt am biologischen Priifsystem auf der Membran die Lichtanre-
gung, also Excitation, und Emissionsmessung, also Emission, stattfinden. Eine
entsprechende Einrichtung kann z.B. auch fiir die Analyse von Lumineszenzer-
scheinungen z.B. im Zusammenhang mit Expressionsanalysen, beispielsweise

Reportergen-Assays, vorgesehen sein.

Zellbasierte Sensorik kann beispielsweise auch durch elektrische oder elektro-
chemische Messungen realisiert werden, insbesondere in Form einer elektrischen
- Widerstandmessung, also TEER, trans epithelial electrical resistance, oder in

Form einer Impedanz-Messung.

Eine weitere Ausfuhrung zellbasierter Sensorik kann auch eine Einrichtung sein,
die geeignet ist, von der Zelle abgegebene Substanzen, beispielsweise Enzyme
wie Lactat-Dehydrogenase oder Zytokine, im Erhaltungsmedium quantitativ oder

qualitativ zu analysieren.



WO 2009/003441 PCT/DE2008/001007

13

Insbesondere sind diese Einrichtungen geeignet, eine Analytik wahrend eines Ex-

positionsvorganges zuzulassen.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung des Verfahrens nach einem der An-
spriiche 1 bis 4 oder der Expositionsvorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis
16 zur Exposition wenigstens eines biologischen Priifsystems in Zigarettenrauch
oder dergleichen oder in Abgasen, vorzugsweise in Automobilabgasen oder in

Industrieabgasen.

Die Erfindung betrifft auRerdem die Verwendung des Verfahrens nach einem der
Anspriiche 1 bis 4 oder der Expositionsvorrichtung nach einem der Anspriiche 5
bis 16 zur Untersuchung von Umweltatmosphéren, Arbeitsplatzatmosphéren oder

Innenraumatmospharen.

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung des Verfahrens nach einem der
Anspriche 1 bis 4 oder der Expositionsvorrichtung nach einem der Anspriiche 5
bis 16 zur Untersuchung der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf ein biologi-
sches Priifsystem auf dem Gebiet Produktsicherheit, Verbraucherschutz, Pharma-

entwicklung, Produktionsiiberwachung oder Medizintechnik.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung des Verfahrens nach einem der An-
spriche 1 bis 4 oder der Expositionsvorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis
16 zur Untersuchung der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf ein biologi-
sches Prifsystem unter Einhaltung regulatorischer Richtlinien, vorzugsweise von
OECD-Richtlinien.

Eine bevorzugte Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4

oder der Expositionsvorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 16 ist die zulas-
sungsrelevante Priifung von technisch hergestellten Atmosphéren, also beispiels-
weise Gaszubereitungen oder -mischungen, die fir ihre Herstellung und den Ver-

trieb nach Chemikalienrecht eine behdérdliche Zulassung erfordern und deren Un-
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bedenklichkeitsnachweise nach EU-Recht méglichst unter Verwendung von tier-

versuchsfreier Prifungen durchzufiihren sind.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung des Verfahrens nach einem der An-
spriiche 1 bis 4 oder der Expositionsvorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis
16 zur Untersuchung der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf ein biologi-
sches Priifsystem, namlich zur Untersuchung toxikologischer Effekte, gentoxischer
Effekte, immunmodulatorischer oder immuntoxischer Effekte oder anderer biolo-

gisch oder toxikologisch relevanter zellularer Verdnderungen.

Nachfolgend wird die Erfindung anhand eines Ausfiihrungsbeispiels erldutert, dass

in der Zeichnung dargestellt ist. In dieser zeigen

Fig. 1 schematisch eine Teilansicht einer zur Durchfiihrung des er-
findungsgemalen Verfahrens geeigneten Expositionsvorrich-

tung und

Fig. 2 einen schematischen Aufbau fiir eine mégliche Untersuchung
der Wirkung von n-Butan auf ein biologisches Priifsystem un-
ter Verwendung eines extrazellularen Metabolisierungs-

systems.

Die in Fig. 1 schematisch in Teilansicht dargestellte Expositionsvorrichtung 10, die
fur Feldversuche auch transportierbar ist, weist eine Unterkonstruktion 12, eine auf
der Unterkonstruktion 12 angeordnete Mittelkonstruktion 14 und eine auf der Mit-

telkonstruktion 14 angeordnete Oberkonstruktion 16 auf.

Die Unterkonstruktion 12 ist in Form einer Wanne 18 ausgebildet, die vorzugswei-
se aus einem Polycarbonat besteht. Unterhalb der Wanne 18 ist eine elektrische
Heizvorrichtung 20 angeordnet, die eine Temperierung der Expositionsvorrichtung

10 ermdéglicht.
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Weiterhin sind ein hier nicht dargestellter Vorratsbehéiter zum Aufnehmen eines
Erhaltungsmediums mit erfindungsgeman zugesetztem Metabolisierungssystem
und eine hier nicht dargestelite Schlauchpumpe zum Férdern des Erhaltungsme-
diums mit Metabolisierungssystem vom Vorratsbehalter in die Wanne 18 vorgese-

hen.

Die Wanne 18 der Unterkonstruktion 12 ist mit einer Platte 22 der Mittelkonstrukti-
on 14 unter Ausbildung wenigstens eines Hohlraums 24, dem das Erhaltungsme-
dium mit Metabolisierungssystem zufihrbar ist, dicht verbunden. Die Platte 22 be-

steht vorzugsweise aus einem Polycarbonat.

Es wird darauf hingewiesen, dass die Begriffe Wanne 18 und Platte 22 nicht so zu
verstehen sind, dass die Wanne 18 immer einen Boden mit nach oben gezogenen
Wanden aufweist und die Platte 22 nur flach ausgebildet ist. Im Grunde kann die
Wanne 18 auch flach ausgebildet sein und die Platte 22 nach unten gezogene
Wande aufweisen. Dies ist so beispielsweise in Fig. 1 dargestelit. Auch diverse
Ubergangsstadien zwischen Wanne 18 und Platte 22 mit diversen Profilierungen

sind méglich.

Die Platte 18 weist weiterhin wenigstens ein Aufnahmemittel, vorliegend in Form
eines Loches 26, fur die Aufnahme eines mit einem biologischen Prifsystem 28
versehenen, permeablen Tragers 30, vorliegend in Form eines Kulturgefales 32

auf.

Das in Fig. 1 dargestelite Kulturgefafd 32 hat eine becherartige Form mit kreisfér-
migem Querschnitt, wobei sich der Durchmesser von der Becherdffnung 34 bis
zum Becherboden 36 konisch verjingt. Der Becherboden 36 besteht aus einem
pordsen Kunststoffmaterial, zum Beispiel aus Polyethylenterephthalat. Das Kultur-
gefal 32 stellt eine flissigkeitsdurchlassige Tragstruktur fir den permeablen Tra-
ger 30, insbesondere einer mikroporésen Membran 30 dar, die je nach Erfordernis

der zu kultivierenden Zellen aus unterschiedlichen Kunststoffmaterialien herge-
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stellt sein kann, z. B. ebenfalls Polyethylenterephthalat. Die mikroporése Membran
30 tragt dabei das biologische Prifsystem 28.

Jedes Kulturgefall 32 ragt mit seinem Becherboden 36 in den durch Wanne 18
und Platte 22 gebildeten Hohlraum 24. Die Becheréffnung 34 befindet sich ober-
halb der Platte 22.

Wichtig ist, dass das in jedem Loch 26 der Platte 18 aufgenommene Kulturgefa®
32 an der aulReren Becherwand gegeniiber der Platte 18 mittels einer Dichtung
38, vorzugsweise mittels einer Silikonwulst, abgedichtet ist. Dies ist erfindungswe-
sentlich, weil nur so sichergestellt werden kann, dass das Erhaltungsmedium mit
Metabolisierungssystem nur durch die mikroporése Membran 30 durchtreten und
mit der Expositionsatmosphare in Kontakt treten kann. Dadurch wird mithin ver-
hindert, dass das Erhaltungsmedium mit Metabolisierungssystem am Kulturgefa
32 vorbei nach oben gedriickt wird und dann nachteilig von oben in die Becheréff-
nung 34 und mithin in das Kulturgefa 32 gelangt oder die Platte 18 tiber-

schwemmt.

Vorzugsweise erfolgt die Zufuhr des Erhaltungsmediums mit Metabolisierungs-
system Uber eine Einlasséffnung 40 im Boden der Wanne 18. Das Erhaltungsme-
dium mit Metabolisierungssystem fiilit dann den Hohlraum 24 zwischen Wanne 18
und Platte 22 und kommt an der Unterseite der mikroporésen Membran 30 in Kon-
takt mit dieser 30. Um nun das Metabolisierungssystem im Erhaltungsmedium
durch die mikroporése Membran 30 zu dem auf der Membran 30 angeziichteten
biologischen Prifsystem 28 driicken zu kénnen, muss Druck auf das Erhaltungs-
medium mit Metabolisierungssystem ausgeiibt werden. Dies geschieht im ein-
fachsten Fall hydrostatisch. Hierzu wird das Erhaltungsmedium mit Metabolisie-
rungssystem mittels der Schlauchpumpe auf ein Niveau 40 innerhalb des Hohl-
raums 24 gepumpt, das oberhalb des Becherbodens 36, also oberhalb der mikro-
porésen Membran 30, liegt. Durch vorzugsweises Verschieben des Kulturgefales
32, d.h. durch Verandern des Niveaus des permeablen Tragers 30, kann der

Druck ebenfalls verandert werden.
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Das erforderliche Niveau bzw. der erforderliche Druck, der notwendig ist, um das
Metabolisierungssystem mit Erhaltungsmedium erfindungsgeméag durch die
mirkroporése Membran 30 zu driicken, ist insbesondere abhangig von der Art der
mikroporésen Membran 30, also von der Porengré3e und Porendichte, und des
verwendeten Erhaltungsmediums mit extrazellularem Metabolisierungssystem.

Der erforderliche Druck wird mithin empirisch ermittelt.

Vorzugsweise weist die Expositionsvorrichtung 10 im Boden der Wanne 18 eine
Auslassoéffnung 44 auf, Uber die verbrauchtes Erhaltungsmedium mit extrazellula-
rem Metabolisierungssystem aus der Expositionsvorrichtung 10 gelassen werden
kann, vorliegend dadurch, dass das Erhaltungsmedium mit Metabolisierungs-

system das genannte Niveau 40 Gbersteigt.

Auf der Platte 22 der Mittelkonstruktion 14 ist eine Oberkonstruktion 16 angeord-

net, die einen Deckel 46 mit heruntergezogen Wanden umfasst.

Auf dem Deckel 46 kann eine weitere Heizvorrichtung 48 fiir die Temperierung der

Expositionsvorrichtung 10 vorgesehen sein.

Innerhalb des Deckels 46 ist wenigstens ein Loch 50 vorgesehen, das tuber einem

in der Platte 22 aufgenommenen Kulturgefa® 32 positioniert ist.

In diesem Loch 50 ist ein Stromungseinleitrohr 52 fiir das gasférmige Medium an-
geordnet, welches mit einem Ende 54 direkt in das Kulturgefal® 32 ragt, wobei das
Ende 54 kurz oberhalb des biologischen Priifsystems 28 positioniert ist. Das ande-
re Ende 56 des Stréomungseinleitrohrs 52 ist auRerhalb des Deckels 46 positio-
niert. Das Stromungseinleitrohr 52 ist auBen gegeniiber dem Deckel 46 abgedich-
tet.

Zwischen Platte 22 und Deckel 46 ist um jedes Kulturgefa® 18 eine weitere Dich-

tung, vorzugsweise in Form eines Dichtrings 58, angeordnet.



WO 2009/003441 PCT/DE2008/001007

18

Innerhalb des Dichtrings 58 ist im Deckel 46 noch in unmittelbarer Néhe des vor-
genannten Lochs 50 eine Austritts6ffnung 60 fir das gasférmige Medium ange-

ordnet.

Die Austritts6ffnung 60 ist vorzugsweise mit einer hier nicht dargesteliten Vaku-
umpumpe verbunden, um ein gasférmiges Medium durch das Stréomungseinleit-
rohr 52 auf die Oberflache des biologischen Prifsystems 28 und anschlieend

durch die Austritts6ffnung 60 zu saugen.

Das gasférmige Medium kann bei Anwendung der Expositionsvorrichtung 10 in
einem Feldversuch aus der AuRenatmosphdre kommen. Somit kénnen beispiels-
weise die Wirkungen verschiedener natirlich vorkommender Atmosphéaren auf ein

biologisches Priifsystem 28 untersucht werden.

Es ist natirlich auch méglich, dass zu untersuchende gasférmige Medium durch
das Stromungseinleitrohr 52 ohne Vakuumpumpe strémen zu lassen. Dazu ist das
Stromungsleitrohr 55 mit einer hier nicht dargestellten unter Druck stehenden Vor-

ratsflasche verbunden.

Wichtig ist allein, dass zwischen Strémungseinleitrohr 52 und Austritts6ffnung 60
eine Druckdifferenz besteht, so dass das gasférmige Medium kontinuierlich tiber
die Oberflache des biologischen Prifsystems 28 und erfindungsgemal (ber das

Metabolisierungssystem strémen kann.

Die Schlauchpumpe wird Uiber eine hier nicht dargestellte Steuer-
/Regelungseinheit bedient, um das biologische Priifsystem 28 im Kulturgefal 32
einerseits mit dem Erhaltungsmedium zu versorgen, und erfindungsgemaf ande-
rerseits, um den Durchtritt des dem Erhaltungsmedium zugegebenen Metabolisie-
rungssystems durch den permeablen Trager 30 zu erméglichen, namlich derart,
dass das Erhaltungsmedium mit Metabolisierungssystem mittels der Schlauch-

pumpe auf ein Niveau 40 innerhalb des Hohlraums 24 gepumpt wird, das oberhalb
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des Becherbodens 36, also oberhalb der mikroporésen Membran 30, liegt. Der auf
das Erhaltungsmedium mit Metabolisierungssystem hydrostatisch einwirkende
Druck driickt das Metabolisierungssystem nur soweit durch den permeablen Tra- '
ger 30, dass das biologische Prufsystem 28 nicht vom Erhaltungsmedium mit Me-

tabolisierungssystem tberschwemmt wird.

Die Schlauchpumpe ist also nicht nur dazu da, Erhaltungsmedium in den Hohl-
raum 24 zur Versorgung des biologischen Priifsystems 28 zu pumpen, sondern
sorgt auch dafiir, dass das Erhaltungsmedium mit Metabolisierungssystem im
Hohlraum 24 zwischen Wanne 18 und Platte 22 derart mit Druck beaufschlagt
wird, dass das Metabolisierungssystem durch die vorliegend mikroporése Memb-
ran30 gedriickt werden kann, ohne dass das Erhaltungsmedium mit Metabolisie-
rungssystem das biologische Prifsystem 28 iberschwemmt. Eine Submersion

des biologischen Prifsystems 28 ist hier erfindungsgemaf ganzlich unerwiinscht.

Um auf zuverlassige Weise zu erreichen, dass das Metabolisierungssystem in
unmittelbare Nahe der oder in Kontakt mit dem biologischen Prifsystem 28
kommt, dieses aber nicht vom Erhaltungsmedium mit Metabolisierungssystem (-
berschwemmt wird, kann es sinnvoll sein, wenigstens einen hier nicht dargestell-
ten Sensor zur Bestimmung des Durchtritts des Erhaltungsmediums mit Metaboli-
sierungssystem durch die mikroporése Membran 30 zu verwenden, welcher mit
der Steuer-/Regeleinheit der Schlauchpumpe verbunden ist und entsprechende
Signale an die Steuer-/Regeleinheit zum An-/Ausschalten der Schlauchpumpe
gibt.

Es kénnen ferner hier nicht dargestellte Temperatursensoren am oder innerhalb
des mit Erhaltungsmedium und Metabolisierungssystem gefiillten Hohlraums 24
vorgesehen sein, und zwar fur eine Temperaturregelung des Erhaltungsmediums
mit Metabolisierungssystem mittels der zuvor genannten Heizvorrichtungen 20,
48.
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Fig. 2 zeigt einen schematischen Aufbau fir eine mégliche Untersuchung der Wir-
kung von n-Butan auf ein biologisches Priifsystem unter Verwendung eines extra-

zellularen Metabolisierungssystems.

Fir die Untersuchung werden zwei Expositionsvorrichtungen 62 und 64, vorlie-

gend als Expositionsbox 1 und Expositionsbox 2 bezeichnet, verwendet.

Jede Expositionsvorrichtung 62, 64 weist neun permeable Trager in Form von mik-
roporésen Membranen auf. Als biologisches Priifsystem werden Lungenzellen der
Linie V-79 verwendet. Diese wurden zuvor biphasisch, d.h. an der Luft- Fliissig-
keitsgrenzschicht, auf den mikroporésen Membranen kultiviert und anschliefend
in die jeweilige Expositionsvorrichtung 62, 64, so wie in Fig. 1 dargestellt, einge-
bracht.

Jede Expositionsvorrichtung 62, 64 ist mit einem Erhaltungsmedium, namlich mit
einem Kulturmedium befiillt, wobei nur dem Kulturmedium der Expositionsvorrich-
tung 64 ein extrazelluldares Metabolisierungssystem, namlich ein 3% S9-Mix zuge-

setzt worden ist.

Ein S9-Mix ist dem Fachmann bekannt, wird aber beispielhaft auch bei "D. M. Ma-
ron und B. N. Ames, Revised Methods for the Salmonella mutagenicity test, Muta-
tion Research, 113 (1983) 173 — 215" beschrieben.

Sowohl das Erhaltungsmedium ohne extrazellularem Metabolisierungssystem,
also ohne S9-Mix, als auch das Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metaboli-
sierungssystem, also mit S9-Mix, stehen gemaR dem erfindungsgemafien Aufbau
mit jeder mikroporésen Membran basal in Kontakt, und werden jeweils durch diese
von der Expositionsatmosphare, die von apikal die mikroporése Membran erreicht,

getrennt.

Das Erhaltungsmedium ohne oder mit extrazellularem Metabolisierungssystem

wird kontinuierlich und reproduzierbar temperiert und wirkt mit einem geeigneten
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vorgegebenen Druck von unten auf die mikroporésen Membranen in Abhangigkeit

von der vorhandenen/nicht vorhandenen S9-Komponente im Erhaltungsmedium.

In diesen Expositionsvorrichtungen 62, 64 werden die auf den mikroporésen
Membranen befindlichen biologischen Prifsystemen aus dem Zellkulturlabor zu

einem laborfernen Expositionsort transportiert.

Dort werden die Expositionsvorrichtungen 62, 64 mit den Zuleitungs- 66 und Ablei-
tungssytemen 68 der Prif- 70 und Referenzatmosphére 72 verbunden.

Die Priifatmosphére n-Butan 70 ist mit Reinluft oder einem Gemisch aus Stickstoff

und Sauerstoff verdunnt. In der Endkonzentration befinden sind 20,5 % Sauerstoff.

Es erfolgt parallel und gleichzeitig eine Exposition gegen eine Reinluft-Kontrolle
sowie eine gleichzeitige Exposition von biologischen Prifsystemen mit und ohne

Zumischung von S9-Mix im Kulturmedium.

Die Zuleitung der Priif- und Referenzatmosphare 70, 72 zu den biologischen Prif-
systemen wird mit einer Flussrate von 10 ml/min/cm? durch Regelung der Flussra-
te in einem Unterdruck-System konstant Giber den Expositionszeitraum gewahr-
leistet. Die Prif- bzw. Referenzatmosphére 70, 72 wird tiber den biologischen

Prifsystem, also den Zellrasen, gefuhrt.

Die Expositionszeit betragt mindestens 3 Stunden.

Anschlielend werden die Expositionsvorrichtungen 62, 64 von ihren Zuleitungs-
66 und Ableitungssystemen 68 getrennt und in das Zellkulturlabor zuriicktranspor-

tiert.

Die mikroporésen Membranen mit ihren biologischen Prifsystemen werden ent-

nommen.
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Es schlieBt sich die Aufarbeitung der biologischen Priifsysteme, also der V79-
Zellen, an: Analyse der Toxizitat mittels Neutralrot-Assay, Untersuchung der Lak-
tat-Dehydrogenase-Freisetzung, Analyse von Apoptose mittels Annexin-V-Assay,
Untersuchung von oxidativem Stress mittels Analyse des intrazelluldren Glutathi-
on-Status, Untersuchung der Gentoxizitat mittels Mikronukleus- und COMET-

Assay.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Untersuchung der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf

ein biologisches Prifsystem (28) unter Verwendung eines extrazellularen Metabo-

lisierungssystems, umfassend folgende Verfahrensschritte

2.

Anzichtung eines biologischen Priifsystems (28) auf einem permeablen
Trager (30)

Leiten des gasférmigen Mediums Uber die Oberflache des biologischen
Prifsystems (28) zur Bildung einer Expositionsatmosphére oberhalb des
biologischen Prifsystems (28)

Zugabe des extrazellularen Metabolisierungssystems zu einem Erhal-
tungsmedium

Positionierung des Erhaltungsmediums mit extrazellularem Metabolisie-
rungssystem unterhalb des permeablen Tragers (30) mit Kontakt zum per-
meablen Trager (30), derart, dass das extrazellulare Metabolisierungs-
system nur durch den permeablen Trager (30) durchtritt, das biologische
Priifsystem (28) jedoch nicht vom Erhaltungsmedium mit extrazellularem

Metabolisierungssystem tiberschwemmt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch folgenden weiteren

Verfahrenschritt;

3.

Regulierung des Durchtritts des dem Erhaltungsmedium zugegebenen ext-
razellularen Metabolisierungssystems durch den permeablen Trager (30)
durch Vorgeben eines bestimmten, auf das Erhaltungsmedium mit extrazel-

lularem Metabolisierungssystem einwirkenden Drucks.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der auf das

Erhaltungsmedium mit extrazelluldarem Metabolisierungssystem einwirkende Druck

derart gewahlt wird, dass das extrazelluldre Metabolisierungssystem durch den

permeablen Trager (30) durchtritt, das biologische Priifsystem (28) jedoch nicht
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vom Erhaltungsmedium mit extrazelluldrem Metabolisierungssystem ber-

schwemmt wird.

4.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, gekennzeichnet durch fol-

genden weiteren Verfahrenschritt:

5.

Regulierung der Verdunstungsrate tber der Kultur (28) durch Vorgeben ei-
ner bestimmten Temperatur im unmittelbaren Umgebungsbereich des bio-
logischen Priifsystems (28) und/oder Vorgeben einer bestimmten Stré-

mungsgeschwindigkeit des tiber die Oberflache des biologischen Priifsys-

tems (28) strémenden gasférmigen Mediums.

Expositionsvorrichtung (10) zur Durchfihrung des Verfahrens nach einem

der Anspriche 1 bis 4, umfassend

mindestens einen permeablen Trager (30), auf dem ein biologisches Priif-
system (28) angeziichtet ist,

mindestens ein Zuleitungssystem (52), Giber das ein gasférmiges Medium
tber die Oberflache des biologischen Prifsystems (28) zur Bildung einer
Expositionsatmosphéare oberhalb des biologischen Prifsystems (28) leitbar
ist

ein Zufiihrsystem (24, 40), das ein Erhaltungsmedium mit extrazellularem
Metabolisierungssystem enthalt und derart ausgebildet ist, dass das Erhal-
tungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem in direktem Kon-
takt mit der Unterseite des permeablen Tragers (30) steht, wobei

der permeable Trager (30) derart ausgebildet und innerhalb der Expositi-
onsvorrichtung (10) angeordnet ist, dass dieser (30) das Erhaltungsmedium
mit extrazelluldarem Metabolisierungssystem physikalisch von der Expositi-
onsatmosphére trennt, wobei

das Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem mittels
eines vorgegebenen Drucks definiert nur durch den permeablen Trager (30)

driickbar ist, nédmlich derart, dass das Erhaltungsmedium mit extrazellula-
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rem Metabolisierungssystem durch den permeablen Trager (30) durchtritt,
das biologische Priifsystem (28) jedoch nicht vom Erhaltungsmedium mit

extrazelluldarem Metabolisierungssystem tiberschwemmt wird.

6. Expositionsvorrichtung (10) nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass das Zufiihrsystem (24, 40) gegeniiber dem Zuleitungssystem (50, 52) und
der Expositionsatmosphare abgedichtet ist und lediglich durch den permeablen
Trager (30) hindurch das Erhaltungsmedium samt extrazelluldrem Metabolisie-
rungssystem mit der Expositionsatmosphare unter vorgegebenen Bedingungen in

Kontakt treten kann.

7. Expositionsvorrichtung (10) nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass der vorgegebene Druck hydrostatisch oder mittels wenigstens einer Pumpe

oder anderer Druck erzeugender Mittel einstellbar ist.

8. Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass das Zufuhrsystem (24, 40) derart ausgebildet ist, dass das
darin enthaltene Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem

fur die Dauer der Untersuchung im Zufuhrsystem (24, 40) verbleibt.

9. Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriche 5 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass der permeable Trager (30) derart ausgebildet ist, dass er
einerseits die Aufnahme des biologischen Prifsystems (28) und andererseits eine
Trennung der gasférmigen Phase, also der Expositionsatmosphére, von der flis-
sigen Phase, also des Erhaltungsmediums mit extrazellularem Metabolisierungs-

system, erméglicht.

10. Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass ein Ableitungssystem (60) vorgesehen ist, iber das die
Expositionsatmosphare nach einer vorgegebenen Verweilzeit innerhalb der Expo-

sitionsvorrichtung (10) aus dieser (10) ableitbar ist.
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11.  Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass das Zuleitungs- (50, 52) und/oder Ableitungssystem (60)
derart ausgebildet sind, dass das gasférmige Medium kontrolliert mittels eines Un-
terdruck-Systems oder eines Uberdruck-Systems durch die Expositionsvorrichtung
(10) leitbar ist.

12.  Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dass ein Abfuhrsystem (44) vorgesehen ist, Gber das das Erhal-
tungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem nach einer vorgegebe-
nen Verweilzeit innerhalb der Expositionsvorrichtung (10) aus dieser (10) abfiihr-

bar ist.

13.  Expositionsvorrichtung (10) nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass das Zufuhr- (24, 40) und Abfiihrsystem (44) derart ausgebildet ist, dass das
darin enthaltene Erhaltungsmedium mit extrazellularem Metabolisierungssystem in
einem kontinuierlichen oder pulsierenden Fluss durch das Zufiihr- (24, 40) und
Abfiihrsystem (44) gefihrt wird, wobei zu diesem Zweck vorzugsweise wenigstens

eine Pumpe vorgesehen ist.

14.  Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass wenigstens eine Heizvorrichtung (20, 48) vorgesehen ist,

durch die die Expositionsvorrichtung (10) ganz oder teilweise temperierbar ist.

16.  Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dass das biologische Priifsystem (28) entweder eine Eukaryon-
ten-Kultur, insbesondere Zelllinien, Primarzellisolate, Gewebeschnitte, rekon-
struierte Gewebe wie Kokulturen, oder genetisch veranderte Zellen, oder eine

Prokaryonten-Kultur ist.

16.  Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 15, dadurch

gekennzeichnet, dass diese (10) mit einer zellbasierten Sensorik kombiniert ist.
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17. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder der
Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 16 zur Exposition
wenigstens eines biologischen Prifsystems (28) in Zigarettenrauch oder derglei-
chen oder in Abgasen, vorzugsweise in Automobilabgasen oder in Industrieabga-

sen.

18. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder der
Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 16 zur Untersuchung

von Umweltatmospharen, Arbeitsplatzatmosphéren oder Innenraumatmosphéren.

19  Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder der

Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 16 zur Untersuchung
der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf ein biologisches Priifsystem (28) auf
dem Gebiet Produktsicherheit, Verbraucherschutz, Pharmaentwicklung, Produkti-

onsilberwachung oder Medizintechnik.

20. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder der
Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 16 zur Untersuchung
der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf ein biologisches Priifsystem (28)

unter Einhaltung regulatorischer Richtlinien, vorzugsweise von OECD-Richtlinien.

21.  Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder der
Expositionsvorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 5 bis 16 zur Untersuchung
der Wirkung eines gasférmigen Mediums auf ein biologisches Prifsystem (28),
namlich zur Untersuchung toxikologischer Effekte, gentoxischer Effekte, immun-
modulatorischer oder immuntoxischer Effekte oder anderer biologisch oder toxiko-

logisch relevanter zellularer Veranderungen.
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