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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war die Ermittlung der Veranderung des okotoxikologischen Po-
tenzials von Stduben im Prozess der beprobten Anlagen. Des Weiteren war es Bestandteil
dieser Arbeit vergleichende Messungen an einer weiteren Anlage (Anlage B) durchzufihren,
da sich die Anlagen durch ihre Einsatzmaterialien jedoch nicht durch die Verfahrenstechnik
unterscheiden. Die Beeinflussung der Abluftfahne der Anlage A auf die Luftqualitat der Stadt
durch eine Immissionsmessung war ebenfalls ein wichtiger Teil dieser Studie.

Zur Ermittlung des Schadigungspotenzials wurden die gesammelten Staubproben acetonisch
extrahiert und in verschiedenen Biotests (Comet - Assay, Mikrokerntest, Ames-Test, ELISA)
auf ihre Wirksamkeit untersucht. Die Untersuchungen in Anlage A zeigten deutlich gentoxi-
sche Effekte in der AuBenluft. Diese Effekte konnten durch die Luftaufbereitung (Filtrierung)
aufgehoben werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass fiir die Wirksamkeit der Au-
Benluft die chemische Zusammensetzung der Partikel verantwortlich ist, also die Qualitat der
Partikel. Auch in der Abluft konnte ein deutlich gentoxisches Potenzial nachgewiesen werden.
Dieses Potenzial entstand dagegen durch die Quantitat an organisch extrahierbarem Material,
nicht durch deren Qualitat.

Der Vergleich zu einer anderen Anlage (Anlage B) zeigte in der AuBenluft und der gereinigten
Luft eine ahnliche Wirksamkeit wie die &quivalenten Proben aus Anlage A. In der Abluft von
Anlage B konnte jedoch in Anlagenteil Il eine deutlich geringere Wirksamkeit nachgewiesen
werden. Da der Hauptunterschied zwischen beiden Anlagen in den Einsatzmaterialien liegt, ist
dies auf diese zurtickzufihren.

Um zu ermitteln, ob die Abluft der Anlage A einen negativen Einfluss auf die Luftqualitat der
angrenzenden Stadt hat, wurde eine einjahrige Immissionsmessung entlang der Hauptwind-
richtung durchgeflihrt. Diese Messung ergab, dass die Abluft der Anlage bezogen auf die ge-
messenen Endpunkte keinen negativen Einfluss auf die Luftqualitat hat. Jedoch wurden auch
in diesen Proben gentoxische Effekte festgestellt. Diese Effekte konnten mit der Stickoxid-
konzentration und der AuBentemperatur korreliert werden. Die Effekte, die in der AuBenluft
und wahrend der Immissionsmessung gemessen worden waren, sind daher durch den umlie-
genden Verkehr und eventuell durch den Betrieb von Hausfeuerungsanlagen wéahrend der
kalten Jahreszeiten induziert. Chemische Analysen ergaben auBerdem Hinweise auf eine
eventuelle Quelle in der nahegelegenen Mullverbrennungsanlage.

Durch die gewonnenen Erkenntnisse wird fiir die gemessenen Endpunkte empfohlen, den
Abluftkamin nicht mehr ohne geeignete Schutzmasken zu betreten und in langerfristigen Pla-
nungen verfahrenstechnische Moglichkeiten zur Verringerung der Staubfracht einzubringen
und in Anlagenteil Il auf die in Anlage B verwendeten Materialien umzustellen.



Zusammenfassung

Abstract

The aim of this study was to determine whether the ecotoxicological potential of particulate
matter changes within a specific plant (“Plant A”). Furthermore comparable samples from a
different plant (“Plant B”) were taken as these plants differ in their used materials but not in
the process engineering. To evaluate the impact of the exhaust air of “Plant A” on the nearby
city was also an important part of this study.

To determine the potential to induce damages the samples of particulate matter were ex-
tracted with acetone and tested for their effects in a variety of bioassays (Comet - Assay, Mi-
cronucleus-Assay, Ames-Test, ELISA). In “Plant A” clear genotoxic effects could be shown
when testing the samples from ambient air. Those effects could be neutralized by the air filter
system installed in the plant. It could also be shown that the chemical composition (the qual-
ity of the particles) is responsible for these effects. The exhaust air also showed a clear
genotoxic potential. However, it could be shown that the quantity of extracted material not
the quality was responsible for these effects.

The comparison to ,Plant B revealed that the plants show an equal genotoxic potential in the
ambient and the filtered air. The samples of part Il in “Plant B” show much less genotoxic
activity when comparing the results to the corresponding sample point in ,,Plant A“. As the
main difference between the plants is the used material, this must be the reason for these
differences.

To evaluate whether the exhaust air of ,Plant A“ has a negative impact on the quality of the
ambient air of the city, for one year an immission measurement along the main wind direction
was performed. The results show that the exhaust air does not have a negative impact on the
quality of the city air, regarding the evaluated endpoints. Nevertheless genotoxic effects
caused by samples of this examination could be shown. These effects could be correlated
with the temperature and the concentration of nitric oxide in the air at the time of sampling.
The effects caused by the samples of the immission measurement are therefore generated by
the surrounding traffic and possibly by home firing systems used during the cold season. The
chemical analysis showed an indication that a possible source could also be the near garbage
incineration plant.

The obtained results indicate that the vent stack should not be entered without the appropri-
ate protective clothing. For long-term planning procedural changes to reduce the quantity of
particulate matter the results of this study should be considered. In part Il of “Plant A” ac-
cording to this study the same material should be used as in “Plant B”.
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1 Einleitung

Die Verunreinigung der Luft ist seit dem Ablauf der Frist am 01.01.2005 zur Umsetzung der
EU-Richtlinie 1999/30/EG Uber Grenzwerte fir Schwefeldioxid, Stickstoffdioxid und Stick-
stoffoxide, Partikel und Blei in der Luft wieder zunehmend in das 6ffentliche Bewusstsein ge-
ruckt. Spatestens als im Méarz 2005 bereits 26 Stadte in Deutschland die vorgeschriebene
Feinstaubkonzentration von 50 ug/ms3 an mehr als den im Gesetz verankerten 35 Tagen im
Jahr Uberschritten hatten, wurde die Diskussion um den Zustand der Luft allgegenwartig. Da
das Gesetz bei zu haufigen Uberschreitungen MaBnahmen zur Feinstaubreduzierung vor-
schreibt wurde im Méarz 2007 in vielen Stadten die Feinstaubplakette eingefiihrt. Diese soll
stark emittierende Fahrzeuge den Innenstadten, so genannten Umweltzonen, fern halten. Die
Einfihrung dieser Plaketten 16ste weitere Diskussionen um die Qualitat der Luft deutscher
Stadte aus.

Geschichte der Luftverschmutzung

Luftverschmutzung und deren Folgen sind jedoch kein Problem, das erst im letzten Jahr-
hundert aufgetreten ist. Bei der Untersuchung agyptischer Mumien fanden sich Staublungen,
die wahrscheinlich durch das trockene Klima und Sandstirme verursacht worden waren
(Cockburn et al. 1975). Erste dokumentierte Beschwerden {iber Luftverschmutzungen finden
sich aus dem alten Rom um 150 n. Christus. Dort heiBt es, der Rauch aus den Ofen von Glas-
machern sei so storend gewesen, dass diese gezwungen wurden, ihre Werkstatten in die
Vororte von Rom zu verlagern (Douglas and Frank 1972). Weitere Hinweise auf gesundheitli-
che Probleme durch Luftverschmutzungen fand Shaw (1981) im Lungengewebe peruanischer
Minenarbeiter, die durch die andauernde Belastung mit Mineralstduben an Lungen-
erkrankungen (Pneumoconiose und Silicose) litten.

Aufgrund der Smog-Katastrophe 1952 in London ist die Geschichte der Luftverschmutzung in
England gut untersucht. Bereits im England des 13. Jahrhunderts veranlasste die Ver-
brennung schwefelhaltiger Kohle Kénigin Eleanor, die Frau Henrys Ill., Schloss Nottingham zu
verlassen. Konig Edward |. verbot 1272 den Gebrauch dieser Kohle unter Androhung der To-
desstrafe (Brimblecombe 1976). Trotz des Versuchs, den Gebrauch der Kohle als Heiz-
material zu unterbinden, konnte er nicht ganzlich gestoppt werden. Eine ansteigende Nutzung
fand zunachst bei den Armen statt, doch der Adel zog nach, als Kénig James I., der in Schott-
land schon mit Kohle heizte, den Thron Ubernahm (Stowe 1598). In der ,kleinen Eiszeit* des
17. Jahrhunderts stieg der Verbrauch an Kohle weiter an, da nasses Wetter den Gebrauch von
Brennholz unmaoglich machte. Bereits 1662 schloss John Graunt in seinem demographischen
Werk ,Natural and Political Observations®, dass die hohe Todesrate im damaligen London in
engem Zusammenhang mit der Verbrennung von Kohle und anderen Umstanden durch das
Leben in der Stadt stand (Brimblecombe 1999). Eine Theorie von Howe (1972) besagt, dass
im 17. Jahrhundert haufig Krankheiten beschrieben wurden, die auf einen Vitamin D-Mangel
zurlckzufiuihren sein kénnten, ausgeldst durch mangelndes UV-Licht an kalten verrauchten



Einleitung 2

Wintertagen. Nur wenige Jahre spater wurden die ersten Verbindungen zwischen Luftver-
schmutzung und Krebs gezogen. Percival Pott’s (1775) Beobachtungen werden als erstes
Werk Uber berufliche Erkrankung an Krebs angesehen (Brimblecombe 1999). Die Erfindungen
des nachsten Jahrhunderts brachten eine weitere Verschlechterung. Kamine wurden gebaut
und die Abgase in die umliegenden Regionen verteilt, auBerdem wurde die Dampflok erfun-
den, deren Rauch augenscheinlich nur die Pflanzen entlang der Schienen schadigte. Dennoch
entwickelte sich langsam ein Bewusstsein fir die Problematik der Luftverschmutzung, unter
Thomas Percival wurde 1800 in Manchester zur Bekdampfung des Rauchs ein ,Board of
Health® gegrindet.

Eines der erschreckendsten Beispiele der Folgen von Luftverschmutzung stellt jedoch der
»,Great London Smog“ von 1952 dar. Der Begriff Smog wurde in dieser Zeit durch den Zu-
sammenschluss der Worte ,,Smoke® und ,Fog“ kreiert und steht seither fiir eine durch Emis-
sionen verursachte Luftverschmutzung, die hauptsachlich in GroBstadten auftritt. Der ,Great
London Smog® mit Sichtweiten von 1 FuB (30 cm) hielt 5 Tage an und kostete nach Berech-
nungen zwischen 4000 und 12000 Menschen das Leben. Als Folge dieser Katastrophe wurde
1956 der ,,Clean Air Act* mit MaBnahmen zur Bekampfung der Luftverschmutzung erlassen.

Aktuelle Rechtsgrundlage

Auf européischer Ebene ist die Luftqualitdtsrahmenrichtlinie mit ihren Tochterrichtlinien maB-
gebend fir die Anforderungen an die zu ergreifenden MaBnahmen zur Messung und Verbes-
serung der Luftqualitat. Die Tochterrichtlinien enthalten dabei Alarm- und Grenzwerte sowie
viele schadstoffspezifische Regelungen. Diese Richtlinien werden in Deutschland durch das
Bundesimmissionsschutzgesetz (BImSchG) mit Verordnungen (BImSchV) umgesetzt (Koch
2002).

Luftverunreinigungen im Sinne dieses Gesetzes sind Verdnderungen der na-
tirlichen Zusammensetzung der Luft, insbesondere durch Rauch, Ruf3, Staub,
Gase, Aerosole, Dédmpfe oder Geruchsstoffe (§ 3 BImSchG).

Das Bundesimmissionsschutzgesetz trat am 15.03.1974 in Kraft und wurde seither mehrfach
geandert. Es hat nicht nur Schutzfunktion, sondern basiert besonders auf dem Vorsorgeprin-
zip, einem der drei Grundprinzipien des Umweltrechts (Vorsorge-, Verursacher- und Koopera-
tionsprinzip) (Sandner 1998). Das Vorsorgeprinzip setzt auf die langfristige Sicherung der
Okologischen Grundlagen durch schonenden Umgang mit den Ressourcen und vorausschau-
endem Handeln, um dem Entstehen mdglicher Umweltbelastungen vorzubeugen (Schmidt
2001). Der Geltungsbereich des Gesetzes erstreckt sich auf technische Anlagen und Stoffe,
Fahrzeuge aller Art und Verkehrswege, da von diesen schadliche Umwelteinwirkungen ausge-
hen konnen (Sandner 1998). Den Kern des Gesetzes bilden die Vorschriften ber die Errich-
tung und den Betrieb genehmigungsbedurftiger Anlagen, die nach der 4. BImSchV definiert
sind. Im Anhang dieser Verordnung sind die Anlagen, die zur Betreibung einer Genehmigung
bedirfen, aufgelistet.
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Neben den verpflichtenden EU-Richtlinien gibt es eine Reihe freiwilliger Verpflichtungen im
Rahmen des Volkervertragsrechts, da Luftverunreinigungen an Grenzen nicht halt machen
und eine internationale Zusammenarbeit erfordern. Zu nennen waren das Genfer
ECE-Ubereinkommen von 1979 {iber weitrdumige grenziiberschreitende Luftverunreinigung,
das Wiener Ubereinkommen zum Schutz der Ozonschicht von 1985 und die Klimarahmen-
konvention als Ergebnis der Weltklimakonferenzen von 1979 und 1988, konkretisiert durch
das Kyoto-Protokoll von 1997 (Koch 2002). Um in Europa eine weitere Verbesserung der Luft-
qualitat zu erreichen, wurden in der Feinstaub-Richtlinie (99/30/EG) vom 22. April 1999
Grenzwertregelungen fur PM (Partikel < 10 um) festgelegt, die von den Mitgliedsstaaten der
Europaischen Union einzuhalten sind. So soll zum einen der Tagesmittelwert fiir PMyq (Parti-
kel mit aerodynamischen Durchmesser < 10pm) ab dem 01. Januar 2005 maximal 50 pg/m?®
betragen, wobei nur 35 Uberschreitungen im Kalenderjahr zugelassen sind. Zum anderen soll
der Jahresmittelwert fiir PM 1o ab dem Jahr 2005 nicht hoher als 40 ug/m3 sein.

Feinstaub

Staub ist eine komplexe Mischung aus organischen und anorganischen Substanzen, die flis-
sig oder fest sein kénnen. Sind Partikel in ihrem Medium, verteilt ohne sofort wieder zu sedi-
mentieren, bezeichnet man sie als Schwebstaub oder Particulate Matter (PM). Unter den Beg-
riff ,Feinstaub® oder PM 1, fallen nach der Definition der EU-Richtlinie (1999) alle

»leilchen, die einen gréBenselektierenden Lufteinlass passieren, der fiir einen aerodynami-
schen Durchmesser von 10 um eine Abscheidewirksamkeit von 50 % hat*.

Feinstaub kann nach dem Umweltbundesamt anhand seiner GroBe weiter eingeteilt werden:

Ultrafeine Partikel: Teilchen kleiner als 0,1 um
Feine Partikel: Teilchen kleiner als 2,5 pm (PMg,5)

Grobe Partikel: Teilchen groBer als 2,5 um, aber kleiner als 10 um (PM1¢)
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Abb. 1.1 zeigt eine Verteilungskurve der Masse von Staubpartikeln. Diese zeigt zwei Vertei-
lungskurven innerhalb der PartikelgroBen 0,1 um bis 100 um. Die Verteilungskurve der feinen
Partikel erreicht ihr Maximum bei ca. 0,4 um, die Verteilungskurve der groben Partikel bei

ca. 15 um.
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Abb. 1.1 Schematische Darstellung der PartikelgréBenverteilung

Idealisierte GroBenverteilung der Partikel in der Umgebungsluft, relative Massenfraktion ver-
schiedener PartikelgroBen, Maximum der relativen Massenfraktion feiner (0,1 - 1 um aerody-
namischer Durchmesser) Partikel bei 0,4 um, grober Partikel (1 - 100 ym aerodynamischer
Durchmesser) 15 um, TSP = total suspended particles (Gesamtstaub), WRAC = wide-ranging
aerosol classifier (USEPA 1996)

Im Folgenden werden die Entstehung dieser Partikel, ihre Verteilung und vor allem ihre Aus-
wirkungen auf die Gesundheit ndher betrachtet.
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Feinstaubquellen

Laut Umweltbundesamt (2005) konnen Feinstaube sowohl durch anthropogenen Einfluss ent-
stehen als auch einen naturlichen Ursprung haben. Beide Quellen wiederum lassen sich in

primdre und sekundadre Quellen unterscheiden. Sekundare Quellen setzen reaktionsfahige

Gase frei, die sich Uber komplexe chemische Reaktionen in der Atmosphéare in sekundare
Staubteilchen umwandeln (Nukleation). Solche Gase sind Schwefeloxide (SO, SO3), Stick-
stoffoxide (NO, NOz), Ammoniak (NH3) und flichtige Nichtmethankohlenwasserstoffe
(NMVOC). Sie lagern sich leicht an feine Teilchen an, die sich bereits in der Atmosphare be-

finden (sogenannte Kondensationskerne) und bilden so sekundére Aerosole.

Beispiele fur

Priméare natirliche Quellen:

Sekundare natirliche Quellen:

Primare anthropogene Quellen:

Sekundére anthropogene Quellen:

Vulkane (ohne Gasemissionen), Meere (Seesalzaerosole
in Kistenregionen), Bodenerosion in trockenen Regionen
(Mineralstaube durch Verwitterung), Wald- und Busch-
feuer, Pollen, Sporen, Mikroorganismen (Viren, Bakteri-
en, Pilze)

Gase aus Feuchtgebieten (CH4), Vulkanen (SO,, H,S,
NH3), Béden und Gewasser (SO3, NO3, N,O)

Verbrennungsanlagen zur Energieversorgung (Kraft- und
Fernheizwerke), Abfallverbrennungsanlagen, Hausbrand
(Gas, Ol, Kohle, Holz), Industrieprozesse (z.B. Metall-,
Stahlerzeugung, Sinteranlagen), Schuttgutumschlag

StraBenverkehr: Diesel-LKW und -PKW, Abrieb der Rei-
fen, Bremsen und Kupplungsbeldge sowie der wieder
aufgewirbelte StraBenstaub als so genannte diffuse E-
missionen, Schienenverkehr, Schifffahrt, Luftverkehr

Energieerzeugung, Industrie, Hausbrand (SO,, SO3, NO,
NO;), Landwirtschaft (NH3), LOosemitteleinsatz, chemi-
sche Industrie, Petrochemie (NMVOC non methane vola-
tile organic compounds)

(Umweltbundesamt 2005)
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In Tab. 1.1 sind die Staubemissionen des Jahres 2002 laut Umweltbundesamt (2005) aufge-
listet. Die Industrie hat dabei mit 45 % den groBten Anteil an der Gesamtstaubemission in
Deutschland.

Tab. 1.1 Gesamtstaubemission in Deutschland 2002
Ausgedrickt in Kilotonnen (kto) und prozentualem Anteil am Gesamtausstof3 (%)
(Umweltbundesamt 2005)

Gesamtemission Verbrennungsprozesse Verkehr Industrie Schuittgutumschlag

kto 209 35 35 95 44

% - 17 % 17 % 45 % 21%

Ausbreitung von Feinstaub

Die Ausbreitung der Partikel ist abhdngig von ihrer Aufenthaltsdauer in der Luft. Diese wie-
derum hangt von der GroBe der Partikel und den klimatischen Bedingungen ab. Partikel, die
groBer als 10 um sind, sedimentieren unter Einwirkung der Schwerkraft relativ schnell, wah-
rend kleinere Partikel 10 bis 30 Tage in der Atmosphére verbleiben und durch Auswaschung,
Deposition oder Trockenablagerung entfernt werden kénnen. Wahrend ihrer Zeit in der Atmo-
sphéare kdnnen die Partikel Gber Tausende von Kilometern transportiert werden (Alloway and
Ayres 1996). Der Scirocco (Wind aus Nordafrika) transportiert Saharasand uber das Mittel-
meer mitunter bis Mitteleuropa (Hofrichter et al. 2002).

Partikel kdnnen jedoch nicht nur horizontal durch Winde transportiert werden, sondern auch
vertikal mit aufsteigenden Luftmassen in die Troposphére, je nach klimatischen Bedingungen
sogar bis in die Stratosphare aufsteigen und von dort aus horizontal weiterverteilt werden
(auch als long-range transport bekannt). Eine groBe Rolle spielt dabei der vertikale Luftaus-
tausch zwischen der planetarischen Grenzschicht (diinne Schicht der Atmosphare, die mit der
Erdoberflache in Kontakt steht) und den hoheren Schichten. Dieser Austausch kann durch die
Ausbildung einer Inversionsschicht stark gestort werden. Inversionsschichten bilden sich aus,
wenn die abfallende Luft eines Hochdruckgebiets sich starker erwarmt als es dem adiabati-
schen Temperaturgradient (1 °C pro 100 m) entspricht. Sie bildet Uber der bodennahen Luft
eine Schicht, die eine héhere Temperatur und damit eine niedrigere Dichte hat. Der Aus-
tausch zwischen der erdnahen kalten und daher dichteren Luft und der dariber liegenden
warmen Luftschicht mit einer geringeren Dichte wird durch den Dichtegradienten verhindert.
Schadstoffe kénnen sich in der erdnahen Schicht anreichern und fiihren so zu den typischen
regionalen Smogbildungen, die man aus Los Angeles oder San Francisco kennt (Alloway and
Ayres 1996).
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Wirkungen von Feinstaub

Bevor der Feinstaub seine Wirkung in der Lunge entfalten kann, missen die Partikel in der
Lunge abgeschieden werden. Fir die Deposition eines Teilchens in der Lunge spielen vor al-
lem die Dynamik der Teilchen, die Geometrie des Atemtrakts und die dort vorhandene Stro-
mungsdynamik eine Rolle (Kreyling 2003).

In Abb. 1.2 ist die Depositionswahrscheinlichkeit der Partikel in der Lunge eines gesunden
Menschen in Abhéngigkeit zur GroBe der Partikel nach Kreyling (2003) dargestellt. Die graue
Kurve zeigt, dass das Minimum der Abscheidewahrscheinlichkeit bei einem Durchmesser von
0,5 um liegt. Partikel dieser GroBe scheinen zum groBten Teil die Lunge durch das Ausatmen
wieder zu verlassen. GroBere Partikel scheiden sich vor allem in den oberen Atemwegen ab,
wahrend ultrafeine Partikel (< 0,1 um) bis in die Alveolen der Lunge vordringen.

a) 0% b)
0.6 =
04—
5 -\/
0.8 =

0.6 <

deposition
o

0.01 01 1 10

_ ) particle density: 1 g cm™
particle diameter (um) respiratory flow rate: 300 cm® s
breathing cycle period : 5=

ICEP 66 (1%84); MPFDep (2000): bazed on experimental datm

Abb. 1.2 Depositionsverhalten von Partikeln verschiedener GréBe

Wahrscheinlichkeit der Deposition in der Lunge in Abhéngigkeit vom Teilchendurchmesser

a) je kleiner die Partikel desto hoher die Depositionswahrscheinlichkeit in den unteren Atemwe-
gen, groBe Teilchen (10 um ) werden in den oberen Atemwegen (griin), jedoch auch in den Alve-
olen (rosa) abgeschieden, fir Partikel zwischen 0,1 und 1 um kaum Abscheidung in der Lunge,
b) Zuordnung der Depositionskurven zu Atemtrakt des Menschen (Kreyling 2003)

In der gesunden Lunge eines Nichtrauchers befinden sich pro Alveolus ca. 10 Makrophagen,
die eine optimale Phagocytoserate bei Partikeln der GroBe 1- 2 um leisten. Je kleiner die Par-
tikel sind, umso schlechter werden sie phagocytiert. Durch die Alveolarmakrophagen werden
ca. 1/3 der unldslichen Partikel in der Lunge entsorgt. Die restlichen 2/3 der Partikel verblei-
ben auf dem Lungenepithel oder gelangen in den Blutkreislauf, Gber den sie im gesamten
Organismus verteilt werden (Peters et al. 2002). Die Verteilung im Organismus kann in ein-
zelnen Fallen sehr schnell von statten gehen. Oberdérster et al. (2002) zeigten, dass Kohlen-
stoffisotope ('°C), die eine Ratte inhaliert hatte, bereits nach einer halben Stunde in der Leber
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nachweisbar waren. Ein statistisch signifikanter Unterschied des Anstiegs zur Negativkontrol-
le ergab sich nach 18 Stunden Exposition.

Setzen sich Partikel auf dem Lungenepithel ab, konnen sie dort Entziindungsreaktionen her-
vorrufen, die durch Freisetzung von Mediatoren zu einem prokoagulanten Zustand fihren
kdnnen. Dieser Zustand erhoht die Gefahr einer Thrombose und kdnnte eine mechanistische
Erkléarung fur die erhdhte Mortalitdt von Patienten mit Herz-Kreislauf-Krankheiten bei erhoh-
ten Feinstaubkonzentrationen sein (Borm 2003).

Nachdem im Jahr 1985 in Augsburg eine erhdhte Feinstaubkonzentration von 98 pug/m?3 dber
einen Zeitraum von 13 Tagen gemessen wurde, fiihrten Peters et al. (1997) und Koenig et al.
(1997) verschiedene Studien Uber die Auswirkung dieser erhdhten Konzentration auf die Blut-
viskositat und Entziindungsparameter durch. Ergebnis der Studien von Peters war, dass durch
die erhohte Partikelkonzentration sowohl das Immunsystem angeregt als auch die Blutviskosi-
tat erhoht wurde. Peters et al. (2001) kamen zu dem Schluss, dass dies zu einem erhdhten
Risiko einer Herz-Kreislauf-Erkrankung, die durch Luftverschmutzung gegeben sei, beitrage.
Unterstitzt wird diese Studie durch jene von Koenig et al. (1997), die zeigt, dass eine Erho-
hung der Blutviskositat mit einem erhdhten Herzinfarktrisiko einhergeht. Zu dieser Zeit konn-
te eine erhohte Partikelkonzentration nicht nur in Augsburg gemessen werden. Auch im
Rhein-Ruhr-Gebiet kam es zu erhdhten Konzentrationen. Dies veranlasste Wichmann et al.
(1989) zu einer Korrelation mit Krankenhauseinlieferungen. Er stellte fest, dass zu dieser Zeit
die Krankenhauseinweisungen um 19 % erhoht waren, bei den Krankentransporten stellte er
eine 25 %ige Erhdhung fest. Insbesondere war der Anstieg von Aufnahmen wegen Herzinsuffi-
zienz (+ 30 %), Arrythmien (+ 49 %) und zerebralen Durchblutungsstérungen (+ 57 %) bemer-
kenswert.

Neben diesen Kurzzeitwirkungen wurden zahlreiche Studien zu Langzeitwirkungen durchge-
fuhrt. Diese zeigen Zusammenhange von Partikelkonzentrationen und Atemwegserkrankun-
gen wie Bronchitis und anderen Infektionserkrankungen (Dockery et al. 1996; Heinrich et al.
2000; Peters et al. 1999b; Peters et al. 1999a; von Mutius et al. 1995).

Die Induktion von Lungenkrebs durch Feinstdube ist bei Uberladung der Lunge durch Partikel
erwiesen (Rddelsberger and Roller 2003). Dieses Phanomen ist wahrscheinlich auf eine Be-
eintrachtigung der alveolaren Makrophagen zuriickzufiihren. Durch chronische Entziindungen
wird die Krebsentstehung wahrscheinlich sekundar unter Bildung von Sauerstoffradikalen
sowie Zellproliferation ausgelost (Rodelsberger and Roller 2003).

Pott und Roller (2003) zeigten, dass bereits instillierte’ Gesamtstaubmengen von 10 mg in
Rattenlungen eine Tumorrate von mehr als 10 % auslosen (Abb. 1.3). In ihren Untersuchungen
wurde auch deutlich, dass die GroBe der Partikel bei Kanzerogenitat eine Rolle spielt.

"instillieren = langsame, tropfenweise Zugabe einer Losung
eine nasale Applikation flihrt zur Deposition geldster Partikel bis in die Lungenperipherie (Rickert 1999)
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Abb. 1.3 Tumorhaufigkeit in Abhangigkeit der Dosis
Gesamtdosis lber 3 bis 30 Wochen, GBS-F = 0,09 - 4um,
GBS-UF = 0,01 - 0,03 um; multivariate log. Regression;
Tumorhaufigkeit in Abhangigkeit von Dosis und GroBe der
Partikel; GBS-F = Granuldre biobesténdige Staube
(0,09 - 4 ym), GBS-UF = ultrafein (0,01 - 0,03 pym), SiO, =
Siliziumdioxid (Pott & Roller 2003).

Den Zusammenhang zwischen erhohten Partikelkonzentrationen und Lungenkrebs konnten
auch Abbey et al. (1999) feststellen. Sie untersuchten von 1973 - 1992 Nichtraucher, die
mindestens seit 10 Jahren in San Francisco, an der Sudkuste (Los Angeles oder Gstlicher)
oder San Diego gelebt hatten. Sie fanden eine Beziehung zwischen den erhdhten Partikelkon-
zentrationen der Fraktion PMyo an diesen Standorten und der Todesrate an Lungenkrebs.
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Um festzustellen, ob organische Verbindungen, die an die fur diese Studie gesammelten Fein-
staube gebunden sind, ein gentoxisches Potenzial haben, wurden die im Folgenden beschrie-
benen Tests durchgefiihrt.

Cytotoxizitat

Cytotoxizitatstests sind Screeningtests, die die Uberlebensrate belasteter Zellen bestimmen.
Sie geben keine Auskunft Giber einzelne problematische Substanzen, jedoch liber das AusmaB
des biologischen Schadigungspotenzials. Schadstoffkonzentrationen, bei der ein bestimmter
Anteil an Zellen tberlebt, kdnnen als Richtwert zur Berechnung der Konzentrationen fur suble-
tale Tests wie den Comet-Assay, den Mikrokerntest oder ELISAs verwendet werden.

In der vorliegenden Studie wurden zwei verschiedene Cytotoxizitatstests durchgefihrt, der
Neutralrottest (s. Kap. 3.4) und der MTT - Assay (s. Kap. 3.5).

Der Neutralrottest beruht auf der Aufnahme des wasserloslichen, leicht basischen Farbstoffs
Neutralrot (2-Methyl-3-amino-7-dimethylaminophenazin) in die Lysosomen intakter Zellen. Die
Anreicherung des Neutralrots resultiert aus der Deprotonierung des Farbstoffs im sauren Mi-
lieu der Lysosomen oder einer Bindung an saure Molekiile der lysosomalen Matrix (Barile
1994; Bulychev et al. 1978; Segner 1998). Schadigungen der Zellmembran und der lysosoma-
len Membran fiihren zu einer verringerten Farbstoffretention die mittels einer photometri-
schen Messung bestimmt werden kann (Borenfreund and Puerner 1984).

Der MTT - Assay wurde von Mosmann (1983) als kolorimetrisches System zur Messung der
Zahl lebender Zellen in Zellkultursystemen vorgestellt. Der Assay beruht auf einer enzymati-
schen Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromid) zu einem Formazan-Farbstoff. Die Farbstoffbildung wird photometrisch
bestimmt und korreliert direkt mit der Anzahl metabolisch aktiver Zellen in der Kultur.

Comet-Assay

Der Comet - Assay, auch Einzelzellgelelektrophorese genannt, wurde von Ostling und Johan-
son (1984) entwickelt und von Singh et al. (1988) in der Saugertoxikologie etabliert. Der Test
erlaubt eine bildliche Darstellung von DNA-Schéden in einzelnen Zellen (Fairbain et al. 1995).

Mit dem Comet-Assay lassen sich Einzel- und Doppelstrangbriiche, AP-Stellen (apurini-
sche/apyrimidinische Stellen), Cross-links und die Intensitét der zellularen Reparatur, ein
indirektes MaB fir die Bildung von DNA-Addukten nachweisen. Da die Durchfiihrung des
Tests mit fast jedem eukaryotischen Zelltyp moglich und vom Zellzyklus unabhangig ist, kon-
nen DNA-Schaden sowohl in proliferierenden (Zellen im Teilungsstadium) als auch in nicht
proliferierenden Zellen nachgewiesen werden (Schnurstein 2000).

Der Comet-Assay wird in der Medizin vielfach eingesetzt. Beispielsweise zur Untersuchung
des Einflusses von Strahlung oder Chemikalien auf die DNA (Somorovska et al. 1999), oxida-
tiven Stresses durch Krankheiten (Diabetes mellitus; Collins et al. 1998) und der Erkennung
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von DNA-Schaden durch das Rauchen (Betti et al. 1994; Carnevali et al. 2003; Chen et al.
2004).

Doch auch in der Biologie findet der Comet-Assay inzwischen ein weites Anwendungsfeld in
der Okotoxikologie und im Biomonitoring. Bezogen auf die vorliegende Studie zur Anwendung
des Comet-Assays auf Luftstdube sind exemplarisch die Arbeiten von Monarca et al. (2001),
Gabelova et al. (2004), Karlsson et al. (2004), Lamy et al. (2004) und Shi et al. (2005) zu nen-
nen.

Mikrokern-Test

Der Mikrokerntest wurde vor tber 30 Jahren von Heddle (1973) und Schmid (1975) unabhéan-
gig voneinander vorgestellt. Er erlaubt die Detektion chromosomaler Schaden, ohne die Aber-
rationen in der Metaphase studieren zu miissen, und vermeidet dadurch enormen Laborauf-
wand. Der Test basiert auf der Ermittlung so genannter Mikrokerne und ist heute fest in der
genetischen Toxikologie etabliert (Fenech 2000).

Um eine umfassende Beurteilung der Gentoxizitdt der Probe zu ermdglichen, wurde dieser
Test zusatzlich zum Comet-Assay ausgewahlt. Diese Vorgehensweise wird von Goethem et al.
(1997) empfohlen, da der Comet-Assay auch reparable DNA Verletzungen aufzeigt, wahrend
der Mikrokerntest ausschlieBlich definitive Schaden identifiziert, die mindestens eine mitoti-
sche Teilung der Zelle Gberdauert haben. In Tabelle 1.2 sind die Hauptunterschiede der bei-
den gentoxischen Tests nach Goethem et al. (1997) zusammengefasst.

Tab. 1.2 Vergleich Mikrokerntest und Comet-Assay
Hauptunterschiede des Mikrokerntests und des Comet-Assays zur Einschatzung von DNA
Schaden (nach Goethem et al. 1997)

Mikrokerntest Comet - Assay
Endpunkte Chromosom- / Genommutationen  DANN Schaden + Reparatur
Schaden nicht reparabel eventuell reparabel
Zellteilung Notwendig nicht notwendig

Kurz - mittel (Min-

Belastungsdauer mittel - lang (Stunden/Tage
8 8 /Tage) uten/Stunden)

L . Hinweis durch Tail Moment und
Apoptoseerkennung mdoglich durch Zahlen .
Kometenform (,hedgehogs®)

Aneuploidie maoglich durch FISH - Analyse nicht maoglich

Mikrokerne entstehen bei Zellteilungen, wenn die Chromosomen der Mutterzelle Bruchstiicke
ohne Centromer aufweisen und/oder Chromosomen nicht durch den Spindelapparat in der
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Anaphase zu den Polen gezogen werden konnen (Al-Sabti and Metcalfe 1995). Diese Frag-
mente bzw. Chromosomen verbleiben im Cytoplasma und bilden in der Telophase eine eigene
Kernhiille, die dieselbe Morphologie wie der Zellkern aufweist. Die Bildung einer eigenen
Kernhille von Chromosomen, die im Cytoplasma vorliegen ist, bei vielen Spezies in den ers-
ten Entwicklungsstadien der larvalen Furchung bekannt (Lemaitre et al. 1998; Montag et al.
1988). Diese so genannten Karyomere erlauben eine Translation der Chromosomen noch
wahrend der Mitose, bevor die Karyomere in der Interphase unter Bildung einer gemeinsamen
Kernhiille wieder verschmelzen (Lang 2002).

Erltstehen diese Teilkerne JerCh nlc'ht f;fj_Q\ /,—M\

wahrend der Furchung, werden sie als ,,Mik- o If ‘ﬂ,l {
| h .

rokerne“ bezeichnet. Diese Mikrokerne -._\.j_.' L .Ix = l.' | ® -,J

.. . H"_—" I‘I .ll I' il

konnen sowohl einzelne Chromosomen als '\ﬁ\{ L/ \\.

auch Chromosomenfragmente enthalten
und stellen einen verlasslichen Parameter | Abb. 1.5 Enstehung von Mikrokernen
zur  Ermittlung von DNA-Briichen und | Schematische Darstellung der maoglichen Ent-

Chromosomen-Verlust dar (Fenech 2000). stehung von Mikrokernen durch DNA -Briiche
oder Verlust von Chromosomen bei der Zelltei-

Abbildung 1.5 zeigt eine schematische | lung. Bruchstiicke oder Chromosomen verblei-
Darstellung der moglichen Entstehung von | ben im Cytoplasma und bilden eigene Kerne.
Mikrokernen. (Fenech 2000)

Ames-Test

Um ein Gesamtbild tber das Schadigungspotenzial der Proben auf den verschiedenen Ebenen
der Mutationen des Erbguts (Genommutaion, Chromosommutaion, Mutation der DNA-
Sequenz) zu erhalten, wurde der prokaryotische Ames-Test zur Detektion der Veranderung
der DNA-Sequenz hinzugezogen. Das Prinzip des Tests beruht darauf, dass die Reversions-
haufigkeit von Histidin-auxotrophen (his) Mutanten von Salmonella typhimurium (s. Kap.
3.3.3) zu Histidinautotrophen (his") Bakterien in Abhingigkeit der Konzentration der zu unter-
suchenden Substanz bestimmt wird.

Der Ames-Test wurde in den siebziger Jahren von Bruce Ames und Mitarbeitern entwickelt
(Ames 1972; McCann et al. 1975) und ist heute ein Routinetest zur Uberpriifung mutagener
Eigenschaften von Substanzen. Seine Anwendbarkeit auf die Untersuchung von Luftextrakten
wurde in zahlreichen Studien bewiesen. Exemplarisch zu nennen waren hier die Arbeiten von
Erdinger et al. (1997), Cerna et al. (1999), Monarca et al. (2001), Feilberg et al. (2002), Cas-
soni et al. (2003), Arlt et al. (2004) und Claxton et al. (2004).

Ames isolierte aus Mausen 18 Histidinauxotrophe Stamme, von denen McCann et al. (1975)
zwei durch Einbringen des pKM101-Plasmids zu den heute standardmaBig verwendeten Bak-
terienstdmmen TA98 und TA100 transformierten (Kier et al. 1986; McCann et al. 1975). Die-
se beiden Stamme wurden auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.
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Die Histidin-Auxotrophie hat in beiden Stammen verschiedene Ursachen. Der Stamm TA 98
weist eine frameshift-Mutation auf, d.h. bei diesem Stamm wird die Histidinauxotrophie durch
eine Verschiebung des Leserasters hervorgerufen. Im Stamm TA 100 ist eine Punktmutation
verantwortlich, die eine Substitution der Aminosaure Leucin durch Prolin hervorruft (Maron
and Ames 1983). AuBer der Histidinauxotrophie weisen die Testbakterien weitere Mutationen
auf. Die Mutation rfa sorgt fir einen teilweisen Verlust der Lipopolysaccharidschicht, die die
Bakterien umgibt und erhdht dadurch die Durchléssigkeit fir groBe Molekile (Ames et al.
1973). Die Mutation AuvrB schaltet das Excisionsreparatursystem aus und sorgt dadurch fir
eine erhohte Sensitivitdt gegen mutagene Substanzen. Neben diesen Mutationen enthalten
beide Stamme ein pKM101-Plasmid, das eine Tetracycline Resistenz enthalt und auBerdem
die Schadenstoleranz bei der DNA-Synthese erhoht (Maron and Ames 1983).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Entziindungsreaktionen spielen eine wesentliche Rolle bei der Interaktion von Feinstduben
mit dem Lungenepithel und bei der Krebsentstehung. Daher wurde zur Beurteilung des
proinflammatorischen Potenzials der Proben die Ausschiittung von Zytokinen ermittelt.

Zytokine werden bei einer Stimulierung des Immunsystems ausgeschittet, vermitteln ihr Sig-
nal Uber spezifische Rezeptoren und kdnnen sowohl pro- als auch antiinflammatorische Wir-
kungen haben (Nathan 1987, Vilcek und Lee 1991). Prototypen proinflammatorischer Zytoki-
ne in der Lunge sind die Interleukine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8).

Da die Lunge nicht nur mit Stduben in Kontakt kommt, sondern auch mit Mikroorganismen
oder deren Bestandteilen (pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)), wurde fir die
vorliegende Studie ein Modellsystem entwickelt, um die gemeinsame Wirkung von Luftstaub-
extrakten und PAMPs auf Lungenepithelzellen zu untersuchen. Die Entwicklung des Modells
soll wissenschaftlich verdffentlicht werden.

Chemische Analysen

Die Identifikation bestimmter Stoffe oder Stoffgruppen, die in komplexen Umweltproben fir
Effekte in Bioassays verantwortlich sind, stellt eine groBe Herausforderung der Umweltfor-
schung dar. Verschiedene chemische Analysemethoden wurden bereits in einer Studie ,,Ge-
notoxische organische Verbindungen in der AuBenluft® auf die partikulér gebundenen organi-
schen Stoffe verschiedener Luftstdube angewendet (Erdinger et al. 1997). In dieser Studie
wurden gaschromatographische, massenspektrometrische Analysen (GC-MS) und mas-
senspektrometrische Untersuchungen mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) durchge-
fuhrt. Des Weiteren wurde eine Fraktionierung der Staubextrakte nach Séau-
re/Base - Eigenschaften durchgefiihrt.

Das Prinzip der Gaschromatographie beruht auf der unterschiedlichen Retentionszeit ver-
schiedender Substanzen an der Innenwand einer Kapillarsdule nach Uberfiihrung der Probe in
die Gasphase. Dabei wird die Probe zunachst durch starkes Erhitzen verdampft und anschlie-
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Bend in Kombination mit einem Inertgas in eine Kapillarsdule eingespritzt, deren Innenwand
mit einer stationdaren Phase ausgekleidet ist. Je nach Polaritat der Molekiile in der Gasprobe
verweilen sie unterschiedlich lange auf der Saule, bevor sie vom Inertgas mitgerissen werden
und vom Massenspektrometer detektiert werden. Durch schrittweises Erwarmen der Saule
kann eine schnellere und préazisere Auftrennung erreicht werden.

Das Grundprinzip der Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) be-
ruht auf der lonisierung von Atomen in einem Stoffgemisch und deren anschlieBender Detek-
tion in einem Massenspektrometer. Dazu wird Argon durch einen hochfrequenten Strahl ioni-
siert und die Probe auf Gber 5.000 °C erhitzt. Die dadurch entstandenen lonen werden durch
ein elektrisches Feld zum Massenspektrometer beschleunigt und dort erfasst (Bahrmann
2007).

Zielsetzung der vorliegenden Untersuchung

Die Motivation zur Untersuchung des 6kotoxikologischen Schadigungspotenzials einer Indust-
rieanlage lag in der besonderen Verantwortung der Industrie fir seine Mitarbeiter und an-
grenzende Stadte.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, die Veranderung des 6kotoxikologischen Potenzials von
Stauben im Prozess einer Industrieanlage zu ermitteln. Des Weiteren war es Bestandteil die-
ser Arbeit, vergleichende Messungen in anderen Anlagen durchzuflihren, zum Vergleich der
Emissionen verschiedener Verfahrenstechniken. Die Ermittlung des Einflusses der Abluftfahne
der Anlage auf die Luftqualitét der angrenzenden Stadt durch eine Immissionsmessung war
ebenfalls ein wichtiger Teil dieser Studie.

In der vorliegenden Arbeit galt es daher folgende Fragestellungen zu untersuchen:

= Entsteht entlang der Prozesskette der beprobten Anlage ein dkotoxikologi-
sches Potenzial?

= Unterscheidet sich das dkotoxikologische Potenzial von Anlage A von dem in
Anlage B durch die eingesetzte Verfahrenstechnik?

= Beeinflusst die Emission der Anlage die Luftqualitat der angrenzenden Stadt?
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2 Material und Methoden

2.1 Probenahme

2.1.1 High Volume Sampler DHA-80

&b | =

!

bo

Abb. 2.1 Schaltplan DHA - 80
High Volume Sampler DHA-80

(VDI Richtlinie 2463)

2.1.2 Filter

a1

Die Probenahme erfolgte mit dem High Volume
Sampler DHA-80 aus der Digitel-Serie (Riemer,
Hausen, Deutschland), dessen Schaltplan in
Abbildung 2.1 dargestellt ist. Der DHA-80 sam-
melt in der AuBenluft dispergierte Partikel auf
Filter unter einem konstanten Volumenstrom.
Der erfasste Partikelbereich wird durch die Wahl
des Filters begrenzt. Durch Wiegen der Filter vor
und nach der Messung kann die Konzentration
der Partikel in der Luft bestimmt werden (VDI-
Richtlinie 2002).

1 PM10 Vorabscheider 5¢  Frequenzumformer

2 Abscheidekammer 6  Saugturbine

3 aktueller Filter 7 Schalldampfung

3a Filtervorrat 8 Druck & Temperatur

3b exponierter Filter 9  Druckerschnittstelle

3c Wechselelektronik 10 RS-232C Schnittstelle
4 Mikroprozessorsteuerung 11 PCMCIA Karte

5  Durchflussmesser 12 Blitzschutzprint

5a Durchflussabtastung 13 Winddaten Schnittstelle

5b Regelelektronik

1, 11, 12 und 13 sind optional und waren bei dem
verwendeten Gerat nicht installiert

Die Luftstaube wurden auf Glasfaserfilter (Fa. Machery - Nagel, Diren) beaufschlagt. Diese
werden aus Borosilicatfasern gefertigt und sind chemisch bestandig gegen die meisten orga-
nischen und anorganischen Losungsmittel (ausgenommen Flusssaure). Die in dieser Studie
verwendeten Filter MN 85/90 hatten einen Durchmesser von 15 cm, waren 0,4 mm dick und
hatten ein Ruckhaltevermdgen von 0,5 um. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass auch
Partikel < 2,5 um durch die Messung erfasst wurden. Um Effekte in den Biotests durch Rick-
stéande in den Filtern auszuschlieBen, wurden regelméaBige Kontrollen durchgefihrt. Dazu wur-
den Filter in die entsprechenden Halter eingelegt, in den Filtervorrat eingefligt, jedoch nicht
mit Stauben beaufschlagt. Die anschlieBende Aufbereitung der leeren Filter erfolgte analog
zur Aufbereitung der Staubproben (s. Kap. 2.2).
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2.2 Aufbereitung der Proben

Um die partikuldr an die Staubteilchen
gebundenen organischen Stoffe fir die A R R ——
Biotests in eine flissige Phase zu uberfih-
ren, wurde eine organische Extraktion Rickflusskdnler
durchgefihrt. Dies soll eine Ablésung or-
ganischer Stoffe beim Kontakt zwischen

Partikel und Lunge simulieren. * Exfraktionshiilse . - Dampfleitungsrhr

Extraktionsablauf — Heherahr

In einer Soxleth-Apparatur (Abb. 2.2), die

aus einem Kolben mit dem Lésungsmittel SiEsknieen
(Wasser, Ethanol, Aceton, Dichlormethan
oder Hexan) und 3 - 4 Siedesteinen, einem Abb. 2.2 Soxhlet - Apparatur
Extraktionsaufsatz und einem Rickfluss-

kihler besteht, wird folgender Vorgang mehrmals wiederholt: Das Lésungsmittel im Kolben
wird durch die Heizplatte erhitzt und verdampft teilweise. Das Gas steigt durch das Dampflei-
tungsrohr auf und kondensiert am Ruckflusskihler. Es bilden sich Tropfen, die auf die Extrak-
tionshdilse, in der sich die Probe befindet, fallen. So wird das Extraktionsgut langsam aus der
Probe gelost. Durch die standige Kondensation des Ldsungsmittels steigt der Flissigkeits-
spiegel bis zur Biegung des Heberohrs. Auf Grund der dann auftretenden Saugheberwirkung
wird die Flissigkeit mit dem Extrakt in den darunter liegenden Kolben mit dem Lésungsmittel

Uberfihrt.

Durch die wiederholte Rickfiihrung des Kondensats reichern sich die abzutrennenden Stoffe
im Kolben an (Hollert and Braunbeck 1997).

Durchfiihrung

Die gesammelten Staubproben wurden direkt von den Filtern ohne weitere Aufbereitung ext-
rahiert. Dazu wurden die Filter gefaltet und in eine Extraktionshilse (200 ml, Fa. Schleicher &
Schuell) dberfiihrt. Um zu verhindern, dass die Probe durch das Losungsmittel aus der Hiilse
geschwemmt wird, wurden die Proben mit Glaswolle abgedeckt. Aufgrund der hohen Extrakti-
onsleistung bei geringer Umweltschadlichkeit wurde flr die Extraktion Aceton verwendet
(Hollert 2001). Die Filter wurden Uber 24 Stunden mit ca. 10 Zyklen pro Stunde extrahiert.
Nach Beendigung der Soxhlet-Extraktion wurden die Proben im Rotationsverdampfer (300-
500 mbar; 38 °C) auf ca. 3-4 ml eingeengt. Die verbleibende Lésungsmenge wurde in ver-
schlieBbare ReaktionsgeféaBe mit Teflondeckel aus Glas Uberflihrt und der Rundkolben drei
Mal mit einer geringen Menge Aceton nachgespllt. AnschlieBend wurden die Extrakte unter
Stickstoff (N2, 1,5 - 2 bar, leicht konkave Flissigkeitsoberflache) eingeengt, um das restliche
Aceton zu entfernen. Die eingeengten Extrakte wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO, Fa. Serva,
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Heidelberg) riickgeldst und bei - 20 °C im Tiefkihlfach bis zur Weiterverwendung aufbewahrt.
DMSO ist fir Zellen in relativ hohen Konzentrationen untoxisch und I6st keine Weichmacher
aus Kunststoffen. Es verdampft nicht und somit bleiben die Konzentrationen erhalten.

2.3 Testsysteme

2.3.1 V79 Zellen (Chinese Hamster Lung)

Zur Untersuchung der Cytotoxizitat im Neutralrottest (Kap. 2.4) und der Gentoxizitat (Comet-
Assay und Mikrokern-Test, Kap. 2.5 und 2.6) der Proben wurde die Dauerzelllinie V79 einge-
setzt. Die Zelllinie wurde 2006 fir einen Ringtest von der Firma CCR (RoBdorf, Deutschland)
an teilnehmende Institute verteilt und auch fiir die vorliegende Studie verwendet.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in MEM Medium (Sigma Aldrich, Minchen) mit 10 % fota-
lem Kélberserum (FKS), Streptomycin und Penicillin (10.000 E/ml, 10.000 pg/ml in 0,9 %
NaCl) in 80 cmzZellkulturflaschen (Nunclon™, Nunc, Langenselbold) bei einer Temperatur
von 37 °Cund 5 % COx.

Um die Zellen aus den Kulturflaschen herauszuldsen wurde zunachst das Medium verworfen
und die Zellen mit ca. 10 ml HBSS (Hanks’ Balanced Salts, Sigma Aldrich, Minchen) gewa-
schen. Dies verhindert, dass verbleibendes Medium die Wirkung des Trypsins hemmt. Zum
Abldsen der Zellen wurden 2 ml Trypsin/EDTA-Losung (Sigma Trypsin-EDTA-Solution: 0,5 g/L
porcine trypsin, 0,2 g/L EDTA x 4 Na; 1:200 in PBS) auf die Zellen pipettiert. Das Ablosen des
matt erscheinenden Zell-Monolyers kann nach einigen Minuten deutlich beobachtet werden.
Um die Wirkung des Trypsins zu stoppen, wurden 8 ml Medium zugegeben und die Zellen
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren resuspendiert und vereinzelt.

2.3.2 Human Bronchial Epithelial Cells

Um die Wirkung der Proben auf die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine zu untersu-
chen, wurde die humane Zelllinie Beas2B eingesetzt. Diese wurde freundlicherweise von PD
Dr. Dr. R. Bals, Klinik fir Innere Medizin - Schwerpunkt Pneumologie, Philipps-Universitat Mar-
burg zur Verfliigung gestellt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in RPMI 1640 Medium (Biochrom, Berlin) mit 10 % fotalem
Kélberserum (FKS), Streptomycin und Penicillin (10.000 E/ml, 10.000 ug/ml in 0,9 % NaCl) in
80 cm2-Zellkulturflaschen (Nunclon™, Nunc, Langenselbold) bei einer Temperatur von 37 °C
und 5 % CO,. Das Ablésen der Zellen erfolgte analog zur Zelllinie V79.
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2.3.3 Salmonella typhimurium

Der Ames-Test (Kap. 2.8) wurde mit der Bakterienart Salmonella typhimurium (Erreger des
Mausetyphus) durchgefiihrt.

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in Nutrient Broth-Nahrmedium unter Schitteln bei
37 °C fur 10 h aus gefrorenen Stammkulturen geziichtet. Dem Top-Agar wurde vor Testbe-
ginn eine 10 %-ige Biotin/Histidin-Losung zugegeben, um durch eine mehrmalige Teilung der
Bakterien auch Promutagene zu erfassen und ein Anwachsen der Bakterien zu einem sog.
Hintergrundrasen zu gewahrleisten. Durch Erfassen des Hintergrundrasens konnte eine toxi-
sche Wirkung der Proben auf die Bakterien ausgeschlossen werden.

2.3.4 Metabolische Aktivierung

Weder die verwendeten Bakterien noch die Zelllinie V79 exprimieren das Enzymsystem Cy-
tochrom P4501A, das die Bioaktivierung einer promutagenen Substanz herbeifiihren kdnnte.
Daher wurden Assays mit der Zelllinie V79 und Salmonella typhimirium in einem Ansatz mit
einem Rattenleberhomogenat (S9-Mix) supplementiert. Zum Vergleich wurde ein weiterer
Ansatz ohne Supplementation durchgefiihrt. Um die S9 Fraktion zu erhalten, werden Ratten
polychlorierte Biphenyle (PCBs) injiziert (Czygan et al. 1973). Nach 5 Tagen werden die Ratten
getotet, die Leber wird entfernt und nach Garner et. al. (1972) wird die S9 Fraktion durch
Zentrifugation extrahiert (Maron and Ames 1983). Zur Abpufferung und Bereitstellung beno-
tigter Energie firr die Enzyme werden die in Tabelle 2.1 aufgelisteten Zugaben beigemischt.

Tab. 2.1 Zubereitung S$9-Mix

Menge fiir ) . .
SO - Mi Beschreibung Zubereitung/chemische Zusammensetzung
- Mix
2 ml S9 - Fraktion Cytotest Cell Research GmbH, RoBdorf, Deutschland
1 ml Salzlésung 61,5 g KCI + 40,7 g MgCl,*6H,0 in 500 ml H,0 (bidest)
0,25 ml G-6-P - Losung 3,04 g Glucose-6-Phosphat in 10 ml H,0 (bidest)
2 mi NADP-L&sung 393,7 mg Nicotinamidadenindinukleotidphosphat in 5 ml H,O
(bidest)
25 ml Puffer 27,6 g NaH,PO,4 in 11H,0 (bidest; L1), 28,4 g Na,HPO4 in 11

H,O (bidest; L2), 60 ml aus L1 + 440 ml aus L2 mischen, mit
1m NaOH pH7,4 einstellen

19,75 ml Destilliertes Wasser  H,0 (bidest)
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2.4 Cytotoxizitatstest mit der Zelllinie V79

2.4.1 Durchfiihrung

Dimethylsulfoxid (DMSO), in dem die Extrakte riickgeldst wurden, wirkt in hohen Konzentrati-
onen cytotoxisch. Deshalb wurde in der hochste Konzentration maximal 1% Ldsungsmittel
eingesetzt.

Abbildung 2.3 zeigt das Pipettierschema des Neutralrottests zur Bestimmung der Zelltoxizitat,
wie es in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde.

00000000000 0NN
QBB O Hesserce

Abb. 2.3 Pipettierschema des Cytotoxizitatstests

Positivkontrolle

Leer

Belegung der 96-Well-Platte, farbige Darstellung der verschiedenen Konzentrationen. Die Spal-
ten 2 und 11 (blau) enthielten unbelastete Zellen als Negativkontrolle, in den Spalten 4 - 10
(gelb - griin) erfolgte die Exposition der Zellen in einer 1 : 2 Verdiinnungsreihe. In Spalte 3 (rot)
diente eine 3,5-Dichlorphenolldésung (80 mg/I) als Positivkontrolle.

Konstante Versuchsbedingungen in allen Ansétzen wurde durch Einstellen der Zellkonzentra-
tion auf 4 - 5 x 10° Zellen/ml erreicht. Die Mikrotiterplatten wurden 24 Stunden bei 37°C und
5% CO, inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium entfernt und in jedes Well eine
0,5 prozentige Neutralrot-Losung pipettiert. Die Inkubation des Neutralrots erfolgte im Brut-
schrank fur 3 Stunden. Um Farbstoff, der in dieser Zeit nicht von den Zellen aufgenommen
worden war, aus den Wells zu entfernen, wurden sie zwei Mal mit PBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline, Sigma Aldrich, Minchen) gewaschen. Durch Zugabe einer Extraktionslosung
(50 % Ethanol; 1 % Essigsaure, 49 % Aqua demin.) wurde in 30 min auf einem Schuttler durch
Zerstorung der Zellen das Neutralrot aus den intakten Lysosomen riickgeldst.
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2.4.2 Auswertung

Zunachst wurde quantitativ die Menge des extrahierten Neutralrots in einem Mikrotiterplat-
tenreader (GENios, Fa. Tecan, Crailsheim, Deutschland), durch Messung der Absorption bei
einer Wellenlédnge von 540 nm gegen eine Referenzwellenlange von 690 nm, bestimmt.

Zur Ermittlung der prozentualen Uberlebensrate der Zellen, wurde zunachst der Mittelwert der
Absorption der leer gebliebenen Wells von allen Werten subtrahiert und die Absorptionsmedi-
ane der beiden Kontrollspalten verglichen (Abb. 2.3, Spalte 2 und 11). Lagen die Mediane
mehr als 20 % auseinander wurde der Test wiederholt.

AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil jedes Messwertes am Median von Kontrolle 1
berechnet, der Median und die Standardabweichung bestimmt und graphisch mit SigmaPlot
9.0 (Erkrath, Deutschland) dargestellt.

2.5 MTT - Assay mit der Zelllinie Beas2B

Der MTT - Assay (MTT = 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) ist ein
weiterer Test zur Messung der Cytotoxizitat. Er wurde als Kontrollsystem zuséatzlich zum ELI-
SA - Assay (s. Kap. 2.9) eingesetzt, um sicherzustellen, dass nicht die Cytotoxizitat fir die
Ausschiittung von Zytokinen verantwortlich war. Der MTT-Assay wurde nach dem Protokoll
des Herstellers (Promega, Mannheim) durchgefiihrt. Statt des schwer I6slichen Salzes MTT,
wurde das leichter I6sliche Tetrazoliumsalz MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) in der Konzentration 1,9 mg/ml,
geldst in PBS (pH 6,0, Dulbecco s phosophate buffered saline, Sigma Aldrich, Minchen), ein-
gesetzt. Dadurch waren auch zeitabhdngige Messungen maglich.

2.5.1 Durchfiihrung

Die humane Bronchialzelllinie Beas2B (s. Kap. 2.3.2) wurde auf eine Konzentration von
2x 107 Zellen pro ml eingestellt und 100 pl der Suspension in jede Vertiefung einer
96-Well-Platte pipettiert. Um eine Beeinflussung auf die Stressantwort der Zellen durch die
Umplattierung zu verhindern wurden die Zellen tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; vorinku-
biert. Am Tag darauf wurde eine Verdinnungsreihe der Probe in Medium (RPMI, Biochrom,
Berlin) hergestellt und die Zellen mit weiteren 100 pl kontaminiertem Medium fur 18 Stunden
belastet.

2.5.2 Auswertung

Zur Auswertung wurden nach der Exposition 100 yl des Mediums entfernt und fiir den ELI-
SA - Assay (Kap. 2.9) aufgehoben. Zu den verbliebenen 100 pl wurden 10 pl der MTS-Losung
gegeben und die Zellen fir drei Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. AnschlieBend wur-
de die Umsetzung des Salzes in einem Mikrotiterplattenreader (GENios, Tecan, Crailsheim,
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Deutschland) photometrisch bei 450 nm bestimmt. Die weitere Auswertung erfolgte gra-
phisch.

2.6 Comet - Assay

Der Comet-Assay wurde in vitro mit der permanenten Zellli-
nie V79 von Singh et al. (1988) mit den Modifikationen von
Schnurstein (2000) durchgefiihrt.

Um auszuschlieBen, dass eine mdogliche Cytotoxizitdt ein
gentoxisches Potenzial der Probe vortduscht (Hollert 2001),
wurde die hdchsten Expositionskonzentration so gewahlt,
dass 80 % der Zellen Uberleben.

Nach der Exposition wurden die Zellen in eine Agarose -
Schicht gebettet. AnschlieBend wurden die Zellen um die
Nucleoide lysiert und eine Elektrophorese unter alkalischen
Bedingungen durchgefiihrt. Abhangig vom pH der Lyse und
der Elektrophorese konnen im Comet-Assay verschiedene
Effekte detektiert werden. Unter neutralen Bedingungen
kommen Doppelstrangbriiche zum Vorschein wahrend unter
alkalischen Bedingungen auch Einzelstrangbriiche zur Gel-
tung kommen (Lee and Steinert 2003). Nach Collins (2004)
erhoht dies jedoch nicht die Sensitivitdt des Tests, bei-
spielsweise durch eine Verdnderung der niedrigsten Kon-
zentration bei der ein Effekt nachweisbar ist (lowest obser-
vable effect concentration, LOEC), sondern verbessert ledig-

lich die Auswertbarkeit.

Abb. 2.3 Kometen

Wihrend der Elektrophorese wandern DNA-Fragmente durch a) unfragmentierter Zell-

ihre negative Landung zum Pluspol der angelegten Span- | kem b) - e) zunehmende
Fragmentierung der DNA

(Kleinsasser et al. 2004)

nung. Abhangig von ihrer GroBe legen sie dabei unterschied-
lich weite Strecken zuriick. Diese Strecke und die Anzahl der
wandernden Fragmente wurden als Kriterium zur Beurteilung des AusmaBes der Schadigung
herangezogen. Zur bildlichen Darstellung wurde die DNA mit Ethidiumbromid angeférbt.
Durch die Fragmente, die durch die Elektrophorese aus dem Nucleoid gezogen wurden, ent-
steht der Eindruck des Schweifes eines kleinen Kometen (Abb. 2.3). Je mehr Fragmente sich
im Schweif sammeln, umso hoher erscheint die Leuchtintensitat, je kleiner die durch den
Schadstoff entstandenen Fragmente sind, umso langer wird das Tail Moment (s. Kap. 2.6.2).
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2.6.1 Durchfiihrung
Exposition der Zellen

Am Tag vor der Belastung wurden die Zellen aus Kulturflaschen entnommen, 3 - 4x10* Zellen
pro Well wurden in sterile 6-Well Platten (Durchmesser 3,5 cm) uberfihrt und mindestens
10 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Expositionsdauer der Zellen betrug 24 Stun-
den bei 37 °C und 5 % CO,. Als hochste Belastungskonzentration wurde der NRgo-Wert (Uber—
lebensrate von 80 %) aus dem Cytotoxizitatstest (s. Kap 2.4) herangezogen. Nach der Inkuba-
tionszeit von 24 Stunden wurde das Medium verworfen, die Zellen aus den 6-Well Platten
herausgeldst, in ReaktionsgeféaBe (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) pipettiert und bei 150 g
und 4°C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet und das Pellet in 70 - 100 pl
Medium rickgeldst.

Auftragen der Gelschichten

Um eine gute Haftung des Gels auf den Objekttréagern zu erreichen, wurden aufgeraute Ob-
jekttrager (Firma Langenbrink, Emmendingen, Deutschland) in 99 prozentigem Ethanol gerei-
nigt und anschlieBend vollstandig getrocknet. Um die Haftung weiter zu verbessern, wurde
1% NMA (Normal temperature Melting Agar, Seakem Gold™, FMC Bioproducts, Rockland,
USA) in PBS (Dulbecco s Phosphate Buffer Saline, Sigma Aldrich, Minchen) gelGst, aufge-
kocht, mit einem Deckglas auf dem Objekttréager aufgetragen und wieder abgeschabt. An-
schlieBend wurden die Objekttrager bei 37 °C vollstéandig getrocknet. Die erste verbleibende
Gelschicht bestand aus 200 pl 0,5 prozentiger NMA-Losung (durch Aufkochen in PBS geldst),
die 3 min auf Eis und 10 min im Warmeschrank bei 37 °C ausgehartet wurde. Fur die zweite
Gelschicht, die die Zellen enthélt, wurde 0,7 % LMA (Low temperature Melting Agar, Seakem
Gold™, FMC Bioproducts, Rockland, USA) in PBS aufgekocht und in einem geschlossenen
Wasserbad bei 37 °C flussig gehalten. 90 pl des LMA wurden mit der Zellsuspension im Ep-
pendorfgefaB vermischt, auf den Objekttrager aufgetragen und anschlieBend fiir 3 min auf Eis
und 5 min im Warmeschrank getrocknet. Als Schutzschicht wurden weitere 90 yl LMA auf
den Objekttrager aufgebracht und ebenfalls 5 min auf Eis und 5 min bei 37 °C ausgehértet.

Lyse und Elektrophorese

Zur Lyse wurden die Objekttrager in eine 4 °C kalte Lyselésung (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
1 % Triton X-100 und 10 % DMSO; pH 13) gegeben, lichtdicht verpackt und fiir mindestens
2,5 Stunden bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert. Um Schadigungen der DNA nach der Lyse
vorzubeugen, wurde die Eletrophorese im Dunkeln auf Eis durchgefiihrt. Eine Vorinkuabtion
der Objekttrager in gekihltem Elektrophoresepuffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, 4 °C, pH >
13) erlaubte die Detektion von Einzelstrangbriichen der DNA. Die Elektrophorese (Power
Supply Model 200/2.0, Bio-Rad, Richmond, USA) wurde bei einer Spannung von 25 V und
einer Leistung von 300 mA Uber eine Dauer von 20 min durchgefihrt. Zur Neutralisation wur-
den die Objekttrager fiir 2 min in Tris-Puffer (0,4 M, pH 7,5) getaucht.
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Ablaufschema der Durchfiihrung

In Abb. 2.4 ist der schematische Ablauf des Comet-Assays nach Schnurstein (2000) darge-

stellt.
GieBen der Gele
Vorbehandlung mit 700 uL 1 % Normal Melting Agar Zellkultur
1. Gelschicht: 200 pL 0,5 % Normal Melting Agar Dauerzellen

% v 4

Einbetten der Zellen in 0,7 % Low Melting Agar
2. Gelschicht: 90 pL

!

GieBen der 3. Gelschicht mit 0,7 % Low Melting Agar
90 uL Deckschicht zum Schutz vor mechanischer Belastung der Zellschicht

!

Alkalische Lyse der Zellen
2.5 M NaCl, 100mM EDTA, pH 10 mit NaOH, 1% Triton, 10% DMSO

!

Alkal. Denaturierung der DNA
300mM NaOH (pH > 13), TmM EDTA, 0 -4°C, 20 min

!

Alkalische Elektrophorese
300mM NaOH (pH > 13), ImM EDTA, 0 - 4°C, 20 min

!

Neutralisation
400mM Tris (pH 7.5)

!

DNA-Farbung
Ethidumbromid

!

Fluoreszenzmikroskop
Auswertung der Kometen

Abb. 2.4 Ablaufschema des Comet - Assays
Schematischer Ablauf des Comet-Assays
(Schnurstein 2000)

2.6.2 Auswertung

Die Auswertung des Comet - Assays erfolgte mit einem Fluroreszenzmikroskop (Aristoplan,
Zeiss, Oberkochen) bei 340-facher VergroBerung und einer Anregungswelle von 518 nm.

Die Anfarbung der DNA erfolgte durch Zugabe einer 60 uL Ethidiumbromidlésung (2 pM in
Aqua demin.) auf jeden Objekttrager. 100 Zellen pro Objekttrager wurden mit einem Bildana-
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lysesystem (Optilas, Puchheim), das aus einer Graustufen-CCD-Kamera (Pulnix TM-765E Kine-
tic) und einem angeschlossenen PC mit der Auswertungssoftware Kinetic 5.5™ (Kinetic
Images, Liverpool, GB) besteht, bewertet.

Als MaB fir die Schadigung der DNA wurde der Parameter Tail Moment (Abb. 2.5) gewahlt, da
diese Methode sowohl die Menge der fragmentierten DNA als auch den Grad der Fragmentie-
rung berucksichtigt. Das Tail Moment berechnet sich aus dem Produkt der Schweiflange
(Grad der Fragmentierung) und dem prozentualen Anteil der Fluoreszenzintensitat des
Schweifes (Menge der fragmentierten DNA) an der Fluoreszenzintensitat des Nucleoids divi-
diert durch die Anzahl der vermessenen Zellen.

Schweiflange [um] * Intensitét [%)
100

Tail Moment =

Abb. 2.5 Berechnung des Tail-Moments

Die Bestimmung der Schweiflange (7Tail Length) wurde als Distanz zwischen der Mitte des
Nucleoids und dem duBersten Ende des Kometen bestimmt (Abb. 2.6). Fir die Bestimmung
der prozentualen Fluoreszenzintensitat wird die Leuchtkraft des Nucleoids zu der des tatsach-
lichen Schweifes ins Verhaltnis gesetzt.

Fluoreszenzintensitét [%]

Nucleoid Schweif

—_——

Schweiflange [pm]

Abb. 2.6 Tail Moment - Darstellung

Schweiflange als Distanz von Mitte Nucleoid bis Ende Schweif,
Bestimmung der DNA Menge im Schweif durch Verhéltnis Fluo-
reszenzintensitat von Nucleoid und Schweif
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Statistische Auswertung

Die statistischen Analyse und Darstellung der Daten erfolgte mittels Sigma Plot 9.0 und Sig-
ma Stat 3.1 (Systat, Erkrath, Deutschland). Zur Bestimmung der statistisch signifikant von der
Negativkontrolle abweichenden Gruppen wurde eine ANOVA on Ranks - Analyse (nicht-
parametrisch einfaktorielle Varianzanalyse) nach Kruskal-Wallis mit nachfolgendem
Dunn’s - Test gegen die Negativkontrolle durchgefiihrt.

2.7 Mikrokerntest

Um eine umfassende Beurteilung der Gentoxizitat der Probe zu ermdglichen wurde der Mik-
rokerntest zusatzlich zum Comet-Assay durchgefihrt.

2.7.1 Durchfiihrung

Die Durchfuhrung des Mirkokerntests erfolgte in Anlehnung an die ISO/DIS 21427 ,Water
Quality - Evaluation of genotoxicity by measurement of the induction of micronuclei - Part2:
Mixed population method using the cell line V79 (ISO 2004).

Exposition der Zellen

6 Stunden vor der Exposition wurden Deckglaser der GroBe 22 x 22 mm (Fa. Assistent, Sond-
heim) in Ethanol (70 %) gelegt und unter UV-Licht bestrahlt, bis das Ethanol vollstandig ver-
dampft war. Die gesauberten Deckgléaser wurden in sterile 6-Well Platten gelegt und mit
3 -4x10* Zellen in 2 ml Medium bedeckt und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Zellen wur-
den flr 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mit aquivalente Konzentrationen zum Comet - As-
say exponiert. AnschlieBend an die Exposition wurde das belastete Medium entfernt, die Zel-
len mit Puffer (HBSS, Sigma Aldrich, Deisenhofen) gewaschen, unbelastetes Medium in die
Wells pipettiert und die Zellen nochmals fiir 24 Stunden nachinkubiert, um statistisch jeder
Zelle zu ermdglichen, sich einmal nach der Belastung zu teilen. Zur Fixierung der Zellen wur-
den die Deckglaser mit einer Pinzette aus den Wells genommen, 10 min in eine 1:1 Mischung
PBS und Methanol/Essigsaure (Mischung 3 : 1) gelegt und anschlieBend weitere 10 min in
Methanol/Essigsaure (Mischung 3 : 1) getaucht.

Nach der Fixierung wurden die Praparate luftgetrocknet und bis zur Auswertung in 6-Well
Platten aufbewahrt. Zur Farbung wurde Acridine Orange (40 mg/| PBS; Sigma Aldrich, Min-
chen) verwendet. Acridine Orange bindet an DNA und RNA gleichermaBen, jedoch liegt das
Emissionsmaximum des DNA-Farbstoff-Komplexes bei einer Wellenlange von 525 nm (grin),
wahrend der RNA-Farbstoff-Komplex ein Emissionsmaximum bei 650 nm (rot) zeigt, daher
erscheinen Zellkerne nach Anregung grin, wahrend das Cytoplasma durch die RNA rot er-
scheint.
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2.7.2 Auswertung

Die Praparate wurden bei 1220-facher VergroBerung am Mikroskop (Aristoplan, Leica,
Deutschland) ausgewertet. Dazu wurden verschiedene Kriterien herangezogen, die in Abbil-
dung 2.7 dargestellt sind.

Einkerbung

Blebbing
Nase (Auflésung des Zellkerns)

Abb. 2.7 Beispiele gefundener Zellkernanomalien
a) Zellkern ohne Effekt; b) Mikrokern; Diese wurden in der weiteren Auswertung sepa-
rat gewertet, c)-e) wurden unter ,Anomalie“ zusammengefasst

Kriterien zur Bestimmung eines Mikrokerns waren: komplette Trennung vom Hauptkern, Far-
bung des Mikrokerns in derselben Weise wie der Hauptkern und Lage beider Kerne in der
gleichen Schéarfeebene. Nur das Ereignis ,Mikrokern“ wurde gewertet, unabhangig von der
Anzahl der vorliegenden Mikrokerne (Abb. 2.7 b). War ein Kern in mehrere Teilkerne zerfallen,
wurde dies als Deformation gewertet (Abb. 2.7 e). Neben dem Ereignis ,,Mikrokern® wurden
noch drei weitere Kriterien betrachtet: Einkerbung (Abb. 2.7 c), Nase (Abb. 2.7 d) und Defor-
mationen (Bsp. Abb. 2.7 e).
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2.8 Ames-Test mit Sa/lmonella typhimurium

2.8.1 Durchfiihrung

Die Durchfiihrung orientierte sich an dem Protokoll von Maron & Ames (1983) und ist in Ab-

bildung 2.8 schematisch dargestellt.

:

@ e00d || @wes [ ([ueuswies]

a)

7/

l
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Abb. 2.8 Ablaufschema Ames - Test
a) Ansatz ohne metabolische Aktivierung durch S9: Bakterien, Puffer, Probe und Agar werden in

Petrischalen gegossen, b) Ansatz mit metabolischer Aktivierung durch S9: Bakterien, S9-Mix,

Probe und Agar werden in Petrischalen gegossen

In Einmalkulturréhrchen wurden 2 ml Top-Agar (mit 10% Biotin/Histidin-Losung flir Hinter-
grundrasen), 50 pl der Testsubstanz, 500 ul Phosphatpuffer oder S9-Mix (bei metabolischer
Aktivierung, s. Kap. 2.3.4) und 100 pul Testbakterien mit Hilfe eines Vortex-Gerates gut durch-

mischt und auf Minimal-Agar in Petrischalen gegossen.

Die Platten wurden 72 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.8.2 Auswertung

Nach der Inkubation wurde zundchst der Hintergrundrasen bestimmt und die Revertanten
ausgezahlt. Wirkt die Probe toxisch auf die Bakterien, ist der Hintergrundsrasen nicht erkenn-

bar oder schwacher ausgepragt als bei der Negativkontrolle.

Die Revertantenzahlen pro m?3 Luftaquivalent wurden durch eine lineare Regression der Dosis-
Wirkungsbeziehung mit dem Programm Microsoft Excel® berechnet (Erdinger et al. 1997).



Material und Methoden 28

2.9 ELISA-Assay auf proinflammatorische Substanzen

Durch den Enzyme linked Immunoassay (ELISA) wurde das Potenzial der Probe die Ausschiit-
tung proinflammatorischer Interleukine zu induzieren ermittelt. Da die Ausschittung dieser
Zytokine in menschlichen Bronchialzelllinien sehr gut untersucht ist, wurde fiir diesen Assay
die Zelllinie Beas2B (s. Kap. 2.3.2) gewahlt.

Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Messung der Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) erfolgte Uber einen En-
zyme linked Immunosorbent Assay (ELISA). Der Assay wurde nach der ,,Sandwich® - ELISA
Technik durchgefuhrt, die zwei Antikorper wahlt, die an die Interleukine binden ohne sich zu
blockieren: Anti- Human IL (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) und Biotiny-
lated Anti-Human IL (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA; Abb. 2.9).

Peroxidase

Biotinylated
Anti - Human IL

Anti - Human IL
FKS

Abb. 2.9 ,Sandwich® - Technik des ELISA
Ablaufschema der verschiedenen Schritte des Assays;
1. Fixierung des Antikdrpers in einer Mikrotiterplatte
und Blockieren der Zwischenraume mit fotalem Kalber-
serum; 2. Zugabe von Probe in der das Antigen enthal-
ten ist; 3. Zugabe des 2. Antikdrpers mit Meerrettich-
peroxidase, der ebenfalls an das Antigen bindet; 4. Zu-
gabe von Tetramethylbenzidin

Der Anti- Human IL wird in einer Mikrotiterplatte fixiert und die Zwischenrdume mit fotalem
Kélber Serum (FKS) blockiert, so dass eine eventuelle Anheftung des zweiten Antikorpers
(Biotinylated Anti - Human IL) am Boden der Wells verhindert wird (Abb. 2.9 1.). Nach der Fi-
xierung wird die Probe mit dem Antigen dazugegeben und bindet an die fixierten Antikdrper
(Abb. 2.9 2.). Nach einem Waschvorgang, um die Reste der Probe zu entfernen, wird der zwei-
te Antikodrper zugegeben und bindet ebenfalls an das Antigen (Abb. 2.9 3.). An diesen zweiten
Antikorper ist eine Meerrettichperoxidase gekoppelt, die das anschlieBend zugegebene Sub-
strat (Tetramethylbenzidin, TMB) umsetzt (Abb. 2.9 4.). Durch die Umsetzung kommt es nach
dem Abstoppen der Reaktion mit einer Sdure zu einem Farbumschlag von blau nach gelb. Je
hoher die Konzentration des Antigens in der Probe war, desto hoher ist die Umsetzungsrate
von TMB und umso starker ist die Farbintensitat nach dem Abstoppen. Diese Farbintensitat
kann mit einem Photometer quantifiziert werden.
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Anhand eines Standards mit bekannten Konzentrationen wurde eine Standardkurve erstellt,
aus der die Konzentrationen der Probe abgelesen werden konnten.

2.9.1 Durchfiihrung

Die Messung der Zytokinausschiuttung wurde mit einem Human IL-8 ELISA Set bzw. Human
IL-6 ELISA Set (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) und nach dessen
Gebrauchsanleitung durchgefihrt.

Zunachst musste der Capture Antibody (Anti-Human IL) 1:250 in Coating Buffer
(0,1 M Na,COg, pH 9,5) verdiinnt werden. AnschlieBend wurden 100 pl dieser Losung in jedes
Well einer 96-Well Platte gegeben. Die Platte wurde verschlossen und uber Nacht bei 4 °C
inkubiert.

Am darauf folgenden Tag wurde die Flissigkeit aus den Wells abgenommen und verworfen.
Die Wells wurden drei Mal mit 300 pl einer Waschlosung (PBS mit 0,05 % Tween-20) pro Well
gewaschen und nach dem letzten Waschgang umgekehrt auf ein aufsaugendes Papier gelegt,
um Reste der Waschlosung zu entfernen. Freie Stellen im Well, auf denen sich kein Antikorper
angeheftet hatte wurden mit 200 pl einer Assay Diluent Lésung (PBS mit 10 % FKS, pH 7,0)
blockiert und die Platte fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte ein
erneuter dreimaliger Waschvorgang.

In jedes Well der vorbereiteten Platte wurden entweder 100 ul des Uberstands (Kap 2.5.2)
oder 100 ul eines Standards pipettiert, anhand dessen die vorhandene IL - Konzentration in
jedem Well berechnet wurde. Nach der Zugabe wurde die Platte verschlossen und bei Raum-
temperatur zwei Stunden inkubiert. Danach wurde der Uberstand entfernt und jedes Well fiinf
Mal mit der Waschldosung gewaschen. AnschlieBend wurden 100 ul einer Working Detector
Losung (Detection Antibody gelOst in einer 1: 250 Verdunnung in Assay Diluent, Enzyme Rea-
gent gelost in einer 1:250 Verdinnung in Detection Antibody) in jedes Well pipettiert, die
Platte verschlossen und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolg-
ten sieben Waschvorgéange, in denen die Waschlosung bei jeweils 30 s bis 1 min einwirken
musste.

2.9.2 Auswertung

Nach dem letzten Waschvorgang wurden in jedes Well 100 pl Substrate Solution (Tetra-
methylbenzidin, Wasserstoffperoxid, Pharmingen™ TMB Reagent Set, San Diego, USA) gege-
ben und die Platte 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Um die Umsetzung des
Substrats durch das Enzym zu stoppen wurde, in jedes Well 50 ul Stop Solution (1 M Schwe-
felsaure) pipettiert und die Menge an umgesetztem Substrat in einem Mikrotiterplattenreader
(GENios, Fa. Tecan) photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmt.



Material und Methoden 30

2.10 Chemische Analysen

Zur naheren chemischen Charakterisierung bestimmter Extrakte aus den Probenahmen in
Anlage A und B wurden die in diesem Kapitel beschriebenen Verfahren der Studie von Erdin-
ger et al. (1997) gewahlt.

2.10.1 Trennung nach Saure/Basen-Eigenschaften

Die Trennung nach Saure/Basen-Eigenschaften erlaubt eine grobe Aufreinigung komplexer
Stoffgemische zur Analyse der aktiven Fraktion in den Bioassays. Dazu wurde das unten ab-
gebildete Trennungsschema zur Flissig/Flissig-Trennung durchgefiihrt (Abb. 2.10). An-
schlieBend an die Trennung wurde die Probe geteilt und das Dichlormethan abgeblasen. Ein
Teil der Probe wurde in Aceton riickgelost und fir die GC-MS - Analyse (s. Kap. 2.10.2) be-
reitgestellt. Der andere Teil wurde in DMSO riickgeldst und in ausgewahlten Bioassays einge-

setzt.
Probe geldst in Dichlormethan
I
Natriumecarbonat
I
I I
Organische Phase Wassrige Phase
I
Matriumhydroxid Salzsléure
I
| | Dichl | th
. Ichiormetnan
Organische Phase Wassrige Phase |
|
| | l__ Organische Phase
Salzsaure
Organische Phase Wassrige Phase I Starke Siuren
| Dichlormethan
Neutrale Natriumhydroxid |
Verbindungen I Organische Phase

Dichlormethan

| Schwache Sauren
Organische Phase

Basen

Abb. 2.10 Trennungsschema nach Saure/Basen-Eigenschaften.

2.10.2 Gaschromatographie mit Massenspektrometrie - Kopplung

Zur |dentifizierung der Verbindungen in den Fraktionen wurde eine Analyse mittels Gaschro-
matographie mit Massenspektrometrie - Kopplung durchgefiihrt. Der Gaschromatograph dient
dabei zur Auftrennung des Stoffgemisches, wahrend das Massenspektrometer zur Identifizie-
rung der Stoffe die Spektren mit einer Datenbank abgleicht.
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Zu Detektion von Sauren und Basen missen diese zuvor derivatisiert werden. Die Derivatisie-
rung kann zu einer besseren Auftrennung und zu einer Erhdhung der Nachweisempfindlichkeit
fuhren (Vycudilik 1977). Die Derivatisierung der Sauren wurde durch eine Methylierung mit
Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH, Macherey-Nagel, Diren) erreicht. Dazu wurden vor dem
Einspritzen in die GC-MS in 100 pl der acetonischen Lésung 10 yl TMSH dazugegeben. Eine
Derivatisierung der Basen ware mit Diazomethan mdéglich, da Diazomethan jedoch stark giftig
ist, wurde auf die Verwendung verzichtet und die Basen underivatisiert eingespritzt.

Bei der in dieser Analyse verwendeten Sdule handelte es sich um eine HP-5 MS (Firma Alli-
gent Technologies, Waldbronn). Sie war 30 m lang und 0,25 pym dick. Als Tragergas wurde
Helium mit einer Geschwindigkeit von 1,25 ml pro Minute in die Saule eingeleitet.

Zur Auftrennung des Gemisches wurde folgendes Temperaturprogramm gewahilt:

Durch einen Autosampler wurden 2 ul der Probe in den Injektor eingespritzt. Dieser erhitzte
die Probe auf 290 °C, um eine vollstandige Verdampfung der Probe zu erreichen. Die Saule
war in einem Ofen befestigt, um durch kontrolliertes Erwarmen der Sdule eine bessere Auf-
trennung zu erreichen. Die Anfangstemperatur betrug 50 °C und wurde fiir eine Minute auf
dieser Hohe gehalten. AnschlieBend erfolge eine Erhohung der Temperatur von 4 °C pro Mi-
nute bis eine Temperatur von 290 °C erreicht wurde, die dann fur finf Minuten gehalten wur-
de.

2.10.3 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS)

Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (Inductively Coupled Plasma - Mass
Spectrometry, ICP-MS) ist eine Analysenmethode in der anorganischen Elementanalytik.

Zur Analyse der Proben wurde das Aceton mit Stickstoff abgeblasen und die Probe in
65 prozentiger Salpetersaure rickgeldst. Zur vollstandigen Oxidation der Probe wurden die
Reagenzglaser tber Nacht mit lose aufgelegtem Deckel in einen Laborabzug gestellt. Am
nachsten Tag wurde eine 1: 10 und eine 1: 100 Verdinnung der Probe mit 35 prozentiger
Salpetersaure angesetzt und mit Hilfe eines Autosamplers in das Gerat eingespritzt.
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3 Ergebnisse

Das folgende Kapitel gibt zundchst einen Uberblick iiber Darstellungsweise und Bewertung
der Ergebnisse der Bioassays (Kap. 3.1). Darauf folgt die Darstellung der Einzelergebnisse
(Kap. 3.2 - 3.4). Zusatzlich zu den Luftproben wurden in jedem Bioassay Prozesskontrollen
untersucht. Daflr wurden leere Filter, die in den Filtervorrat des Samplers eingefiigt, jedoch
nicht mit Staub beaufschlagt worden waren, verwendet (s. Kap. 2.1.2).

3.1 Ergebnisdarstellung und -bewertung
3.1.1 Expositionsszenarien

Zur Bewertung der toxischen Wirkung der Luftproben und Interpretation ihres Gefahrdungspo-
tenzials sind verschiedene BezugsgroBen moglich. In dieser Studie wurden zwei Expositions-
szenarien angenommen und die Wirkung der Proben in den Bioassays bezogen auf diese Sze-

narien interpretiert.
In der Anlage

Das erste Szenario geht von einer Belastung von Arbeitern
direkt in der Anlage aus (Abb. 3.1). BezugsgroBe ist hier-
bei das Volumen der Luft in m3, deren Staub extrahiert
wurde und mit deren Extrakt die Zellen belastet wurden.
Uber einen Zeitraum von jeweils einer Woche wurden je
nach Probenahmestelle aus 1000 - 6000 m3 Luft Staube
auf Filtern gesammelt, weiter aufbereitet (s. Kap. 2.2) und
in einer definierten Konzentration [m3/ml] in den Bioas-
says eingesetzt. Die BezugsgroBe ist daher unabhangig
von der Partikelanzahl. Wurde beispielsweise mehrfach
gefilterte Luft, untersucht, so wurden weit weniger Partikel

(@) (@)
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Abb. 3.1 In der Anlage
Szenario 1, der Arbeiter befin-
det sich in der Anlage und ist
der Luft mit ihren Bestandteilen
direkt ausgesetzt

extrahiert als in der Abluft der Anlage, die ihrerseits sehr partikelreich ist.

Immissionsprognose

Basis des zweiten Szenarios ist die Partikelkonzentration
in der Anlage. Dabei wird rechnerisch angenommen, dass
die Partikel aus der Abluft in einer Konzentration vorkom-
men, die einer Konzentration an Stauben in der Umge-
bungsluft entspricht (Abb. 3.2). Dieses Szenario soll zei-
gen, ob die Partikel auch in Konzentrationen in denen
Luftstéube alltéglich vorliegen, eine toxische Wirkung zei-
gen oder ob nur die Quantitat der Partikel fur die Toxizitat
verantwortlich ist.

Abb. 3.2 Immissionsprognose
Szenario 2, der Kontakt mit
Stduben aus der Anlage erfolgt
tber die Umgebungsluft und
liegt daher verdiinnt vor.
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3.1.2 Darstellung und Bewertung der Bioassays

Im folgenden Kapitel 3.2 werden die Ergebnisse der Bioassays auf die oben beschriebenen
Szenarien nach den folgenden Methoden ausgewertet.

In der Anlage

Im Technical Guidance Document for human health hazard assesment (TGD) der Organisation
fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD 2006) wird in Tab. 3.1 (Abb. 3.3
fur Arbeiter mit leichter korperlicher Anstrengung ein Atemvolumen von 10 m?3 pro Arbeitstag

8 h) angenommen.

Table 3-1 Default physiological parameters under the allometric scaling principle

Respiratory volume light
activity for worker (wRV)

8 h exposure

10 m’

person

also Table 3-2)

10 m8 / Arbeitstag angenommen.

Abb. 3.3 Tabelle aus TGD der OECD
Fir Arbeiter mit leichter kdrperlicher Anstrengung wird ein Atemvolumen von

a  Difference between metabolic rate scaling and body weight scaling for rats and humans: 4 (see

Daher wurde die hochste Konzentration in
den verwendeten Bioassays auf 10 m3
Luftprobe pro ml Medium festgelegt. Die
Definition der Bewertung der Ergebnisse
ist in Abbildung 3.4 dargestellt.
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Abb. 3.4 Beispielhafte Bewertung der Effekte
in verschiedenen Konzentrationsbereichen
5-10 m8/ml + (grun), 2,5 - 5 m8/ml ++ (gelb),
< 2,5 m3/ml +++ (rot); Probe A, B und C dienen
als beispielhafte imagindre Werte zur Veran-
schaulichung der Bewertungsgrenzen
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Immissionsprognose

Seit 2005 gilt die in deutsches Recht um-
gesetzte Richtlinie der EU Uber Grenzwerte
fir Schwefeldioxid, Stickstoff-dioxid und
Stickstoffoxide, Partikel und Blei in der
Luft (EU 1999). Nach dieser Richtlinie darf
eine Feinstaubkonzentration von 50 pg
Feinstaub pro m? Luft nur an 35 Tagen im
Jahr Uberschritten werden. In Anlage A
konnte wahrend der Immissionsmessung
ein Jahresmittelwert von 20 pug/m3 ermit-
telt werden. Zur Betrachtung des zweiten
Szenarios wurde ein worst case von
durchgangig 50 ug/m3 angenommen. Bei
10 m3 Atemvolumen pro Arbeitstag (s.
oben) wirde die Lunge mit 500 pg pro Tag
beaufschlagt werden. Daher wurde die
obere Grenze zur Bewertung der Effekte
bei 500 ug extrahierter Staub pro ml Me-

0,50

Immissionsprognose

0,25 A

o

Partikelaquivalente [mg/ml]

Probe A Probe B Probe C

Abb. 3.5 Beispielhafte Bewertung der Effekte
in verschiedenen Konzentrationsbereichen
0,25 - 0,5 mg/ml + (grun), 0,125 - 0,25 mg/ml
++ (gelb), <0,125 +++ (rot); Probe A, B und C
dienen als beispielhafte imaginare Werte zur
Veranschaulichung der Bewertungsgrenzen

dium festgelegt (Abb. 3.5). Analog zur Betrachtung /n der Anlage wurde die Bewertung fir

Effekte in den entsprechenden Konzentrationsbereichen wie in Abbildung 3.5 festgelegt.

3.2 Prozessketten der Anlagen A und B

3.2.1 Partikelkonzentrationen

Durch Auswiegen der Filter vor und nach der Belegung wurde Uber das angesaugte Volumen

und die Zeitdauer der Messung die Konzentration der Partikel in der Luft nach folgender Glei-

chung (Abb. 3.6) berechnet.

Filterbeaufschlagt - FilterIeer [Ug]

C(Partikel)
Angesaugtes Volumen [m?3]

Abb. 3.6 Konzentrationsberechnung
Verwendete Gleichung zur Berechnung der
Partikelkonzentration aus Filtergewicht
und angesaugtem Volumen des Samplers
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Da der Sampler wahrend der Beprobung der Prozessketten ohne PMi, Vorabscheider ver-
wendet wurde, wurden die Filter mit Gesamtstaub beaufschlagt und nicht ausschlieBlich mit
Feinstaub.

In den nachfolgenden Tabellen 3.1 bis 3.4 sind die Partikelkonzentrationen des Gesamtstaubs
an den angegebenen Probenahmestellen zu den entsprechenden Probenahmezeitpunkten
aufgelistet.

Tab. 3.1 Partikelkonzentrationen der Anlage Al zur Zeit der Probe-
nahme

Nach Auswiegen der Filter errechnete Partikelkonzentrationen zur Zeit der
jeweiligen Probenahme

Probenahmestelle Zeitraum Partikelkonzentration [ug/m3]
04.09. - 08.09.06 25,97
AuBenluft 16.10. - 20.10.06 34,23
05.02. - 09.02.07 21,15
- 3107.-040806 12,24
Filtrierte Luft 18.09. - 22.09.06 17,85
19.03. - 23.03.07 15,85
 31.07.-040806 79533
Abluft vor War- 48 09 _22.09.06 834,95
metauscher 19.03. - 23.03.07 878,18
 0409.-08.09.06 506,45
Abluft nach War- 44 10 _20.10.06 516,61

metauscher
05.02.-09.02.07 717,27
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Tab. 3.2 Partikelkonzentrationen der Anlage All und nach der
Verbrennung zur Zeit der Probenahme

Nach Auswiegen der Filter errechnete Partikelkonzentrationen zur Zeit
der jeweiligen Probenahme

Probenahmestelle Zeitraum Partikelkonzentration [ug/m3]
14.08.- 18.08.06 16,70
AuBenluft 09.10.-13.10.06 34,53
19.02.-23.02.07 45,69
07.08.-11.08.06 11,15
Filtrierte Luft 25.09.-29.09.06 15,43
12.03.-16.03.07 33,98
07.08.-11.08.06 449,59
Abluft vor War- 25.09.-29.09.06 556,83
metauscher
12.03.-16.03.07 686,72
14.08. - 18.08.06 187,99
Abluft nach War- 49 10.-13.10.06 432,74
metauscher
19.02.-23.02.07 427,85
10.07.-14.07.06 332,40
Abluft nach 11.09. - 15.09.06 134,05
Verbrennung
26.03.-30.03.07 182,68

Tab. 3.3 Partikelkonzentrationen der Anlage Bl zur Zeit der Probe-
nahme

Nach Auswiegen der Filter errechnete Partikelkonzentrationen zur Zeit
der jeweiligen Probenahme

Probenahmestelle Zeitraum Partikelkonzentration [ug/m3]
23.10.-27.10.06 25,89

AuBenluft 27.11.-01.12.06 33,53

Zuluft nach War- 30.10.-03.11.06 18,57

metauscher 20.11.-24.11.06 17,59

Abuft vor Wirme- 30.10.-03.11.06 257,70

tauscher 20.11.-24.11.06 204,40
23.10.-27.10.06 247,04

Abuft nach War- 57 14 _01.12.06 218,28

metauscher
22.01.-26.01.07 317,35
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Tab. 3.4 Partikelkonzentrationen in Anlage Bll zur Zeit der Probe-
nahme

Nach Auswiegen der Filter errechnete Partikelkonzentrationen zur Zeit
der jeweiligen Probenahme

Probenahmestelle Zeitraum Partikelkonzentration [ug/m3]
06.11.-10.11.06 33,58
AuBenluft
11.12.-15.12.06 23,30
Zuluft nach War- 13.11.-17.11.06 36,78
metauscher 04.12.-08.12.06 29,34
Abluft vor Warme- 13.11.-17.11.06 356,34
tauscher 04.12.-08.12.06 252,87
Abluft nach War- 06.11.-10.11.06 330,59
metauscher 11.12.-15.12.06 326,86
15.01.-19.01.07 6,61
Filtrierte Luft 22.01.-26.01.07 5,70
29.01.-02.02.07 15,78

Sowohl Anlage A und Anlage B zeigen eine deutlich erhohte Partikelkonzentration in der Ab-
luft im Gegensatz zur angesaugten AuBenluft und der Probenahmestelle ,filtrierte Luft®.

3.2.2 Prozesskontrollen

Die Prozesskontrollen stellen sicher, dass die Effekte in den Bioassays nicht durch die Filter
auf denen die Staube beaufschlagt worden waren oder deren Aufbereitung entstanden. Aus
jedem Probenahmezyklus wurden Filter, die zur Zeit der Probenahme im Gerat waren, jedoch
nicht mit Staub beaufschlagt wurden, entnommen und auf dieselbe Weise aufbereitet wie die
Staubextrakte. Die Prozesskontrollen sollen einen worst case darstellen. Da die hohe Parti-
kelkonzentration in den Abluftproben zu einer hohen Anzahl an verwendeten Filtern (6
Stick) flhrte, wurde auch die Prozesskontrollprobe aus 6 Filtern erstellt. Tabelle 3.5 fasst die
Prozesskontrollen zusammen.

Tab. 3.5 Prozesskontrollen der Anlagen A und B

Name Herkunft Zeitraum Anzahl
Kontrolle 1 Feldkontrolle aus Zyklus 1 in Anlage A 10.07.-08.09.06 6
Kontrolle 2 Feldkontrolle aus Zyklus 2 in Anlage A 11.09.-20.10.06 1
Kontrolle 3 Feldkontrolle aus Zyklus 1 in Anlage B 23.10.-17.11.06 1

Kontrolle 4 Feldkontrolle aus Zyklus 3 in Anlage A 05.02.-30.03.07 1
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3.2.3 Bestimmung der Cytotoxizitat
Filterextrakte

Das cytotoxische Potenzial der acetonischen Filterextrakte der Proben aus Anlage A und An-
lage B wurde an der Saugerzelllinie V79 mit dem Endpunkt Neutralrotretention untersucht
(vgl. Kap. 2.4). Die Bewertung des cytotoxischen Potenzials erfolgte anhand des NRso-Wertes,
der angibt, bei welcher Schadstoffkonzentration 50 % der Zellen im Vergleich zur Negativkon-
trolle Uberleben.

Aus drei unterschiedlichen Probenahmezeitraumen wurde fiir jede Probe der NRso-Wert in
drei Replika mit und ohne metabolischer Aktivierung (s. Kap. 2.3.4) graphisch ermittelt und
auf die in Kap. 3.1.1 beschriebenen Szenarien bezogen. Die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen aller Werte aus Anlage A sind in Abbildung 3.7 dargestellt. Keine der Kontrollproben
(Kap. 3.2.2) I6ste einen Effekt im Cytotoxizitatstests aus.
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Abb. 3.7 NR;so-Werte der Cytotoxizititstests, Anlage A

n.b. = nicht bestimmbar, in keiner Probe konnte ein NRso-Wert ermittelt werden; A v W = Abluft vor
Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher; Zahlen zeigen die Anzahl positiver Tests aus
drei Probenahmezyklen;

a) Szenario 1: direkt in der Anlage

b) Szenario 2: Immissionsprognose

AnWund Av W zeigen in a) und b) ein deutlich hdheres cytotoxisches Potenzial als die AuBenluft
und die filtrierte Luft

Die Proben aus der Abluft (A v W und A n W) zeigen sowohl in Anlage Al und All in beiden
Szenarien ein hdheres cytotoxisches Potenzial als die Proben aus der AuBenluft und der filt-
rierten Luft. In der AuBenluft konnte nur in einer Probe ein NRsg-Wert bestimmt werden. Diese
Probe wurde im Zeitraum 19.02. - 23.02.07 in der AuBenluft von Anlage All gesammelt und
hatte im Vergleich zu den anderen AuBenluftproben einen sehr hohen Staubgehalt
(45,69 pg/ms; s. Tab. 3.2).
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Zur Bewertung der Proben aus Anlage B wurden ebenfalls aus unterschiedlichen Probenah-
mezeitrdaumen fur jede Probe der NRsg-Wert in drei Replika mit und ohne metabolische Akti-
vierung graphisch ermittelt und auf die in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Szenarien bezogen. Die
filtrierte Luft und die Abluft nach dem Warmetauscher aus Anlage Bl konnten jeweils drei Mal
beprobt werden, die restlichen Proben konnten nur zwei Mal gesammelt werden (vgl. Kap.
3.2.1). Die Mittelwerte und Standardabweichungen aller Werte sind in Abbildung 3.8 darge-
stellt.
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Abb. 3.8 NRso-Werte der Cytotoxizititstests, Anlage B

n.b. = nicht bestimmbar, in keiner Probe konnte ein NRsg-Wert ermittelt werden; Z n W = Zuluft
nach Warmetauscher, A v W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher;
Zahlen zeigen die Anzahl positiver Tests aus zwei Probenahmezyklen, drei Probenahmezyklen aus
filtrierter Luft und A n W Anlage BI

a) Szenario 1: direkt in der Anlage

b) Szenario 2: Immissionsprognose

AvWund An W Anlage Bl zeigen in a) und b) Effekte, keine Cytotoxizitat in Anlage BIl detektierbar

Die Proben aus Anlage B zeigen eine deutlich geringere Cytotoxizitat als die Proben aus Anla-
ge A, insbesondere in Bll im Vergleich zu All. In beiden Szenarien konnte nur in der Abluft der
Anlage Bl eine Cytotoxizitat festgestellt werden.

Legt man flr die Proben aus Anlage A die in Kapitel 3.1.2 beschriebenen MaBstabe zur Be-
wertung an, erhalt man die in Tabelle 3.6 dargestellten Ergebnisse. Es ist deutlich zu erken-
nen, dass die Toxizitat der Abluft durch die Menge an extrahierten Partikeln hervorgerufen
wird, da der Effekt durch rechnerische Verdinnung der Konzentration auf normale Konzentra-
tionen an Stduben in der AuBenluft aufgehoben werden kann.
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Die metabolische Aktivierung der Stoffe durch Zugabe des S9-Mixes (s. Kap. 2.3.4) fuhrte in
keinem Fall zu einer Verstarkung des toxischen Effekts. Bei den Proben aus Anlage Al und der
Abluft aus der Verbrennung hatte die Aktivierung keinen Effekt auf die Cytotoxizitat, in Anlage
All hingegen fuhrt sie zu einer Verminderung der Effekte.

Tab. 3.6 Bewertung der Cytotoxizitatsergebnisse, Anlage A
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung; A v W = Abluft
nach Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

Al All

i AuBen-  Filtrierte i AuBen-  Filtrierte i Verbren-

: AvW AnW | AvW AnW |

v Juft Luft v uft Luft ' nung
In der Anlage -/ -/ ++/ ++/ -/ -/ +++/ +++/ ++/
Immissionsp. | -/ -/ -/ /L -/ +/ S

Fir die Proben aus Anlage B ergeben sich nach Anwendung der in Kapitel 3.1.2 beschriebe-
nen MaBstabe die in Tabelle 3.7 dargestellten Ergebnisse. Es ist deutlich zu erkennen, dass
nur in der Abluft des Bl eine Toxizitat gefunden werden konnte. Die Abluft der Anlage BIl wirkt
nicht cytotoxisch auf die Zellen. Die metabolische Aktivierung der Stoffe durch Zugabe des
S9-Mixes (s. Kap. 2.3.4) bewirkt eine Verminderung der Toxizitat der Stoffe in der Abluft vor
dem Warmetauscher aus Anlage Bl von der Einstufung ++ zu +, bzw. + zu -.

Tab. 3.7 Bewertung der Cytotoxizititsergebnisse, Anlage B

schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung; Z v W = Zuluft vor
Warmetauscher, Z n W = Zuluft nach Warmetauscher, A v W = Abluft nach Warmetauscher, An W =
Abluft nach Warmetauscher

BI BII
i AuBen- i AuBen- i Filtrierte
: ZnW  AVW  AnW | nW  AVW  AnW |
v uft v uft v Luft
In der Anlage -/ -/ ++/ +/ -/ -/ -/ -/ -/
Immissionsp. -/ -/ +/ -/ -/ -/ -/ -/ -/
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3.2.4 Comet - Assay

Der Comet - Assay mit der Saugerzelllinie V79 wurde zur Bestimmung der Gentoxizitat der
acetonischen Filterextrakte, wie in Kapitel 2.6 beschrieben, durchgefihrt.

Aus drei unterschiedlichen Probenahmezeitraumen wurde in Anlage A fir jede Probe mit und
ohne metabolische Aktivierung die niedrigste Konzentration ermittelt, bei der ein statistisch
signifikanter gentoxische Effekt im Vergleich zur Negativkontrolle bestand (lowest observable
effect concentration, LOEC) und auf die in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Szenarien bezogen.
Die Mittelwerte und Standardabweichungen aller Werte sind in Abbildung 3.9 dargestellt. Kei-
ne der Kontrollproben (Kap. 3.2.2) I6ste einen Effekt im Comet - Assay aus.

a) 12 - b) 4
) Anlage A EE ohne Aktivierung ) Anla_lg(? A = ohne Aktivierung
In der Anlage = mit Aktivierung Immissionsprognose [ mit Aktivierung

10 4 M

LOEC [m3]
o ©
Zunehmende
Toxizitat
LOEC [mg/ml]
Zunehmende
Toxizitat

Abb. 3.9 LOEC-Werte aus dem Comet - Assay, Anlage A
n.b. = nicht bestimmbar, flir keine Probe konnte ein LOEC festgestellt werden; A v W = Abluft vor
Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher; Zahlen zeigen die Anzahl positiver Tests

aus drei Probenahmezyklen;
a) Szenario 1: direkt in der Anlage, deutliche Gentoxizitat der Abluftproben
b) Szenario 2: Immissionsprognose, Zuluftproben gentoxischer als Abluftproben

Bezogen auf Szenario 1 (/In der Anlage, Abb. 3.9 a) wirkten die Proben der Abluft gentoxischer
im Comet-Assay als die Proben aus der AuBenluft. In der Zuluft der Anlage All konnte wah-
rend aller Probenahmen ein Effekt festgestellt werden, so dass diese Effekte nicht génzlich
auf die klimatischen Bedingungen zurlickzufiihren sind. Weder fiir die Abluft nach dem War-
metauscher in Anlage Al noch fir die Abluft nach der Verbrennung konnte ein LOEC im Co-
met - Assay bestimmt werden. Aufgrund der hohen Cytotoxizitdat der Proben konnte jedoch
keine hohere Konzentration eingesetzt werden, da der Zerfall der DNA wéahrend des Abster-
bens der Zellen eine Gentoxizitat vorgetauscht hatte. Die Zugabe des S9-Mixes zur metaboli-
schen Aktivierung bestimmter Stoffe (vgl. Kap. 2.3.4), fihrte in allen Proben zu erhdhten
LOECs und damit zu einer Verminderung der gentoxischen Wirkung.



Ergebnisse 43

Zur Bewertung der Proben aus Anlage B wurden ebenfalls aus unterschiedlichen Probenah-
mezeitrdumen fir jede Probe mit und ohne metabolische Aktivierung die niedrigste Konzent-
ration ermittelt, bei der ein statistisch signifikanter gentoxischer Effekt gegentiber der Nega-
tivkontrolle nachzuweisen war und auf die in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Szenarien bezogen.
Die gefilterte Luft und die Abluft von Anlage Bl nach dem Warmetauscher konnten jeweils drei
Mal beprobt werden, die weiteren Proben konnten nur zwei Mal gesammelt werden. Die Mit-
telwerte und Standardabweichungen aller Werte sind in Abb. 3.10 dargestellt.
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Abb. 3.10 LOEC-Werte aus dem Comet Assay, Anlage B

n.b. = nicht bestimmbar, fir keine Probe konnte ein LOEC festgestellt werden; Z n W = Zuluft nach

Warmetauscher, A v W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher; Zahlen

zeigen die Anzahl positiver Tests aus zwei Probenahmezyklen, drei Probenahmezyklen bei filtrierter

Luft und A n W Anlage Bl

a) Szenario 1: direkt in der Anlage, Av W und A n W Anlage Bl zeigen starkere Gentoxizitat als
AuBenluft und Z n W, keine Gentoxizitat in A n W Anlage Bll bestimmbar

b) Szenario 2: Immissionsprognose, Zuluftproben (AuBenluft und Zn W) zeigen stérkere
gentoxische Effekte als Abluftproben (A v W und A n W), starke Effekte auch in den Proben der
filtrierten Luft nach metabolischer Aktivierung

Im Bereich Bl in Szenario 1 (In der Anlage, Abb. 3.10 a) konnte wie bereits in Anlage A in der
Abluft vor und nach dem Warmetauscher eine hohere Gentoxizitat als im Zuluftbereich fest-
gestellt werden. In Anlage Bll hingegen war die Gentoxizitat in der Abluft nach dem Warme-
tauscher nicht bestimmbar, wahrend vor dem Warmetauscher eine geringe Gentoxizitat in
einer der Proben gefunden werden konnte. Die Zugabe von S9-Mix zur metabolischen Aktivie-
rung von Stoffen fihrte bei der Belastung mit den Proben Zuluft nach Warmetauscher in Anla-
ge BI, Abluft nach Warmetauscher in Anlage Bl und der AuBenluft vor Anlage BIl zu niedrige-
ren LOECs und damit zu einer Verstarkung des gentoxischen Effekts.
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Legt man flr die Proben aus Anlage A die in Kap. 3.1.2 beschriebene Bewertungsmethode an,
erhalt man die in Tab. 3.8 aufgelisteten Ergebnisse.

Tab. 3.8 Bewertung der Ergebnisse des Comet-Assays, Anlage A
Toxizitdt der Abluft durch Menge an Partikeln, schwarz = ohne metabolische Aktivierung,
grau = mit metabolischer Aktivierung; Av W = Abluft vor Warmetauscher, An W = Abluft nach

Warmetauscher,
Al Al
' AuBen-  Filtrierte i AuBen- Filtrierte ' Verbren-
! vW AnW AvW AnW .
v luft Luft v Juft Luft ' nung
| ! +++/ !
In der Anlage @ +/ -/ +++/ -/ Lo/ +/ +++/ v/
Immissionsp. | ++/ -/ -/ -/~ L/ ++/ ++/ /- -/

Unterschiede in beiden Bezugsszenarien sind in allen Proben erkennbar. In den Abluftproben,
insbesondere in Anlage Al, kommt es zu einer geringeren Einstufung des Gefahrungs-
potenzials bei rechnerischer Verdinnung der Partikelkonzentration auf Werte der AuBenluft.
Die gentoxischen Effekte werden daher durch die Menge an extrahiertem Material ausgelost,
nicht jedoch durch eine extreme Toxizitét der Partikel. Die Zuluft hingegen erweist sich bezo-
gen auf die Luftmenge als weniger toxisch als bezogen auf die Partikel selbst, da sie im Ver-
gleich zur Abluft sehr wenige Partikel enthélt, die jedoch ein gentoxisches Potenzial aufwei-
sen.

In Tabelle 3.9 sind die Ergebnisse nach der Bewertung, der in Kap. 3.1.2 beschriebenen Me-
thode fiir die Proben aus Anlage B, aufgelistet.

Tab. 3.9 Bewertung der Ergebnisse des Comet-Assays, Anlage B

Toxizitdt der Abluft durch Menge an Partikeln, schwarz = ohne metabolische Aktivierung,
grau = mit metabolischer Aktivierung; Zn W = Zuluft nach Warmetauscher, Av W =Abluft vor
Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

BI | BII
| AuBen- | AuBen- ! Filtrierte
! ZnW AvW AnW | ZnW AvW AnW |
luft ! luft ¢ Luft
In der Anlage -/ ++/ -/ ++/ +/ +/ +/ -/ -/

Immissionsp.é -/ +++/ -/ -/ §+++/ +/ -/ -/ -/
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Unterschiede sind in Tab. 3.9 deutlich vor allem im Zuluftbereich (Zuluft nach Warmetauscher
Anlage Bl, AuBenluft Anlage BIl) und in der filtrierten Luft zu erkennen. Die hohere Einstufung
resultiert aus der geringen Partikelzahl, da hier geringe Partikelmengen bereits einen Effekt
im Comet-Assay hervorriefen. Anders hingegen verhalt es sich in Anlage B in der Abluft der
Anlage BIl. Die hohe Einstufung aus Szenario 1 (/n der Anlage) wird in Szenario 2 (Immissions-
prognose) deutlich reduziert, da die rechnerische Verdinnung der Partikelkonzentration auf
die AuBenluft, den Effekt unter die definierten Grenzen driickt.

3.2.5 Mikrokerntest

Als zusatzlicher Gentoxizitatstest zum Comet-Assay wurde, wie in Kapitel 2.6 beschrieben,
der Mikrokerntest durchgefiihrt. Dabei wurde sowohl das Potenzial der Probe, Mikrokerne zu
induzieren, betrachtet, als auch Anomalien des Zellkerns hervorzurufen. Beide Endpunkte
wurde bei der Auswertung betrachtet und werden im folgenden Kapitel getrennt bewertet.

Mikrokerne

Zur Ermittlung der LOECs (lowest observable effect concentrations) wurden zunachst alle Ne-
gativkontrollen (Anlage A und B) gemittelt und deren Standardabweichung bestimmt. Die
Werte lagen ohne metabolische Aktivierung durch S9-Mix bei 1,43 % + 0,43, im Ansatz mit
metabolischer Aktivierung durch S9 bei 2,71 % + 1,24. Die Standardabweichung wurde ver-
doppelt und zum Mittelwert hinzuaddiert, um Grenzen zu definieren, ab der ein Effekt auftritt.
Durch die Verdopplung der Standardabweichung konnte sichergestellt werden, dass mit
97,5 prozentiger Wahrscheinlichkeit kein Wert falsch positiv bewertet wurde. AnschlieBend
wurde graphisch die Konzentration ermittelt, bei der ohne S9-Mix 2,5 % und mit S9-Mix 5,5 %
Mikrokerne erreicht wurden. Diese Werte wurden als LOECs festgelegt.

Abb. 3.11 zeigt die Mittelwerte aller LOECs mit Standardabweichung. Da die Zellen im Mik-
rokerntest sensitiver als der Comet - Assay auf die Exposition reagierten, wurde bei Szenario
1 (In der Anlage) eine andere Bewertung herangezogen als in Kapitel 3.1.2. Die Proben aus
der filtrierten Luft dienten fiir diesen Test als Referenz, da die Luft, wenn sie diesen Probe-
nahmepunkt erreicht, bereits mehrere Filter durchlaufen hat und als ,sauber® gilt. Zur Be-
stimmung der Effektgrenze wurde der Mittelwert aus allen Werten der Proben aus der filtrier-
ten Luft gebildet und die Standardabweichung addiert und subtrahiert. Werte, die in diesem
Bereich lagen, galten als ,negativ® und sind in Abbildung 3.11 durch graue Balken gekenn-
zeichnet. Werte unterhalb der Grenze von 2,5 m3 wurden mit ++, Werte unterhalb einer Gren-
ze von 1,25 m3 mit +++ bewertet. Fir die Immissionsprognose gelten die in Kap. 3.1.2 festge-
legten Bewertungsgrenzen.
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Abb. 3.11 LOEC-Werte aus dem Mikrokerntest, Mikrokerne, Anlage A

n.b. = nicht bestimmbar, fir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden; A v W =Abluft vor

Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher; Zahlen zeigen die Anzahl positiver Tests aus

drei Probenahmezyklen, Balken: Mittelwert der Proben aus filtrierter Luft + Standardabweichung,

dunkelgrau = ohne metabolische Aktivierung, hellgrau = mit metabolischer Aktivierung;

a) Szenario 1: direkt in der Anlage, starkere Mikrokernbildung in der Abluft als in der AuBenluft,
starker Effekt auch in der Probe aus der Abluft nach der Verbrennung

b) Szenario 2: Immissionsprognose, Mikrokernbildung in den Zuluftproben stérker als in den Ab-

luftproben, ebenfalls starker Effekt in der Probe aus der Abluft nach der Verbrennung

Effekte im Mikrokerntest konnten bezogen auf Szenario 1 (/n der Anlage, Abb. 3.11 a) im Au-
Benluftbereich nur fur die Zuluft von Anlage All in 2 von 3 Probenahmen gefunden werden.
Sehr starke Effekte zeigten die Abluft vor dem Warmetauscher in allen Probenahmen und die
Abluft nach dem Warmetauscher in 2 von 3 Probenahmen ohne metabolische Aktivierung.
Durch die metabolische Aktivierung konnten die Effekte der Probe Abluft nach dem Warme-
tauscher wieder aufgehoben werden. Die Effekte der Abluft aus Anlage All konnten nur in
einer Probe festgestellt werden und ebenfalls durch metabolische Aktivierung aufgehoben
werden. Die Proben aus der Abluft nach der Verbrennung zeigten ebenfalls ohne metaboli-
sche Aktivierung eine starke Mikrokernbildung. In Szenario 2 (Immissionsprognose, Abb. 3.11
b) konnte hingegen gezeigt werden, dass die starke Effektwirkung auf die Menge der Partikel
zurlckzufuhren ist, da die Abluftproben bezogen auf ihre Partikelzahl eine geringere Wirkung
als die Proben aus der AuBenluft zeigten.
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Abb. 3.12 zeigt die Mittelwerte aller LOECs mit Standardabweichung fir die Proben aus Anla-
ge B. Als Referenz wurden die Proben aus Anlage B ebenfalls die Proben aus der filtrierten
Luft in Anlage A gewahit.
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Abb. 3.12 LOEC-Werte aus dem Mikrokerntest, Mikrokerne, Anlage B
n.b. = nicht bestimmbar, fir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden; Zn W = Zuluft

nach Warmetauscher, Av W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher;
Zahlen zeigen die Anzahl positiver Tests aus zwei Probenahmezyklen, drei Probenahmezyklen bei
filtrierter Luft und A n W Anlage BI; Balken: Mittelwert der Proben aus filtrierter Luft aus Anlage A
+ Standardabweichung, dunkelgrau = ohne metabolische Aktivierung, hellgrau = mit metaboli-
scher Aktivierung;

a) Szenario 1: direkt in der Anlage, aktive Proben nur ohne metabolische Aktivierung

b) Szenario 2: Immissionsprognose, Zuluftproben (AuBenluft und Z n W) zeigen einen stéarkeren

Effekt als Abluftproben (A v W und A n W)

Die Proben aus Anlage B waren im Mikrokerntest, bezogen auf Szenario 1 (/In der Anlage, Abb.
3.12 a), ausschlieBlich ohne metabolische Aktivierung durch S9 aktiv. Durch die Zugabe des
S9-Mixes konnten alle Effekte im Mikrokerntest aufgehoben werden. Keine Aktivitdt konnte
nur in den Proben Abluft nach dem Warmetauscher -in Anlage Bl, Zuluft nach dem Warme-
tauscher - Anlage Bll und den Proben aus der gefilterten Luft gefunden werden.
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Da auch die Prozesskontrollen Effekte im Mikrokerntest zeigten, wurden diese in Tab. 3.10
zusammengefasst.

Tab. 3.10 Effekte der Prozesskontrollen im Mikrokerntest, Mikrokerne
Werte sind errechnete Nominalkonzentrationen, bei denen ein Effekt auftrat
(maximal eingesetzt 10 ul/ml). Schwarz = ohne metabolische Aktivierung,
grau = mit metabolischer Aktivierung

Mikrokerne
Kontrolle 1 Anlage A -/
Kontrolle 2 Anlage A 9,6 ul/ml /
Kontrolle 1 Anlage B -/
Kontrolle 3 Anlage A -/

Zur Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntest wurde der Effekt der Prozesskontrolle 2 aus
Anlage A bei den Versuchen ohne metabolische Aktivierung mit einbezogen. Dazu wurden
zunachst alle Proben aus der zweiten Probenahme in Anlage A, die Effekte gezeigt hatten und
bei denen die eingesetzte Maximalkonzentration 9,6 pl/ml Gberstieg, genau betrachtet.

Die Voraussetzungen trafen auf zwei Proben zu: die Probe aus der filtrierten Luft der Anlage
Al und die Probe aus der AuBenluft der Anlage All. Beide Proben zeigen eine nahezu linear
ansteigende Kurve, mit Effekten in weit niedrigeren Konzentrationen als die Prozesskontrolle.
Ein falsch positives Ergebnis durch Effekte aus der Aufbereitung kann daher ausgeschlossen
werden.

Die Bewertung des Mikrokerntests mit dem Endpunkt ,Mikrokerne® ist in Tab. 3.11 zusam-
mengefasst.

Tab. 3.11 Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests, Mikrokerne: Anlage A
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung, A v W = Abluft vor
Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

Al E All
AuBen- Filtrierte | AuBen- Filtrierte ! Verbren-
AvW AnW: AvW AnW
luft Luft ' luft Luft ' nung
In der Anlage -/ -/ +++/ +++/ +++/ -/ +++/ ++/ +++/
Immissionsp. i +++/ +++/ +/ ++/ i +++/ ++/ +++/ +/ i +++/
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Deutlich ist auch hier wieder ein Unterschied der Einstufung in beiden Szenarien zu erkennen.
Wahrend die AuBenluft in Szenario 1 (/In der Anlage) ein sehr geringes Geféahrdungspotenzial
aufweist, erhdht sich dieses Potenzial durch rechnerische Aufkonzentrierung der Staubkon-
zentrationen. Hingegen vermindert sich das Potenzial der Abluftpartikel durch rechnerische
Verdlnnung.

Die Bewertung der Ergebnisse aus Anlage B ist in Tab. 3.12 zusammengefasst.

Tab. 3.12 Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests, Mikrokerne: Anlage B
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung, Zn W = Zuluft
nach Warmetauscher, A v W = Abluft nach Warmetauscher

BI Bl
AuBen- AuBen- ' Filtrierte
ZnW AvW AnW. ZnW AvW AnW .
luft v luft v Luft
In der Anlage ++/ +++/ +++/ -/ ++/ -/ +++/ +++/ -/
Immissionsp. ++/ +++/ ++/ -/ ++/ +/ +/ ++/ +/

Besonders auffallig ist, dass die Abluft nach dem Warmetauscher aus Anlage Bl in beiden
Szenarien keine Aktivitat im Mikrokerntest aufweist. Des Weiteren kann durch metabolische
Aktivierung eine Aufhebung der Effekte der Abluft aus Anlage BII erreicht werden. Durch die
geringe Partikelkonzentration in der filtrierten Luft sind die dort gefundenen Effekte nur in
Szenario 2 zu erkennen.

Anomalien

Bei der Auswertung des Mikrokerntests wurden nicht nur Mikrokerne, sondern auch Anoma-
lien der Zellkerne ausgewertet (s. Kap 2.7.2). Diese wurden analog zur Auswertung der Mik-
rokerne aufgetragen und wie oben beschrieben ausgewertet. Der Mittelwert der Negativkon-
trollen lag bei 1,99 % + 1,33 ohne metabolische Aktivierung und bei 3,32 % + 2,12 mit meta-
bolischer Aktivierung durch S9. Zur graphischen Ermittlung des LOEC wurde ohne S9-Mix die
Konzentration bestimmt, bei der 5 % der Zellen Anomalien aufwiesen, im Versuch mit metabo-
lischer Aktivierung wurde die Konzentration gewahlt, bei der 8 % der Zellen Anomalien auf-
wiesen, da bereits die Verwendung des S9-Mixes Schadigungen der Zellkerne in den Negativ-
kontrollen hervorrief. Die ermittelten Werte fir die Proben aus Anlage A sind in Abb. 3.13
dargestellt. Wie oben beschrieben wurde auch hier fur die Bewertung des Szenario 1 (/n der
Anlage) auf die Ergebnisse der filtrierten Luft bezogen (dargestellt als graue Balken).
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Abb. 3.13 LOEC-Werte aus dem Mikrokerntest, Anomalien, Anlage A

n.b. = nicht bestimmbar, fir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden; A v W =Abluft vor

Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher; Zahlen zeigen die Anzahl positiver Tests aus

drei Probenahmezyklen, Balken: Mittelwert der filtrierten Luft + Standardabweichung, dunkel-

grau = ohne metabolische Aktivierung, hellgrau = mit metabolischer Aktivierung;

a) Szenario 1: direkt in der Anlage, Zellkernanomalien hauptsachlich ohne metabolische
Aktivierung, vor allem in den Abluftproben (A v W und A n W)

b) Szenario 2: Immissionsprognose, Zuluftproben zeigen deutlich starkere Effekte als Abluftpro-

ben

Zellkernanomalien konnten bezogen auf Szenario 1 (/In der Anlage, Abb. 3.13 a) hauptsachlich
ohne metabolische Aktivierung gefunden werden. Mit metabolischer Aktivierung wurde die
Effektgrenze nur in einer Probe der Abluft aus Anlage Al unterschritten. Starke Effekte konn-
ten auch in der Abluft vor dem Warmetauscher aus Anlage Al in 2 von 3 Proben ermittelt wer-
den. Szenario 2 (Immissionsprognose, Abb. 3.13 b) zeigt ein dhnliches Bild wie bei der Ermitt-
lung des Potenzials, Mikrokerne zu induzieren. Besonders die Effekte, die durch die Abluft vor
dem Warmetauscher ausgeldst werden, scheinen auf die Partikelmenge zurlickzufiihren zu
sein, da sie durch rechnerisches Verdiinnen der Probe deutlich schwécher als die Effekte aus
der AuBenluft zu bewerten sind.
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Die ermittelten Werte flr die Proben aus Anlage B sind in Abb. 3.14 dargestellt. Wie oben
beschrieben wurde auch hier fir die Bewertung des Szenario 1 (In der Anlage) auf die Ergeb-
nisse der filtrierten Luft aus Anlage A bezogen (dargestellt als graue Balken).
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Abb. 3.14 LOEC-Werte aus dem Mikrokerntest, Anomalien, Anlage B

n.b. = nicht bestimmbar, fiir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden; Zn W = Zuluft

nach Warmetauscher, Av W =Abluft vor Warmetauscher, An W = Abluft nach Warmetauscher;

Zahlen zeigen die Anzahl positiver Tests aus zwei Probenahmezyklen, drei Probenahmezyklen bei

filtrierter Luft und A n W Anlage BI; Balken: Mittelwert der filtrierten Luft aus Anlage A + Standard-

abweichung, dunkelgrau = ohne metabolische Aktivierung, hellgrau = mit metabolischer Aktivie-

rung;

a) Szenario 1: direkt in der Anlage, Effekte nur ohne metabolische Aktivierung feststellbar,
Effekte vor allem in den Zuluftproben (AuBenluft und Z n W in Anlage BI)

b) Szenario 2: Immissionsprognose, Effekte in Zuluftproben (AuBenluft und Z n W) starker als
Effekte in den Abluftproben (A v W und A n W)

Wie bereits bei der Induktion von Mikrokernen zu beobachten, riefen die Proben aus Anlage B
bezogen auf Szenario 1 (/n der Anlage, Abb. 3.14 a), mit metabolischer Aktivierung nicht mehr
Zellkernanomalien als die Proben aus der filtrierten Luft hervor. Ohne metabolische Aktivie-
rung konnten Effekte in Anlage Bl, bis auf die Probe Abluft nach dem Warmetauscher Anlage
Bl, nachgewiesen werden. Szenario 2 (Immissionsprognose, Abb. 3.14 b) zeigt wiederum deut-
lich die Bedeutung der Partikelzahl in der Luft bei der Betrachtung der Wirkung in den Bioas-
says.

Die Prozesskontrollen zeigten auch Effekte im Mikrokerntest mit dem Endpunkt ,Anomalien®.
Daher wurden diese in Tab. 3.13 zusammengefasst.
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Tab. 3.13 Effekte der Prozesskontrollen im Mikrokerntest, Anomalien
Werte sind errechnete Nominalkonzentrationen, bei denen ein Effekt auftrat
(maximal eingesetzt 10 pl/ml). Schwarz = ohne metabolische Aktivierung,
grau = mit metabolischer Aktivierung

Anomalien
Kontrolle 1 Anlage A -/
Kontrolle 2 Anlage A -/
Kontrolle 1 Anlage B -/
Kontrolle 3 Anlage A -/

Aufgrund der Effekte im Mikrokerntest in Prozesskontrolle 3 aus Anlage A wurden die Effekte
aus dem dritten Probenahmezyklus, deren eingesetzte Maximalkonzentration 9,6 ul/ml Gber-
stieg, nochmals genau betrachtet.

Fir den Endpunkt ,,Anomalien® traf dies nur auf die Probe aus der filtrierten Luft aus Anlage
Al zu. Im Mikrokerntest mit dem Endpunkt ,,Anomalien® ergab sich flr diese Probe zunachst
ein starker Anstieg der Anzahl der gefundenen Zellkernanomalien mit einem Hohepunkt in der
zweithdchsten Konzentration. Die Anzahl der Zellkernanomalien in der hochsten Konzentrati-
on entsprach der aus der Negativkontrolle. Da die Prozesskontrolle jedoch nur in der hdchs-
ten Konzentration Effekte zeigen, ist ein falsch positives Ergebnis durch die Behandlung der
Filter ausgeschlossen.

In Tabelle 3.14 ist die Bewertung der Ergebnisse fur Anlage A zusammengefasst.
Tab. 3.14 Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests, Anomalien, Anlage A

schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung, Av W = Abluft
vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

Al § Al
AuBen- Filtrierte AuBen-  Filtrierte Verbren-
vW  AnW AvW AnW.
luft Luft v luft Luft i nung
In der Anlage -/ -/ /o 4t/ ++/ -/ /o -/

Immissionsp. +++/ +++/ +/ ++/ §+++/ +++/ +++/ +/ -/
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Der Unterschied in der Einstufung in beiden Szenarien ist deutlich in der AuBenluft und in der
filtrierten Luft zu erkennen. Wahrend die AuBenluft in Szenario 1 (/n der Anlage) ein sehr ge-
ringes Gefahrdungspotenzial aufweist, erhdht sich dieses Potenzial durch rechnerische Auf-
konzentrierung der Staubkonzentrationen. Hingegen vermindert sich das Potenzial der Ab-
luftpartikel durch rechnerische Verdinnung. Aufféllig ist die geringe Wirkung der Proben aus
der Abluft nach der Verbrennung in beiden Szenarien. Diese Proben |6sen die Bildung von
Mikrokernen aus, Anomalien der Zellkerne jedoch nur mit metabolischer Aktivierung in Sze-
nario 2.

In Tabelle 3.15 ist die Bewertung der Ergebnisse der gefundenen Zellkernanomalien im Mik-
rokerntest flr die Proben aus Anlage B zusammengefasst.

Tab. 3.15 Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests, Anomalien, Anlage B
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung, Zn W = Zuluft
nach Warmetauscher, A v W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

BI BIl
| AuBen- | AuBen- | Verbren-
i ZnW AvW AnW ZnW AvW AnW.
luft | luft 1 nung
In der Anlage | ++/ tHE/ 4/ A -/ -/ /e
Immissionsp. +++/ +++/ +/ -/ +++/ ++/ -/ -/ -/

Die Prozessluft aus Anlage Bll zeigt in Szenario 1 (/n der Anlage) weder mit noch ohne meta-
bolische Aktivierung einen Effekt. Auch die Abluft nach dem Warmetauscher in Anlage Bl ruft
in keinem Szenario Anomalien der Zellkerne hervor. Aufféllig ist dagegen die hohe Wirksam-
keit der AuBenluftproben in Anlage Bl und BIl. Die rechnerische Aufkonzentrierung zeigt eine
groBere Wirksamkeit der Partikel aus der AuBenluft als die Partikel aus der Abluft aufweisen
kdnnen.
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3.2.5 Ames - Test

Die Mutagenitat der acetonischen Extrakte der Luftproben wurde wie in Kap. 2.8 beschrieben
durch den Ames-Test mit den Stammen TA98 und TA100 von Salmonella typhimurimum je-
weils mit und ohne metabolische Aktivierung durch S9 bestimmt.

Die Anzahl der Revertanten wurde gegen die eingesetzte Menge an Luftaquivalenten aufge-
tragen und Uber die Steigung einer linearen Regressionsgerade die Anzahl der Revertanten
pro m3 Luft ermittelt. Diese Vorgehensweise ist besonders fir Proben mit hohen Revertanten-
zahlen geeignet, bei Revertantenzahlen unterhalb von 5 Revertanten/ms3 verschlechtert sich
die Qualitat der linearen Dosis-Wirkungsbeziehung, so dass diese Werte in ihrer quantitativen
Aussage nur begrenzt belastbar sind (Erdinger et al. 1997). Die Aussagefahigkeit der berech-
neten Revertanten pro m? Luftaquivalent bemisst sich an der Hohe der berechneten Korrela-
tionsfaktoren, daher wurden nur die Proben bewertet, die einen Korrelationsfaktor tber 0,80
aufwiesen. Fur alle anderen Proben wurde bestimmt, dass kein Effekt im Ames - Test gefun-
den werden konnte. Um eine Darstellung der Ergebnisse zu erreichen, die der Darstellung der
anderen Assays entspricht (h6here Toxizitat bei kleiner werdenden Balken), wurde der rezip-
roke Wert der Steigung der linearen Regressionsgerade verwendet, um die Einheit
m3/Revertant zu erreichen. Die Bewertungsgrenzen wurden auf Basis von Versuchen mit Pro-
ben aus einem Reinluftgebiet nahe Freiburg (,Kalbelescheuer®), da diese Probe ,saubere
Waldluft“ darstellt. Die Effektgrenzen lagen daher bei den in Tabelle 3.16 aufgelisteten Wer-
ten. Keine der Prozesskontrollen (s. Kap. 3.2.2) wies im Ames - Test einen Effekt auf.

Tab. 3.16 Effektgrenzen im Ames-Test
Unter Grenze 1: +, unter Grenze 2: ++, unter Grenze 3: +++

In der Anlage [m3/Rev] Immissionsprognose [ug/Rev]

Stamm iTA98—89 TA98+S9 TA100-S9 TA100+S9 ETA98—89 TA98+S9  TA100-S9 TA100+S9

| 0,32 0,45 0,28 1,35

1. Grenze 6,70 9,48 5,93 28,70
2.Grenze | 0,16 0,23 0,14 0,68 | 335 4,74 2,96 14,35
3.Grenze | 0,08 0,11 0,07 034 | 1,68 2,37 1,48 7,18

Auffallig sind die hohen Grenzen beim Stamm TA 100 mit metabolischer Aktivierung. In dieser
Kombination konnten nur geringe Effekte der Probe ,,Kdlbelescheuer® im Ames-Test gefunden
werden.

Abbildung 3.15 zeigt die Ergebnisse der Ames - Tests unter Einzeichnung der Grenzen, die in
Tabelle 3.16 aufgelistet sind.
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3.15 Werte aus dem Ames - Test, Anlage A

= nicht bestimmbar, fiir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden; A v W =Abluft vor

Probenahmezyklen, Balken: Mittelwerte der Kélbelescheuer, schwarz = ohne metabolische

Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung;

a)

b)

Szenario 1: TA98, direkt in der Anlage, hohe Aktivitat in der AuBenluft der Anlage Al und den
Proben aus der Abluft der Verbrennung

Szenario 2: TA98, Immissionsprognose, ebenfalls hohe Aktivitdt in den Proben aus der
AuBenluft der Anlage Al

Szenario1: TA100, direkt in der Anlage, hohe Aktivitdt in beiden AuBenluftproben, keine
Aktivitat in der Abluft der Anlage Al

Szenario 2: TA100, Immissionsprognose, ebenfalls hohe Aktivitat in beiden AuBenluftproben,
keine Aktivitat in den Abluftproben

Insbesondere die Proben aus der AuBenluft der Anlage Al weisen in beiden Stammen und
beiden Betrachtungsszenarien mit und ohne metabolische Aktivierung eine hohe Aktivitat im

Ames

- Test auf. Auch die AuBenluft der Anlage All zeigt in allen Betrachtungen eine hohe
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Aktivitat. Im Gegensatz dazu kann in den Abluftproben vor und nach dem Wéarmetauscher nur
in Einzelfallen eine geringe Mutagenitat im Ames - Test in Szenario 1 (In der Anlage, Abb. 3.16
a) und c)) festgestellt werden (A n W Anlage Al TA98 +S9, Av W Anlage Al TA100 + S9 und
An W Anlage All TA 100 +S9).

Abb. 3.16 zeigt die Ergebnisse im Ames - Test der Proben aus Anlage B.
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Abb. 3.16 Werte aus dem Ames - Test, Anlage B

n.b. = nicht bestimmbar, fir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden; Z n W = Zuluft nach

Warmetauscher, A v W =Abluft vor Warmetauscher, An W = Abluft nach Warmetauscher; Zahlen

zeigen die Anzahl positiver Tests aus zwei Probenahmezyklen, drei Probenahmezyklen bei filtrierter

Luft und A n W Anlage BI; Balken: Mittelwerte der Kélbelescheuer, schwarz = chne metabolische

Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung;

a) Szenario 1: TA98, direkt in der Anlage, hohe Aktivitét in beiden Zuluftproben (Bl und BlI)

b) Szenario 2: TA98, Immissionsprognose, ebenfalls hohe Aktivitdt in den beiden Zuluftproben,
hohe Aktivitéat auBerdem in den Proben aus den Spritzkabinen

c) Szenariol: TA100, direkt in der Anlage, hohe Aktivitat in den Zuluftproben, leichte Aktivitat in
den Abluftproben

d) Szenario 2: TA100, Immissionsprognose, sehr hohe Aktivitat in den Zuluftproben (Z v W)
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Auch in Anlage B zeigten die Zuluftproben eine deutlich hohere Aktivitat im Ames - Test als
die Proben, die in der Abluft gesammelt wurden. Hohe Effekte konnten dabei insbesondere in
der AuBenluft vor dem Warmetauscher festgestellt werden. Mutagenitat im Ames - Test konn-
ten in den Abluftproben nur nach Zugabe von S9 - Mix zur metabolischen Aktivierung gefun-
den werden. Die Proben, die in der filtrierten Luft gesammelt wurden, zeigten im TA100 we-
der mit noch ohne metabolische Aktivierung einen Effekt, jedoch im TA98, insbesondere im
Szenario 2 (Immissionsprognose, Abb. 3.16 b) mit metabolischer Aktivierung stark mutagene
Effekte in allen 3 Proben.

In Tabelle 3.17 ist die Bewertung der Ergebnisse der Proben aus Anlage A nach den oben be-
schriebenen Grenzen fir die verschiedenen Teststdmme zusammengefasst.

Tab. 3.17a Bewertung der Ergebnisse im Ames - Test, TA 98, Anlage A
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung, A v W = Abluft
vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

Al ! All

i AuBen- Filtrierte i AuBen-  Filtrierte i Verbren-

| W AnW AvW AnW.

P luft Luft b luft Luft I nung
In der Anlage ++/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ ++/
Immissionsp. ++/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ -/

Tab. 3.17 b Bewertung der Ergebnisse im Ames - Test, TA 100, Anlage A
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung, A v W = Abluft
vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

Al All

! AuBen- Filtrierte ! AuBen-  Filtrierte ! Verbren-
| vW AnW | AvW AnW.
luft Luft P luft Luft | nung
In der Anlage | +++/ -/ +/ -/ L/ -/ -/ -/ -/
Immissionsp. ++/ -/ -/ -/ ++/ -/ -/ -/ -/

Deutlich wird die hohe mutagene Wirkung der AuBenluftproben, insbesondere in Anlage Al.
Auch die gefilterte Luft aus Anlage Al zeigt eine hohe Bewertung der Mutagenitat im Stamm
TA 100 mit metabolischer Aktivierung. Diese Einschatzung konnte jedoch nur in der 3. Probe
festgestellt werden. Diese wurde vom 19.03. - 23.03.07 gesammelt und wies keine erhdhten
Staubkonzentrationen auf (s. Tab. 3.1). Die parallel dazu gesammelte Probe Abluft vor War-
metauscher aus Anlage Al wies zur selben Zeit ebenfalls eine hohe Aktivitdt im Ames - Test
auf, die sich jedoch durch eine weitere Probe mit geringerer Aktivitat ausglich (s. hohe Stan-
dardabweichung Abb. 3.15 c). Die metabolische Aktivierung der Proben durch den S9-Mix
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fuhrte in keinem Fall zu einer Verringerung des mutagenen Potenzials der Proben, die Muta-
genitat blieb durch die Aktivierung im selben Bereich oder stieg an. Die Probe aus der Abluft

nach der Verbrennung stieg in der Bewertung in Szenario 1 (/n der Anlage) im Stamm TA 100
von - zu +++.

Tabelle 3.18 fasst die Bewertung der Ergebnisse der Proben aus Anlage B nach den oben be-
schriebenen Grenzen fiir die verschiedenen Teststamme zusammen.

Tab. 3.18a Bewertung der Ergebnisse im Ames - Test, TA 98, Anlage B
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung;

Z n W = Zuluft nach Warmetauscher, A v W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach
Warmetauscher

Bl B
AuBen- | AuBen- ' Filtrierte
ZnW AvW ' ZnW AvW AnW
luft luft i Luft

In der Anlage ++/ ++/ -/ ++/ ++/ -/ -/ -/
Immissionsp. | ++/ ++/ -/ L+t -/ -/ /L
Tab. 3.18b Bewertung der Ergebnisse im Ames - Test, TA 100, Anlage B

schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung,

Z n W = Zuluft nach Warmetauscher, A v W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach
Warmetauscher

BI ! Bl
AuBen- | AuBen- ! Filtrierte
ZnW AvW AnW | ZnW AvW AnW
luft luft Luft
In der Anlage +++/ +/ -/ -/ ++/ -/ -/ -/ -/
Immissionsp. ++/ +t+/ -/ -/ ++/ -/ -/ -/ -/

Auffallig sind in Anlage B ebenso wie in Anlage A die als hoch bewertete Mutagenitat der Au-
Benluftproben in Abschnitt | und Abschnitt Il. Auch die Proben aus der gefilterten Luft, die
saubere Luft ohne Partikelbeaufschlagung darstellen, zeigen eine als hoch bewertete muta-
gene Wirkung im Stamm TA 98 mit metabolischer Aktivierung in Szenario 2 (Immissionsprog-
nose). Die metabolische Aktivierung der Proben durch den S9-Mix fiihrte im Gegensatz zu den
Proben aus Anlage A in wenigen Fallen zu einer Verringerung des mutagenen Potenzials der
Proben.
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3.2.6 Immunologische Untersuchungen

Zur Ermittlung des Potenzials der Proben das Immunsystem zu beeinflussen, wurde die Aus-
schittung von Interleukinen im ELISA Assay (s. Kap. 2.9) untersucht. Dazu wurde ein selbst
entwickeltes Modellsystem verwendet.

In diesem Modell wird zunachst die Wirkung der Staubextrakte auf die Interleukinausschiit-
tung der Lungenepithelzellen selbst untersucht. Da die Lunge sich jedoch téglich nicht nur mit
Luftstduben, sondern auch mit Bestandteilen von Mikroorganismen auseinandersetzen muss,
wurden die Zellen einer Co-Stimulation ausgesetzt. Dazu wurde in einem weiteren Ansatz die
Interleukinausschittung durch ein artifizielles Analogon doppelstrangiger viraler RNA (Po-
ly(I:C)) stimuliert und damit eine Immunreaktion der Zellen hervorgerufen. Dadurch konnte
gezeigt werden, ob sich die Ausschittung, die durch die mikrobielle Stimulation hervorgeru-
fen wurde, durch eine zusatzliche Belastung mit den Staubextrakten verandert.

Parallel zu allen ELISAs wurde ein MTT - Assay durchgefihrt (s. Kap. 2.5), um sicherzustellen,
dass die Interleukinausschiittung nicht durch letale Effekte hervorgerufen oder beeinflusst
wurde. Die verwendeten Konzentrationen fir MTT und ELISA wurden aus dem Cytotoxizi-
tatstest mit V79-Zellen abgeleitet und sind fiir Anlage A in Tab. 3.19 aufgelistet. Die einge-
setzten Konzentrationen der Proben aus Anlage B sind in Tab. 3.20 zusammengefasst.

Tab. 3.19 Konzentrationen fiir MTT und ELISA, Anlage A
A v W =Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

Probenahme 1 Probenahme 2 Probenahme 3
[m3/ml] [m3/ml] [m3/ml]
AuBenluft 2,5 2,5 2,5
Filtrierte Luft 2,5 2,5 2,5
Anlage Al w 0,25 0,25 0,25
AnW 0,125 0,25 0,125
AuBenluft 2,5 2,5 1,25
Filtrierte Luft 2,5 2,5 2,5
Anlage All
AvW 0,25 0,25 0,125
AnW 1,25 0,25 0,25
Abluft Verbrennung 0,25 0,125 0,25
Prozesskontrolle 0,25 % 0,25 % 0,25 %
Kontrollen

DMSO 0,25 % 0,25 % -
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Tab. 3.20 Konzentrationen fiir MTT und ELISA, Anlage B
ZnW = Zuluft nach Warmetauscher, A v W =Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach
Warmetauscher

Probenahme 1 Probenahme 2 Probenahme 3
[m3/mi] [m2/ml] [m3/ml]

AuBenluft 2,5 2,5 -

ZnW 2,5 2,5 -
Anlage BI

AvW 1,25 2,5 -

AnW 2,5 2,5 -

AuBenluft 2,5 2,5 -

ZnW 2,5 2,5 -
Anlage BlI

AvW 2,5 2,5 -

AnW 2,5 2,5 -

Filtrierte Luft 2,5 2,5 2,5

Prozesskontrolle 0,25 % 0,25 % 0,25 %
Kontrollen

DMSO 0,25 % 0,25 % -

Abb. 3.17 zeigt die Ergebnisse des MTT-Assays aus 2 Messungen der Proben aus Anlage A.
Aufgrund der unterschiedlichen eingesetzten Konzentrationen aus den verschiedenen Probe-
nahmen wurde auf eine Mittelwertbildung verzichtet und die Proben separat dargestellt. Keine
der Prozesskontrollen (Kap. 3.2.2) zeigte einen Effekt.

a) 140 - b) 140,
Anlage A EEm Probenahme 1 Anlage A + Poly(l:C) = Probenahme 1
120 4 [ Probenahme 2 120 | 3 Probenahme 2
B Probenahme 3 B Probenahme 3
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o= o
o So
25 w0 S w0
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o o oo
D g D g
o 40 A o 404
20 A 20 |
07 0,
NN R
FF T FF PP EE
& F WS W & (F W
FHFIT IS FHFI IS
O S A SN R M S S A A
P SR ¥ P SRS ¥
& A & T

Abb. 3.17 Werte aus dem MTT-Assay, Anlage A

A v W =Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher;

a) ohne zusatzliche Stimulierung durch Poly(l:C), keine erhdhte Cytotoxizitat feststellbar

b) mit zusatzlicher Stimulierung durch Poly(l:C), toxische Wirkung einzelner Proben aus
AuBenluft und Abluft Anlage Al und Abluft nach der Verbrennung in kombinierter Stimulation
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Eine erhdhte Cytotoxizitat mit einer Uberlebensrate unter 80 % konnte nur in der AuBenluft
und der Abluft der Anlage Al und der Abluft nach der Verbrennung mit zusatzlicher Stimulie-
rung durch Poly(l:C) in einzelnen Proben festgestellt werden. Diese Beobachtung muss bei der
Bewertung der Interleukinausschuttung berlcksichtigt werden.

Abb. 3.18 zeigt die Ergebnisse des MTT - Assays aus 2 Messungen der Proben aus Anlage B.
Bei keiner Probe konnte eine erhhte Cytotoxizitit mit einer Uberlebensrate unter 80 % fest-
gestellt werden. Die Abluftproben aus Anlage Bll zeigen mit Poly(l:C) eine deutlich gesteigerte
Uberlebensrate in der Probe aus der ersten Probenahme.
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Abb. 3.18 Werte aus dem MTT-Assay, Anlage B
ZnW = Zuluft nach Warmetauscher, AvW = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach

Warmetauscher

a) ohne zusatzliche Stimulierung durch Poly(l:C)

b) mit zusatzlicher Stimulierung durch Poly(I:C)

keine der Proben zeigte in a) oder b) eine erhdhte Cytotoxizitat

Die Staubextrakte waren ohne mikrobielle Stimulierung nicht aktiv. Abb. 3.19 zeigt die Inter-
leukinausschittung nach kombinierter Stimulierung mit Poly(l:C) und den Staubextrakten. Die
Stimulation der Zellen mit den Proben aus den Prozesskontrollen (Kap. 3.2.2) ergab keine

Anderung der Interleukinausschiittung.
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Abb. 3.19 Ergebnisse der ELISAs, Anlage A

Av W = Abluft vor Warmetauscher, AnW = Abluft nach Warmetauscher; schwarze Linie: 100 %

entsprechen der DMSO - Kontrolle;

a) Interleukin-8 Ausschittung relativ zur DMSO - Kontrolle, erhdhte Ausschittung durch
kombinierte Stimulation in fast allen Proben

b) Interleukin-6 Ausschittung relativ zur DMSO - Kontrolle, unterdriickte Interleukin-6
Ausschittung, insbesondere in den AuBenluftproben und den Abluftproben nach dem
Warmetauscher

Die Ausschittung von Interleukin-8 erhdht sich tendenziell in fast allen Proben, wahrend die
Ausschuttung von Interleukin-6 unterdriickt wird. Die Proben aus der gefilterten Luft zeigen
weder in der Interleukin-8 noch in der Interleukin-6 - Ausschiittung starke Effekte. Die Proben
aus der AuBenluft der Anlage Al der Probenahmen 2 und 3 wirkten in der eingesetzten Kon-
zentration cytotoxisch, daher konnte fiir die 2. Probenahme nur eine geringfugige Interleukin-
8 - Ausschittung bestimmt werden. Fir die 3. Probennahme konnte in beiden Messungen
keine Interleukin-8 - Ausschittung gemessen werden. Die Interleukin-6 - Ausschuttung wurde
in allen 3 Proben stark unterdriickt. Die AuBenluft der Anlage All hingegen wies keine Cytoto-
xizitdat auf und zeigte eine hohe Interleukin-8 und ebenfalls sehr geringe Interleu-
kin-6 - Ausschuttung. Auch in der Abluft der Anlage Al verhindert die cytotoxische Wirkung
der Probe aus der 3. Probenahme die extrem verstarkte Interleukin-8 - Ausschiittung aus den
ersten beiden Probenahmen. Die Proben aus den ersten beiden Probenahmen hingegen zei-
gen eine erhohte Interleukin-8 - Ausschittung von bis zu 300 % der DMSO - Kontrolle. Die
Interleukin-6 - Ausschittung wurde auch durch die Probe aus der Abluft der Anlage Al stark
unterdrickt.

Auch die Staubextrakte aus Anlage B waren ohne mikrobielle Stimulierung nicht aktiv. Abb.
3.20 zeigt die Interleukinausschiittung nach kombinierter Stimulierung mit Poly(l:C) und den
Staubextrakten.
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Abb. 3.20 Ergebnisse der ELISAs, Anlage B

Z n W = Zuluft nach Warmetauscher, A v W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach War-

metauscher; schwarze Linie: 100 % entsprechen der DMSO - Kontrolle;

a) Interleukin-8 Ausschiittung relativ zur DMSO - Kontrolle, erhéhte Interleukin-8 Ausschittung in
fast allen Proben nach kombinierter Stimulierung

b) Interleukin-6 Ausschiittung relativ zur DMSO - Kontrolle, Interleukin-6 Ausschiittung durch
kombinierte Stimulation mit AuBenluftprobe der Anlage Bl erhoht, leichte Unterdriickung der
Interleukin-6 Ausschiittung nach Stimulation mit den Proben aus der gefilterten Luft

In fast allen Proben, ausgenommen den Proben aus der gefilterten Luft und den Zuluftproben
nach dem Warmetauscher in Anlage BIl, konnte eine erhdhte Interleukin-8 - Ausschuttung
nach kombinierter Stimulierung der Zellen mit den Staubextrakten und einem mikrobiellen
Stimulus festgestellt werden. In der Zuluft vor dem Warmetauscher in den Anlagen Bl und BlI
erhohte sich die Interleukin-8 Ausschittung auf bis zu 400 % der DMSO - Kontrolle. Die Inter-
leukin-6 - Ausschiittung hingegen wurde nicht negativ beeinflusst, sondern, anders als in An-
lage A, in einigen Proben ebenfalls stimuliert oder zeigte Werte um die 100 % der
DMSO - Kontrolle.

Um die Wirkung der Proben aus den Anlagen mit Stadtluft vergleichen zu kénnen, wurden die
Experimente mit einem Extrakt aus einem Standardstaub SRM 1649a (Urban Dust) durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Beeinflussung der Interleukin-8 Ausschuttung bei
Kostimulation durch Poly(l:C). Die Interleukin-6 Ausschittung wurde nicht beeinflusst (s. Abb.
3.21).
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Abb. 3.21 Ergebnisse der Kostimulation durch Extrakt des Standardstaubs SRM1649a und
Poly (I:C)

a) Interleukin-8, die Kostimulation beeinflusst deutlich die Interleukin-8 Ausschiittung
b) Interleukin-6, die Kostimulation beeinflusst nicht die Interleukin-6 Ausschiittung

3.2.7 ICP-MS Analysen

Zur Identifikation einiger Elemente in den Staubextrakten aus den Prozessketten wurde, wie
in Kap. 2.10.3 beschrieben, eine ICP-MS Analyse durchgefihrt.

Zunachst wurde das Gerat mithilfe einer Verdinnungsreihe eines Standardgemisches aus
verschiedenen Elementen kalibriert. Um sicherzustellen, dass die Empfindlichkeit wahrend
der Messung nicht nachlieB, wurde nach der 16., 50. und 82. Messungen (aus insgesamt 102
Messungen) ein weiteres Standardrohrchen eingefiigt. Tab. 3.21 fasst die eingespritzten und
gemessenen Werte der Standards zusammen.

Tab. 3.21 Wiedergefundene Mengen der Standards in den ICP-MS Analysen

Eingespritzt Standard 1 Standard 2 Standard 3
(bg/L] [bg/L] [bg/L] [bg/Ll]

Arsen 50 48,9 51,8 49
Cadmium 5 4,7 5,1 4.8
Chrom 5 5,1 6,6 6,5
Kupfer 5 5 5,9 5,7
Mangan 5 5,1 6,5 6,2
Nickel 5 5,1 6 5,9
Blei 5 4,5 5,4 4,9
Uran 5 4,3 5,3 4,9

Selen 50 47 44 411
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Aluminium 5 5,5 8,1 6,9
Barium 5 5,5 5,7 5,5
Lithium 5 9,7 16,3 15,6
Kobalt 5 5 6,1 5,9

Zink 50 49,6 47,7 441
Strontium 5 5 6,2 5,9
Beryllium 50 71,7 90,8 90,5

Bor 50 58,5 84,2 77,1
Rubidium 5 4,8 5,8 5,7

Silber 5 4,7 5,3 5

Telur 5 4,6 4,3 4

Bismut 5 1,5 1,6 1,8

Eisen 50 19 30,2 47,1

Vanadium 5 4,9 6,5 6,4
Gallium 5 4,2 5,6 5,5

Molybdén 5 4,8 5,7 5,4
Thallium 5 4 4,9 4,5

Flr fast alle Elemente konnte eine hohe Wiederfindungsrate gemessen werden. Fur Lithium
wurde in Standard 1 eine doppelt so hohe Konzentration, in Standard 2 und 3 sogar eine
dreimal so hohe Konzentration wie urspringlich eingesetzt gemessen. Ebenso wurde an Be-
ryllium und Bor in der 2. und 3. Messung nahezu doppelt so hohe Konzentrationen gemessen
wie urspringlich eingesetzt. Fur Bismut und Eisen dagegen wurde teilweise weniger als 50 %
der eingesetzten Menge wiedergefunden.

Um sicherzugehen, dass die gemessenen Werte nicht durch Schwankungen der Bestimmung
im Gerat beeinflusst wurden, wurde jede Probe 1:10 und 1:100 verdinnt und eingespritzt.
AnschlieBend wurden nur die Messwerte weiter bewertet, die mindestens einen 5-fachen Un-
terschied zwischen der 1:100 und der 1:10- fach verdinnten Probe aufwiesen. Fir alle Pro-
ben wurden Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen Elemente erstellt (Tab.
3.22 - 3.26).

Tab. 3.22 zeigt die Werte aus der ICP-MS Analyse fiir die Proben aus Anlage Al. Die Proben
wurden insgesamt drei Mal gesammelt, aufbereitet und getestet.
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Tab. 3.22 ICP-MS Analyse der Proben aus Anlage Al
Mittelwerte aus 3 Probenahmen mit Standardabweichung umgerechnet auf eine Konzentration
in pg/m3.

Abluft nach War-

AuBenluft Filtrierte Luft Abluft vor Warme-
[pg/m’) [pg/m’] tauscher [pg/m?] oo
[pg/m?]
Arsen 33,82 + 3,88 20,05
Cadmium 42,15
Kupfer 2.568 + 1.712 254,14 + 70,44 16.734 + 23.068 9.630 £ 15.536
Mangan 4.276 £ 5.295
Selen 40,81 154,18 + 14,04
Barium 634,18
Lithium 13.957
Zink 3.384 £ 953 1.241 23.837 + 6.551 31.821+£8.430
Rubidium 44,08
Vanadium 50,78
Molybdén 92,91+ 75,03
Thallium 1,19

Die gemessenen Konzentrationen aller Elemente zeigten deutliche Unterschiede zwischen
den einzelnen Probenahmen. Sowohl Kupfer als auch Zink konnten an allen Probenahmestel-
len des der Anlage Al gemessen werden. Die meisten unterschiedlichen Elemente finden sich
in der AuBenluft, oftmals jedoch nur wahrend einer Probenahme. Die Probe aus der gefilter-
ten Luft der Anlage Al wies nur Kupfer und Zink auf, alle anderen Elemente wurden entweder
durch die Zuluftaufbereitung entfernt oder lagen aufgrund der geringen Partikelanzahl in der
filtrierten Luft unter der Nachweisgrenze.

Tabelle 3.23 zeigt die in Anlage All gemessenen Elemente analog zu den Werten aus dem
Anlage Al.
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Tab. 3.23 ICP-MS Analyse der Proben aus Anlage All

Mittelwerte aus 3 Probenahmen mit Standardabweichung umgerechnet auf eine Konzentration

in pg/m3.
AuBenluft Filtrierte Luft Abluft vor Warme- Abluft nach War
[pg/m’) [pg/m’] tauscher [pg/m?] oo
[pg/m?]
Arsen 35,38 + 15,00 21,53 33,15
Cadmium 107,57+ 33,24
Kupfer 5.878 + 6.402 460,25 £ 263,90 14.994 + 20.621 8.767 £ 11.947
Mangan 2.618
Selen 98,26 232+ 31,84
Lithium 805,05 293,08
Zink 7.529 +7.831 4.605 + 1.407 1.868
Strontium 253,60 940,68
Rubidium 109,33 + 5,45
Silber 42,92 £ 5,90
Vanadium 87,44 + 74,71 12,25
Molybdén 105,08 + 38,22
Thallium 2,66 £ 0,65

Wie auch in Anlage Al ist in allen Proben aus Anlage All Kupfer an den verschiedenen Probe-
nahmestellen zu finden. Auch in Anlage All unterlag die Kupferkonzentration groBen Schwan-

kungen in den einzelnen Messungen. In der gefilterten Luft waren auch in Anlage All nur we-

nige Elemente zu finden: Kupfer, das in jeder Probe vorkam und Arsen, ein Element, das
hauptsachlich in den AuBenluftproben vorkam und auch in einer Abluftprobe gefunden wer-
den konnte. Wie auch in Anlage Al konnte Mangan nur in der Abluft nach dem Warmetauscher
gefunden werden. Selen konnte nur in der Abluft vor dem Wéarmetauscher in den Anlagen Al

und All nachgewiesen werden.

Analog zu den Proben aus Anlage A wurden die Prozessproben aus Anlage B aufbereitet und
im ICP-MS gemessen. Die Ergebnisse aus beiden Probenahmen sind in Tab. 3.24 zusammen-

gefasst.
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Tab. 3.24 ICP-MS Analyse der Proben aus Anlage Bl
Mittelwerte aus 2 Probenahmen mit Standardabweichung umgerechnet auf eine Konzentration
in pg/m3.

AuBenluft Zuluft nach War- Abluft vor Warme- Abluft nach War-
(pg/m?] metauscher tauscher [pg/m] metauscher
[pg/m?] [pg/m?]
Arsen 31,36 £ 9,74 13,08 20,14 £ 15,93 7,90
Cadmium 106,96
Kupfer 2.344 + 707,10 868,49 1.202 + 1.329 1.175
Mangan 432,70
Selen 111,13
Barium 742,53 3.828
Lithium 110.738 9.521+3.914 8.276 +5.111
Zink 17.491+7.387 5.879 £ 4.461 3.760 £ 1.841 2.049
Strontium 3.386 £ 431,78 2.604 + 1.799
Rubidium 59,43 24,38
Silber 53,93
Vanadium 32,18 24,73 10,13
Molybdén 411,61+ 210,90 71,16
Thallium 1,10 1,26 1,74

In den Proben aus der Anlage Bl konnten Arsen, Kupfer und Zink in allen Proben gefunden
werden. Erstmals wurde in der AuBenluft auch Silber gemessen. Die Zuluft nach dem Warme-
tauscher wies ein ahnliches Elementenspektrum wie die AuBenluft auf. Barium und Lithium
konnten erst nach dem Warmetauscher gemessen werden. Silber, Selen und Cadmium waren
nur vor dem Warmetauscher zu finden. Auch in den beiden Abluftproben zeigte sich ein ahnli-
ches Spektrum. Mangan konnte, wie auch in Anlage A, nur in der Abluft vor dem Warmetau-
scher gemessen werden.
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Tab. 3.25 zeigt die Ergebnisse der ICP-MS Analyse der Proben aus Anlage BII.

Tab. 3.25 ICP-MS Analyse der Proben aus Anlage BlI
Mittelwerte aus 2 Probenahmen mit Standardabweichung umgerechnet auf eine Konzentration

in pg/ms,
. Zuluft nach War- . Abluft nach War-
Zuluft vor Warme- Abluft vor Warme-
metauscher metauscher
tauscher [pg/m?3] tauscher [pg/m?3]
[pg/m3] [pg/m3]
Arsen 31,75 8,48 + 6,89
Cadmium 86,64
Kupfer 1.967 + 271,58 1.493 + 259 2780 8657
Selen 122,63
Lithium 4.304 16.014
Zink 10.772 5.923 + 2.887 3.431 18.107
Rubidium 61,98 35,21
Vanadium 32,59 12,83 £ 9,31
Molybdéan 95,61
Thallium 1,44 0,31

Auch in der AuBenluft der Anlage BIl konnte Cadmium gemessen werden. In der Zuluft nach
dem Warmetauscher war Cadmium nicht wieder zu finden. Kupfer und Zink konnten in der
Anlage Bll in allen Probenahmestellen nachgewiesen werden. Die Abluft der Anlage BIl ent-
hielt nur sehr geringe Mengen der nachweisbaren Elemente und keines der gemessenen Ele-
mente wurde gleichzeitig in beiden Proben gefunden.

Auch die Proben aus der gefilterten Luft und die Probe nach der Verbrennung wurden mit
Hilfe des ICP-MS untersucht. Tab. 3.26 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tab. 3.26 ICP-MS Analyse der Proben aus der gefilterten Luft aus
Anlage B und der Abluft nach der Verbrennung aus Anlage A

Mittelwerte aus 3 Probenahmen mit Standardabweichung umgerechnet
auf eine Konzentration in pg/ms3.

Filtrierte Luft (Anlage B) Abluft Verbrennung
[pg/m?] [pg/m?]
Arsen 15,45 + 5,32
Kupfer 1.898 + 465,15 1.975
Zink 1.859 + 1.337 10.259 £ 2.305
Bor 11.530 + 3,84

Vanadium 18,90 + 12,07
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Die Werte aus der gefilterten Luft der Anlage B zeigen ein dhnliches Elementarspektrum wie
die gefilterte Luft aus Anlage A. Arsen, Kupfer und Zink konnten nachgewiesen werden, Vana-
dium konnte in den Proben aus der gefilterten Luft der Anlage A nicht gemessen werden, je-
doch in den AuBenluftproben und der Zuluft nach dem Warmetauscher in Anlage B. In den
Proben aus der Abluft nach der Verbrennung aus Anlage A konnte, im Gegensatz zu allen an-
deren Proben, Bor gemessen werden. Neben Bor konnte wie in allen Proben Kupfer und Zink
nachgewiesen werden.

Um einen Hinweis auf die Elementenzusammensetzung der Prozesskontrollen zu erhalten,
wurde eine ICP-MS Analyse durchgefiihrt. Fir diese Analyse standen nur noch die Prozess-
kontrollen aus Anlage A zur Verfigung. Das einzige Element, das in den Prozesskontrollen
gefunden werden konnte, war Kupfer. Prozesskontrolle 1 enthielt 255,78 pg Kupfer pro Liter
Losungsvermittler, Prozesskontrolle 2 19,7 pg/L und Prozesskontrolle 3 40,21 pg/L. Daraus
errechnet sich eine Gesamtmenge von 20 - 40 pg Kupfer pro Filter bzw. pro Aufbereitung
oder durch Lagerung im Probensammler.

3.3 Fraktionierung nach Saure - Base Eigenschaften

Zur Ermittlung der Ursachen fir Wirkungen der Proben aus den Prozessketten in den durch-
gefuhrten Bio - Assays (Kap. 3.2) wurden ausgewahlte Proben chemisch nach Saure-, Base -
Eigenschaften nach dem in Kapitel 2.10.1 beschriebenen Verfahren aufgetrennt und die ein-
zelnen Fraktionen separat getestet. Des Weiteren wurden gaschromatographische Analysen
mit gekoppeltem Massenspektrometer durchgefihrt, um einen Hinweis auf die Verbindungen
in den Fraktionen zu erhalten. Die Fraktionierung wurde mit den in Tabelle 3.27 aufgelisteten
Proben durchgefiihrt. Da der Mikrokerntest in den unfraktionierten Proben am sensitivsten
war, wurden die Fraktionen ausschlieBlich im Mikrokerntest auf ihre Wirksamkeit getestet.
Der Cytotoxizitatstest diente zur Ermittlung der im Mikrokerntest einsetzbaren Konzentratio-
nen.

3.3.1 Prozesskontrollen

Far die Fraktionierung wurde jeweils eine Prozesskontrolle aus Anlage A und Anlage B
(s. Kap. 3.2.2) verwendet, um sicherzustellen, dass die Effekte nicht durch Fehlbehandlung
der Filter oder der Proben entstanden. Dazu wurden die Filter der Feldkontrolle 1 aus Anla-
ge A und B verwendet (Tab. 3.27).
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Tab. 3.27 Proben fiir die Fraktionierung nach Saure-Base - Eigenschaften

Anlage A Anlage B
Zuluft Anlagenteil | 16.10. - 20.10.06 27.11.-01.12.06
Abluft Anlagenteil Il 18.04 - 28.04.06 23.10. - 27.10.06
Zuluft Anlagenteil | 09.10. - 13.10.06 11.12. - 15.12.06
Abluft Anlagenteil Il 14.08. - 18.08.06 06.11.-10.11.06
Prozesskontrolle Feldkontrolle 1 Feldkontrolle 1

3.3.2 Cytotoxizitat

Die fraktionierten Proben wurden auf ihre Cytotoxizitat mit der Zelllinie V79, wie in Kapitel 2.4
beschrieben, untersucht. Zum Vergleich der Toxizitdt der Proben wurde im folgenden Kapitel
die Darstellung der NRgo - Werte, also der Wert bei dem 80 % der Zellen Uberleben, gewahlt.

Anlage A

Tabelle 3.28 fasst die Konzentrationen zusammen, bei denen 80 % der Zellen nach Belastung
durch die entsprechenden Proben aus Anlage A berlebten.

Tab. 3.28 NRg, - Werte der Fraktionen im Cytotoxizitdtstest, Anlage A in m3/ml
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

Anlage Al Anlage All
Zuluft Abluft Zuluft Abluft
Unfraktioniert -/ 2,8/ -/ 2,1/
Starke Sauren -/ -/ -/ -/
Schwache Sauren -/ -/ -/ -/
Neutrale Verbindungen -/ 7/ -/ 3/
Basen -/ -/ -/ 4,1/

In den Fraktionen der Proben aus der Zuluft konnte eine Cytotoxizitdt weder in der unfraktio-
nierten Probe noch in einer der Fraktionen festgestellt werden. Auch die Prozesskontrolle
zeigte nach der Fraktionierung keine cytotoxischen Effekte. Die Probe aus der Abluft der An-
lage Al hingegen zeigte nur unfraktioniert sowohl mit als auch ohne metabolische Aktivierung
eine cytotoxische Wirkung auf die Zellen. Nach der Fraktionierung war jedoch nur noch die
Fraktion mit den neutralen Verbindungen im Ansatz ohne metabolische Aktivierung schwach



Ergebnisse 72

aktiv. Die Probe aus der Abluft der Anlage All zeigte nach der Fraktionierung Effekte in den
Fraktionen ,Neutrale Verbindungen® und ,,Basen®. Im Ansatz mit metabolischer Aktivierung
konnte nur in der Fraktion mit den neutralen Verbindungen eine schwache cytotoxische Wir-
kung ermittelt werden.

Um sicherzustellen, dass durch die Fraktionierung die Toxizitat nicht verloren gegangen war,
wurden die Fraktionen von Abluft aus Anlage Al, Abluft aus Anlage All und der Prozesskontrol-
le wieder vereinigt und nochmals im Cytotoxizitatstest eingesetzt. Fir die Abluft der Anlage Al
ergaben sich Werte von 2,6 m3/ml ohne metabolische Aktivierung und 7 m3/ml mit metabo-
lischer Aktivierung, fir die Probe aus der Abluft der Anlage All 2,6 m3/ml und 6,8 m3/ml.
Diese Werte entsprechen den gemessenen Toxizitaten der urspriinglichen Proben (vgl. Kapitel
3.2.3).

In den Feldkontrollen konnte weder in der unfraktionierten Probe noch in den Fraktionen eine
Cytotoxizitat gemessen werden. Auch das Wiedervereinigen der Feldkontrolle zur Sicherstel-
lung, dass die Fraktionierung die Proben nicht verandert hat, erbrachte keine Wirkung im Cy-
totoxizitatstest.

Anlage B

Tabelle 3.29 fasst die Konzentrationen zusammen bei denen 80 % der Zellen nach Belastung
durch die entsprechenden Proben aus Anlage B liberlebt haben.

Tab. 3.29 NRg, - Werte der Fraktionen im Cytotoxizitatstest, Anlage B in m3/ml
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

Bl i BII

Zuluft Abluft Zuluft Abluft
Unfraktioniert 9/ -/ 10/ 8,8/
Starke Sauren -/ -/ -/ 2,9/
Schwache Séuren -/ -/ -/ -/
Neutrale Verbindungen -/ 7,9/ -/ 10 /
Basen -/ -/ -/ -/

Die Proben aus Anlage B wiesen vor der Fraktionierung keine bzw. eine sehr schwache Cyto-
toxizitat auf (NRgo - Werte zwischen 8,8 und 10 m3/ml). In den Fraktionen der Zuluftproben
und der Prozesskontrolle konnte keine Cytotoxizitat festgestellt werden. Die Fraktion mit den
neutralen Verbindungen aus der Abluft der Anlage Bl zeigte im Ansatz mit metabolischer Akti-
vierung eine leichte Cytotoxizitat bei 7,9 m3/ml. Die Abluft der Anlage Bll dagegen wies in der
Fraktion, die die starken Sauren enthaélt, im Ansatz ohne metabolische Aktivierung eine starke
Cytotoxizitat auf. Diese konnte durch die metabolische Aktivierung deutlich abgeschwéacht
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werden. Eine leichte Wirkung konnte ebenfalls in der Fraktion mit den neutralen Verbindun-
gen im Ansatz ohne metabolische Aktivierung gemessen werden.

Da die unfraktionierten Proben aus Anlage B nur eine geringe Cytotoxizitat aufwiesen, wurde
auf eine Wiedervereinigung der Proben verzichtet. In der Prozesskontrolle aus Anlage B konn-
te keine Cytotoxizitat festgestellt werden.

3.3.3 Mikrokerntest

Zur Untersuchung des Potenzials der einzelnen Fraktionen, die Bildung von Mikrokernen zu
induzieren, wurde der Mikrokerntest mit der Zelllinie V79, wie in Kap. 2.7 beschrieben,
durchgefiihrt.

Mikrokerne

Zur Bestimmung der Konzentration, ab der ein Effekt feststellbar war (Lowest Observable
Effect Concentration, LOEC) wurde ebenso verfahren wie bei den Mikrokerntests aus der Pro-
zesskette (Kap. 3.2.5). Zunachst wurde der Mittelwert aus allen Negativkontrollen gebildet
und deren Standardabweichung bestimmt. Die Werte lagen ohne metabolische Aktivierung
durch S9-Mix bei 1,9 £0,87 %, im Ansatz mit metabolischer Aktivierung durch S9 bei
2,7 £ 1,01 %. Die Standardabweichung wurde verdoppelt und zum Mittelwert hinzuaddiert,
um die Grenze zu definieren, ab der ein Effekt auftritt. Durch die Verdopplung der Standard-
abweichung konnte sichergestellt werden, dass mit 97,5 prozentiger Wahrscheinlichkeit kein
Wert falsch positiv bewertet wurde. AnschlieBend wurde graphisch die Konzentration ermit-
telt, bei der ohne S9-Mix 4 % und mit S9-Mix 5 % Mikrokerne erreicht wurden. Diese Werte
wurden als LOECs festgelegt und sind in Abb. 3.22 dargestellt.
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Abb. 3.22 LOEC - Werte aus dem Mikrokerntest, Mikrokerne: Fraktionen aus Anlage A
n.b. = nicht bestimmbar, fir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden, A n W = Abluft

nach Warmetauscher

a) Fraktionen ohne metabolische Aktivierung, Effekte nur durch die Fraktionen ,starke Sauren®
und ,neutrale Verbindungen® erkennbar
b) Fraktionen mit metabolischer Aktivierung, Effekte nur in den Abluftproben, dort jedoch keine

Effekte in der Fraktion ,,schwache Sauren®



Ergebnisse 74

Ohne metabolische Aktivierung (Abb. 3.21 a) konnten Effekte im Mikrokerntest nur in den
Fraktionen ,starke Sauren® und ,neutrale Verbindungen® ermittelt werden. Die ,Neutralen
Verbindungen“ waren ohne metabolische Aktivierung nur aus der Zuluft der Anlage Al aktiv.
Der Parallelansatz mit metabolischer Aktivierung (Abb. 3.21 b) dagegen hob die Effekte aus
der Zuluft der Anlage All auf. In diesem Ansatz konnten Effekt nur in den Abluftproben festge-
stellt werden. Hier waren insbesondere die Fraktionen ,starke Sauren® und ,neutrale Verbin-
dungen® aktiv. Schwache Effekte konnten auch in der basischen Fraktion der Abluft der Anla-
ge Al gefunden werden.

Zur ndheren Charakterisierung der Proben aus Anlage B wurden diese ebenfalls fraktioniert
und die Fraktionen in den Mikrokerntest eingesetzt. Abb. 3.23 zeigt die LOECs der Proben
aus Anlage B.
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Abb. 3.23 LOEC - Werte aus dem Mikrokerntest, Mikrokerne: Fraktionen aus Anlage B

n.b. = nicht bestimmbar, fiir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden

a) Fraktionen ohne metabolische Aktivierung, Effekte nur durch die Fraktion ,neutrale
Verbindungen® erkennbar

b) Fraktionen mit metabolischer Aktivierung, Effekte hauptsachlich in der Fraktion

le Verbindungen®, in den Zuluftproben auch Effekte in den Fraktionen ,starke

,heutra-

Sauren und

»schwache Sauren®

Im Ansatz ohne metabolische Aktivierung (Abb. 3.23 a) konnten Effekte nur in der Fraktion
»neutrale Verbindungen“ gefunden werden. Starke Effekte zeigten sich hier in der Abluft der
Anlage BIl. Durch die Zugabe des S9 - Mixes zur metabolischen Aktivierung (s. Kap 2.3.4)
konnte eine Zunahme an aktiven Fraktionen in den Zuluftproben beobachtet werden (Abb.
3.23 b): die Fraktionen ,starke Sauren“ und ,neutrale Verbindungen® der Zuluft aus Anlage B,
sowie die Fraktion ,schwache Sauren® aus der Zuluft der Anlage BIl wiesen durch die Zugabe
an S9 - Mix verstarke Effekt auf. Auf die Fraktionen aus den Abluftproben hatte die metaboli-
sche Aktivierung keinen Einfluss.
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Alle Fraktionen zeigten Effekte im Mikrokerntest. Tab. 3.30 zeigt die Ergebnisse des Mikro-
kerntest mit den Prozesskontrollen.

Tab. 3.30 Ergebnisse des Mikrokerntests mit den Pro-
zesskontrollen in pl/ml

Werte sind Nominalkonzentrationen, bei denen ein Effekt
auftrat (maximal eingesetzt 10 pl/ml). Schwarz = ohne me-
tabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

Anlage A Anlage B
Starke Sauren -/ -/
Schwache Siuren -/ -/
Neutrale Verbindungen -/ -/
Basen -/ 3,2/

Effekte traten hauptsachlich bei der Untersuchung mit metabolischer Aktivierung auf. Ohne
metabolische Aktivierung konnten Effekte in der Prozesskontrolle nur in der basischen Frakti-
on gefunden werden. Die Effekte in den Prozesskontrollen wurden bei der Bewertung der Er-
gebnisse mit einbezogen (s.u.).

Tabelle 3.31 zeigt die Bewertung der Ergebnisse aus den Fraktionen im Mikrokerntest - End-
punkt ,Mikrokerne® nach den in Kapitel 3.2.5 beschriebenen BewertungsmaBstaben auf Basis
der gefilterten Luft aus Szenario 1.

Tab. 3.31 Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests, Mikrokerne: Anlage A
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

Al All

Zuluft Abluft Zuluft Abluft
Unfraktioniert -/ +++/ +++/ ++/
Starke S&uren ++/ -/ -/ ++/
Schwache Sauren -/ -/ -/ -/
Neutrale Verbindungen -/ -/ -/ -/
Basen -/ -/ -/ -/

Die Feldkontrolle aus Anlage A zeigte Effekte in der basischen Fraktion mit metabolischer
Aktivierung. Die Proben aus Zu- und Abluft jedoch nicht. Daher wurde fur den Endpunkt ,,Mik-
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rokerne“ der Proben aus Anlage A aufgrund der Effekte in der Prozesskontrolle keine Neube-
wertung vorgenommen.

Durch die Fraktionierung ergaben sich Effekte im Mikrokerntest in der Probe aus der Zuluft
der Anlage Al in der Fraktion der starken Sauren im Ansatz ohne metabolische Aktivierung,
wohingegen die unfraktionierte Probe nicht aktiv war. Die Effekte aus der unfraktionierten
Probe der Abluft der Anlage Al ohne metabolische Aktivierung konnten durch die Fraktionie-
rung aufgehoben werden. Aufgehoben wurden durch die Fraktionierung auch die Effekte aus
der Zuluft der Anlage All. Die Probe aus der Abluft der Anlage All zeigte sowohl unfraktioniert
als auch in der Fraktion der starken Sauren das Potenzial Mikrokerne zu induzieren.

Tab. 3.32 Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests, Mikrokerne: Anlage B
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

BI i BII

Zuluft Abluft Zuluft Abluft
Unfraktioniert ++/ -/ ++/ ++/
Starke S&uren -/ -/ -/ -/
Schwache Sauren -/ -/ -/ -/
Neutrale Verbindungen -/ ++/ -/ -/
Basen -/ -/ -/ -/

Die Effekte der Prozesskontrollen wurden nicht in die Bewertung mit einbezogen, da die Frak-
tionen der starken Sauren und neutralen Verbindungen im Vergleich zur gefilterten Luft aus
Anlage A als nicht wirksam zu betrachten waren.

Die Effekte der Proben aus der Zuluft aus Anlage Bl und BIl, sowie die Effekte aus der Probe
der Abluft aus Anlage BIl konnten durch die Fraktionierung aufgehoben werden. Dagegen
zeigte die neutrale Fraktion der Abluft der Anlage Bl deutliche Effekte, die in der unfraktionier-
ten Probe nicht auftraten.

Anomalien

Neben der Betrachtung des Endpunkts ,Mikrokerne“ wurden, wie in Kap. 2.7.2 beschrieben,
auch Zellkernanomalien betrachtet und unter dem Begriff ,Anomalien® zusammengefasst.
Diese wurden analog zur Auswertung der Mikrokerne aufgetragen und wie oben beschrieben
ausgewertet. Der Mittelwert der Negativkontrollen lag bei 2,7 £+ 2,13 % ohne metabolische
Aktivierung und bei 4,6 £ 2,61 % mit metabolischer Aktivierung durch S9. Zur graphischen
Ermittlung des LOEC wurde ohne S9-Mix die Konzentration bestimmt, bei der 7 % der Zellen
Anomalien aufwiesen. Im Versuch mit metabolischer Aktivierung wurde die Konzentration
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gewahlt, bei der 10 % der Zellen Anomalien aufwiesen, da bereits die Verwendung des S9-
Mixes Schadigungen der Zellkerne in den Negativkontrollen hervorrief. In Abb. 3.24 sind die
LOECs fiir den Endpunkt ,,Anomalien“ zusammengefasst.
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Abb. 3.24 LOEC - Werte aus dem Mikrokerntest, Anomalien: Fraktionen aus Anlage A

n.b. = nicht bestimmbar, fiir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden

a) Fraktionen ohne metabolische Aktivierung, keine Effekte in der Fraktion ,Basen®, starke
Effekte insbesondere in der Fraktion ,,schwache Sauren®

b) Fraktionen mit metabolischer Aktivierung, keine Effekte ermittelbar

Ohne metabolische Aktivierung (Abb. 3.24 a) sind Effekte in geringen Konzentrationen in allen
Fraktionen auBer der Fraktion ,Basen® zu erkennen. Zellkernanomalien wurden durch die
Fraktion ,,schwache Sauren® aus den Proben Zu- und Abluft der Anlage Al schon bei sehr ge-
ringen Konzentrationen ausgelost. Die Zugabe des S9 - Mixes zur metabolischen Aktivierung
(s. Kap. 2.3.4) hob alle Effekte wieder auf: es konnte kein LOEC bestimmt werden.

Zur naheren Charakterisierung der Proben aus Anlage B, wurden diese ebenfalls fraktioniert
und die Fraktionen in den Mikrokerntest eingesetzt. Abb. 3.25 zeigt die LOECs der ausgelds-
ten Zellkernanomalien der Proben aus Anlage B.
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Abb. 3.25 LOEC - Werte aus dem Mikrokerntest, Anomalien: Fraktionen aus Anlage B

n.b. = nicht bestimmbar, fir diese Probe konnte kein LOEC festgestellt werden, A n W = Abluft

nach Warmetauscher

a) Fraktionen ohne metabolische Aktivierung, LOECs nur flr die Fraktion ,neutrale Verbin-
dungen®in Abluft Anlage Bl und Zuluft Anlage BIl bestimmbar

b) Fraktionen mit metabolischer Aktivierung, LOECs nur fir Abluft Anlage Bl und Zuluft
Anlage BIl ermittelbar, fur diese Proben jedoch in fast allen Fraktionen

Im Ansatz ohne metabolische Aktivierung konnten LOECs bei der Betrachtung des Endpunkts
~Anomalien® der Proben aus Anlage B nur fir die Fraktion ,neutrale Verbindungen® aus Ab-
luft Anlage Bl und Zuluft Anlage BIl bestimmt werden. Durch die metabolische Aktivierung
wurden ebenfalls nur die Proben aus der Abluft der Anlage Bl und der Zuluft der Anlage BII
beeinflusst. In der Abluft der Anlage Bl verstarkt sich durch die Aktivierung die Wirkung der
Fraktion ,,starke Sauren®, ,schwache Sauren“ und ,neutrale Verbindungen®. In der Zuluft der
Anlage Bll verstarkte sich die Wirkung der Fraktionen ,starke Sauren® und ,,Basen®, die Wir-
kung der Fraktion ,neutrale Verbindungen“ konnte dagegen abgeschwéacht werden. Die Frak-
tionen der Proben zeigten auch Effekte im Endpunkt ,Anomalien® des Mikrokerntests. Tabelle
3.33 zeigt die Ergebnisse des Mikrokerntest mit den Prozesskontrollen.

Tab. 3.33 Ergebnisse des Mikrokerntests mit den Prozesskontrollen
Werte sind Nominalkonzentrationen, bei denen ein Effekt auftrat (maximal eingesetzt 10 pl/ml).
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung, Einheit [ul/ml]

Anlage A Anlage B
Starke Sauren -/ -/
Schwache Sauren 3,4/ -/
Neutrale Verbindungen -/ -/

Basen -/ -/
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Tabelle 3.34 zeigt die Bewertung der Ergebnisse im Mikrokerntest - Endpunkt ,Anomalien® -
der Fraktionen der Proben aus Anlage A nach den in Kap. 3.2.5 beschriebenen Bewertungs-
maBstaben auf Basis der gefilterten Luft aus Szenario 1.

Tab. 3.34 Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests, Anomalien: Anlage A
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung, in Klammern =
falsch positives Ergebnis durch Wirkung der Feldkontrolle

Al § Al

Zuluft Abluft Zuluft Abluft
Unfraktioniert -/ +++/ ++/ ++/
Starke Sauren ++/ -/ ++/ -/
Schwache Sduren (+++)-/ +++/ -/ ++/
Neutrale Verbindungen -/ +++/ -/ -/
Basen -/ -/ -/ -/

Aufgrund der ahnlichen Dosis-Wirkungsbeziehung der Feldkontrolle und der Zuluft der Anlage
Al in der Fraktion schwache S&uren (zundchst starker Anstieg, dann Abfallen der Kurve) wur-
de dieser Effekt als falsch-positiv gewertet. Die Dosis-Wirkungsbeziehungen der Abluftproben
in der Fraktion schwache Sduren hingegen verliefen nahezu linear ansteigend ohne Abfallen
der Kurve in der hdchsten Konzentration und werden daher nicht als falsch positiv bewertet.

Die Induktion von Zellkernanomalien durch die Proben aus der Abluft der Anlage Al konnte in
den Fraktionen der schwachen Sauren und der neutralen Verbindungen wiedergefunden wer-
den. Auch in der Abluft der Anlage All gibt es eine Ubereinstimmung der Wirkungsweise der
unfraktionierten Probe und der Fraktion mit den schwachen S&uren.

In Tabelle 3.35 ist die Bewertung der Induktion von Zellkernanomalien der unfraktionierten
und fraktionierten Proben aus Anlage B zusammengefasst.
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Tab. 3.35 Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests, Anomalien: Anlage B
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

Bl BlI

: Zuluft Abluft Zuluft Abluft
Unfraktioniert ++/ -/ -/ -/
Starke S&uren -/ -/ -/ -/
Schwache Sauren -/ -/ -/ -/
Neutrale Verbindungen -/ -/ -/ -/
Basen -/ -/ -/ -/

Keine der Fraktionen der Proben aus Anlage B zeigte einen Effekt bei der Betrachtung des
Endpunktes ,Zellkernanomalien®.

3.3.4 Gaschromatographische Untersuchungen mit massenspektrometrischer
Analyse

Zur ldentifizierung in den Fraktionen enthaltener Verbindungen wurde eine gaschroma-
tographische Untersuchung mit gekoppelter massenspektrometrischer Analyse, wie in Kap.
2.10.2 beschrieben, durchgefiihrt.

Abb. 3.26 zeigt stellvertretend das Chromatogramm der Fraktion ,starke Sauren® der Probe
Zuluft Anlage Al.
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Abb. 3.26 Chromatogramm der Probe Zuluft Anlage Al - starke Sauren
Zahlen liber Peaks zeigen die Verweildauer [min] der Verbindung auf der Saule, Hohe der
Peaks entspricht der Menge
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Uber das angehdngte Massenspektrometer wurde das entsprechende Massenspektrum jedes
Peaks mit einer Datenbank verglichen. Dazu werden die funf hochsten Molekilpeaks mitein-
ander verglichen und angegeben, zu welchem Prozentsatz das gemessene Spektrum mit dem
Spektrum der Datenbank Ubereinstimmt. In den folgenden Tabellen sind die gefundenen Ver-
bindungen der einzelnen Proben mit ihrer Retentionszeit und der prozentualen Ubereinstim-
mung des Massenspektrums aufgelistet. Dabei wurden nur die Verbindungen aufgenommen,
deren Massenspektrum tber 70 % mit dem Spektrum der Datenbank Ubereinstimmte und
somit ein Hinweis zur Identifizierung gegeben ist. Die identifizierten Verbindungen sind mit
ihrer Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit und der Retentionszeit auf der Saule in den Tabel-
len 3.36 - 3.45 aufgelistet.

Tab. 3.36 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Zuluft Anlage Al
Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]  Retentionszeit [min]

Starke Sauren

2-Methoxy-furan 90 4,12
Hexamethylcyclotrisiloxan 83 4,50
4-Hydroxy-4-methyl-2- pentan 72 5,83
Octamehtylcyclotetrasiloxan 86 9,27
Decamethylcyclopentasiloxan 72 14,84
Hexadecansaure, methylester 97 38,64
Octadecansaure, methylester 96 43,54
Schwache Sauren
2-Methoxy-furan 90 4,12
Octamethylcyclotereasiloxan 80 9,35
Hexadecansaure 95 38,70
Octadecansaure, methylester 97 43,60
Neutrale Verbindungen
4-Methyl-3-penten-2-on 81 4,05
Hexamethylcyclotrisiloxan 83 4,47
2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperisinon 72 13,22
Dodecamethylcyclohexasiloxan 86 20,94
Basen
4-Methyl-3-penten-2-on 80 4,12

Dodecamethylcyclohexasiloxan 72 20,94
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Tab. 3.37 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Abluft Anlage Al
Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]  Retentionszeit [min]

Starke Sauren

4-Methyl-3-penten-2-on 91 4,12
Octamethylcyclotetrasiloxan 72 9,34
Nonansaure, methyl ester 96 17,24
Hexanedidons&ure, dimethyl ester 91 17,97
Dimethylphthalat 70 25,09
Dimethy-1,3-benzendicarboxylsaure 96 26,95
Trimethyl-1,2,4-benzentricarboxylsdure 96 36,45
Hexadecansaure, methyl ester 98 38,62
(Z,2)-Methyl-9,12-octadecadiensaure 99 42,79
(Z,2)-9-octadecensaure, methyl ester 99 42,92
Octadecansaure, methyl ester 98 43,53
(Z,Z)-methyl-9,12-octadecadiensaure 95 43,96
9,12-Octadecadiensdure, methyl ester 95 4412
(Z,2)-9,12-Octadecadiensaure, methyl ester 94 44,93
Docosansaure, methyl ester 98 52,17

Schwache Sauren

4,4-Dimethyl-2-imidazolin 72 3,19
2-Methoxy-furan 90 3,92
4-Methoxy-4-methyl-2-pentanon 72 6,99
Octamethylcyclotetrasiloxan 72 9,28
Hexadecansaure, methyl ester 96 38,64
Octadecansaure, methyl ester 94 43,56
Neutrale Verbindungen
Methyl Isobutyl Keton 90 3,25
2-Methoxy-furan 86 4,07
Hexamethylcyclotrisiloxan 83 4,46
1,3-Dimethyl-benzen 70 5,49
2-Butoxy-ethanol 90 6,39
2-Ethyl-1-hexanol 83 10,21
1(1-Isocyanato-1-methylethyl)-benzen 91 25,37
Basen
4-Methyl-3-penten-2-on 72 4,07

Hexamethylcyclotrisiloxan 83 4,48
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Tab. 3.38 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Zuluft Anlage All
Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]  Retentionszeit [min]

Starke Sauren

3,4-Dimethyl-2-penten 78 3,23
4-Methyl-3-penten-2-on 91 3,96
Octamethylcyclotetrasiloxan 86 9,27
Hexadecansaure, methyl ester 93 38,65
Octadecansaure, methyl ester 97 43,56
Schwache Sauren
2,4-Dimethyl-2-penten 72 3,36
4-Methyl-3-penten-2-on 91 4,12
1,2-Bis(methylthio)-ethan 78 10,43
Hexadecansaure, methyl ester 96 38,67
Octadecansaure, methyl ester 94 43,57

Neutrale Verbindungen

4-Methyl-3-penten-2-on 78 4,07

Tab. 3.39 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Abluft Anlage All
Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]  Retentionszeit [min]

Starke Sauren

3,4-Dimethyl-2-penten 72 3,38
4-Methyl-3-penten-2-on 91 4,12
Octadecansaure, methyl ester 94 43,53
Schwache Sauren
3,4-Dimethyl-2-penten 78 3,39
4-Methyl-3-penten-2-on 91 4,12
1,2-Bis(methylthio)-ethan 78 10,42
Octadecansaure, methly ester 94 43,61

Neutrale Verbindungen

Trans-1-butyl-2-methylcyclopropan 70 3,88
Methyl-cyclohexan 74 4,03
Camphen 94 7,61
2-Methyl-2-propensaure, butyl ester 74 8,56
1-Methyl-4-(1-methylethenyl)-benzen 93 12,05
Methyl(1-methyletthenyl)-benzen 90 12,31
2-Ethyl-1-dodecanol 80 35,32
2-Hexyl-1-decanol 90 35,28
2-Hexyl-1-decanol 90 40,45
2-Hexyl-1-decanol 90 45,18
Basen

4-Methyl-3-penten-2-on 83 4,08
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Tab. 3.40 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Zuluft Anlage Bl

Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]

Retentionszeit [min]

Starke Sauren

2-Methoxy-furan 83 4,12
Hexadecansaure, methyl ester 97 38,61
Octadecansaure, methyl ester 94 43,53
1,2,3,4,4-1-Phenanthrenecarboxylsdure 98 48,44
Schwache Sauren
4-Hydroxy-4-methylpentanon 83 4,25
Hexadecansaure, methyl ester 94 38,63
Octadecansaure, methyl ester 97 43,35
Neutrale Verbindungen
2-Methoxy-furan 72 4,04
Basen
4-Methyl-3-penten-2-on 80 4,07

Tab. 3.41 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Abluft Anlage BI

Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]

Retentionszeit [min]

Starke Sauren

2-Methoxy-furan 83 4,043
Hexadecanséure, methyl ester 97 38,624
Octadecansaure, methyl ester 98 43,51
Schwache Sauren
4-Methyl-3-penten-2-on 83 4,278
2,5-Hexanedion 72 8,639
Hexadecansaure, methyl ester 96 38,643
Octadecansaure, methyl ester 98 43,52
Neutrale Verbindungen
Methyl Isobutyl Keton 90 3,246
3,5-Dimethyl-1-hexyn-3-ol 78 5,27
N-butyl-benzensulfonamid 87 34,998
Bis(2-methylpropyl)-1,2-benzendicarboxylsaure 78 37,076
Butyl-2-methylpropyl-1,2-benzendicarboxylsaure 78 39,504
Basen
4-Methyl-3-penten-2-on 78 3,988
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Tab. 3.42 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Zuluft Anlage BII
Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]  Retentionszeit [min]

Starke Sauren

4-Methyl-3-penten-2-on 83 4,32
Hexadecansaure, methyl ester 95 38,62
Octadecansaure, methyl ester 98 43,49
1,2,3,4,4-1-Phenanthrenecarboxylsdure 97 48,42
Schwache Sauren
3-Methyl-2-cyclohexen-1-on 86 13,08
2,6-Dimethyl-2,5-heptadien-4-on 91 14,03
Hexadecansaure, methyl ester 98 38,58
Octadecansaure, methyl ester 98 43,49
Neutrale Verbindungen
4-Methyl-3-penten-2-on 80 3,98
Hexamethylcyclotrisiloxan 83 4,38
Basen
2-Methoxy- furan 78 4,03
Hexamethylcyclotrisiloxan 74 4,43

Tab. 3.43 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Abluft Anlage BII
Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%] Retentionszeit [min]

Starke Sauren

3,4,5-Trimethylpyrazol 78 7,98
2-Methyl-2-propenséaure, butyl ester 74 8,52
2,4-Dimethyl-1H-imidazol 78 10,73
Hexadecansaure, methyl ester 98 38,60
Octadecansaure, methyl ester 96 43,47
Schwache Sauren
4-Methyl-3-penten-2-on 83 3,84
1,2-Bis(methylthio)-ethan 93 10,49
Hexadecanséure, methyl ester 97 38,58
Octadecansdure, methyl ester 97 43,48
Neutrale Verbindungen
2-Methyl-2-propensaure, butyl ester 83 8,57
3,5-Dimethyl-1H-pyrazol 83 11,13
Octadecan 96 35,22
Nonadecan 86 37,88
Eicosan 87 40,39
Basen

1,4-Dimethyl-pyrazol 78 9,22
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Tab. 3.44 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Prozesskontrolle Anlage A
Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]  Retentionszeit [min]

Starke Sauren

2-Methoxy-furan 83 4,18
Octadecansaure, methyl ester 90 43,60
Octadecansaure, methyl ester 90 43,61

Schwache Sauren

2-Methoxy-furan 83 4,23
1,2-Bis(methylthio)-ethan 72 10,60
Hexadecansaure, methyl ester 81 38,75
Octadecansaure, methyl ester 95 43,60
Neutrale Verbindungen
4-Methyl-3-penten-2-on 80 4,04
Hexamethylcyclotrisiloxan 83 4,44
Basen
2-Methoxy-furan 80 4,04

Tab. 3.45 Verbindungen in den Fraktionen der Probe Prozesskontrolle Anlage B
Ubereinstimmung der Massenspektren und Retentionszeit der einzelnen Verbindungen

Verbindungsname Ubereinstimmung [%]  Retentionszeit [min]

Starke Sauren

2-Methoxy-furan 83 4,19
Hexadecansaure, methyl ester 97 38,61
Octadecansaure, methyl ester 96 43,51

Schwache Sauren

4-Methyl-3-penten-2-on 83 4,25
Hexadecansaure, methyl ester 94 38,70
Octadecansaure, methyl ester 93 43,56
Neutrale Verbindungen
2-Methoxy-furan 78 4,05
Hexamethyl-cyclotrisiloxan 78 4,47
Butyl-2-methylpropyl-1,2-Benzendicarboxylsaure 78 37,08
Butyl octyl ester-1,2-Benzendicarboxylsaure 83 39,46
Basen

4-Methyl -3-Penten-2-on 86 3,99
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3.4 Einjahrige kontinuierliche Immissionsmessung

Das Ziel der einjéahrigen Immissionsmessung war, den Einfluss der Abluft aus der berobten
Anlage A auf die Luftqualitét der angrenzenden Stadt zu untersuchen. Da die Hauptwindrich-
tung dieser Gegend, aus Sud - Westen kommend, zunachst iber die Anlage hin zur Stadt liegt,
wird die Blockade der Frischluftversorgung der Stadt durch die Anlage immer wieder disku-
tiert. Fir diese Immissionsmessung wurden daher ein Messpunkt in Hauptwindrichtung vor
der Anlage (vor Anlage), ein Messpunkt in Hauptwindrichtung nach der Anlage (nach Anlage)
und ein Messpunkt in Hauptwindrichtung nach der Stadt (nach Stadt) zur Beprobung ausge-
wahlt, um eine Beeinflussung der Abluft aus der Anlage zu ermitteln. Die Ergebnisse der Un-
tersuchung werden im folgenden Kapitel dargestellt.

3.4.1 Meteorologie und Partikelkonzentrationen
Windrichtung

Wahrend der Immissionsmessung wurde an einer meteorologischen Messstation an der Anla-
ge die Windrichtung bestimmt, um Tagesproben fiir die Untersuchung in den Bioassays aus-
zuwahlen, bei deren Probenahme der Hauptwind aus Siud - Westen kam. Zum Vergleich wur-
den Daten der meteorologischen Station, die nach der Stadt installiert ist, herangezogen.

Die meteorologische Station an der Anlage bestimmt die Windrichtung im Abstand von finf
Minuten; die Station nach der Stadt ermittelt halbstiindige Werte. Um die Hauptwindrichtung
eines Tages zu bestimmen, wurde, anhand der gemessenen Gradzahlen, die hauptsachliche
Windrichtung jedes Tages errechnet.

Die Ergebnisse der Hauptwindrichtungen im Zeitraum 21.05.07 - 15.05.08 beider Stationen
sind in Abb. 3.27 dargestellt. An der Anlage wurde wahrend der Probenahme von 361 Tagen
an 360 Tagen die Windrichtung bestimmt, nach der Stadt konnten an 303 Tagen Daten zur
Bestimmung der Windrichtung ermittelt werden.
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a)

149 Tage
Sid - West

41 Tage
Nord - West

56 Tage
Nord - West

33 Tage
Sid - Ost
Abb. 3.27 Hauptwindrichtungen im Zeitraum 21.05.07 - 15.05.08 im Werk Anlage A und
nach der Stadt der Stadt Anlage A

a) Messstelle Werk Anlage A, b) Messstelle Nach der Stadt
Im Werk wurde deutlich haufiger Wind aus Richtung Stid-West gemessen als nach der Stadt.

Probenahmetage

Die Probenahme vor und nach der Anlage erfolgte durch automatischen taglichen Filterwech-
sel und erlaubte daher eine kontinuierliche tagliche Messung tber ein Jahr. Nach der Stadt
fand die Probenahme durch den fehlenden Filterwechsler von Montag bis Freitag statt, au-
Berdem wurde dort Gesamtstaub (TSP) gesammelt, da fiir das verwendete Gerat keine Vorab-
scheider zur Verfigung standen. Durch technische Stérungen der Sampler und Betriebsruhe
wahrend der Probenahme konnten Proben nur zu den in Abb. 3.28 angezeigten Zeitraumen
gesammelt werden.
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Abb. 3.28 Probenahmetage der Immissionsmessung

weif hinterlegte Felder: keine Probenahme; schwarz hinterlegte Felder: auBerhalb des Probe-

nahmezeitraums

a) Vor der Anlage, dunkelgrau hinterlegt: PM,, Probenahme, hellgrau hinterlegt: PM,s
Probenahme;

b) Nach der Anlage, dunkelgrau hinterlegt: PM,, Probenahme, hellgrau hinterlegt: PM,5
Probenahme;

¢) Nach der Stadt, mittelgrau hinterlegt: Gesamtstaub (TSP) Probenahme;
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Ermittelte Partikelkonzentrationen

Durch Auswiegen der Filter vor und nach der Belegung, konnte die Partikelkonzentration in
der Luft zur Zeit der Probenahme, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, berechnet werden. Die Er-
gebnisse sind in Abb. 3.29 im zeitlichen Verlauf dargestellt. Die an der meteorologischen Sta-
tion gemessenen PMy, - Werte wurden halbstiindig erhoben und in Tagesmittelwerte umge-
rechnet (Abb. 3.29 ¢)).
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% 60 1 der Immissionsmessung
= 50 1 a) Vor der Anlage; b) Nach der Anlage; ¢) Nach
é 40 ] . der Stadt; dhnlicher Verlauf der Partikelkon-
% 30 | - zentrationen an den Probenahmestellen a) und
‘% ol 1T L ek - '_ - s b). Deutlicher Peak auch bei c) gegen Ende des
? A 1 T T - - Jahres 2007; bei c) deutlich mehr TSP als PM,

] S - ’ W bei fast gleichem Jahresverlauf, Pfeile = Anstieg

OMai Sep san Mai im Dezember

Die Partikelkonzentrationen vor und nach der Anlage (Abb. 3.29 a) und b)) zeigen einen ahnli-
chen Jahresverlauf. Insbesondere der hohe Peak Mitte Dezember 2007 ist an beiden Probe-
nahmestellen zu verzeichnen. Die Partikelkonzentrationen nach der Stadt (Abb. 3.29 ¢)) sind
tendenziell niedriger als vor und nach der Anlage, jedoch konnte auch hier ein starker Anstieg
der Konzentration an TSP und PMy, im Dezember 2007 beobachtet werden (Abb. 3.29 Pfeile).
Durch die Sammlung von TSP liegen die selbst ermittelten Werte ber den Werten fiir PMyy,
die von der meteorologischen Station gemessen wurden.
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Ermittelte Stickoxidwerte der meteorologischen Station zur Zeit der Probenahme

Wahrend der Probenahme wurde nach der Anlage und nach der Stadt kontinuierlich Stick-
stoffdioxid und Stickstoffmonoxid gemessen. Durch eine Softwareumstellung der Messgerate
wurden die Daten im Zeitraum Mai bis Oktober 2007 und Januar bis Mérz 2008 in der Einheit
ppm bereitgestellt, von November bis Dezember 2007 und April bis Mai 2008 in der Einheit
pug/ms3. Um eine einheitliche Darstellung zu gewahrleisten, wurden die Daten mit der Einheit
ppm nach der in Abb. 3.30 dargestellten Formel umgerechnet.

Messwert [ppm] x molare Masse [g/mol]

C =
22,4 mol

Abb. 3.30 Gleichung zur Umrechnung von

ppm in pug/m3

Sowohl die Konzentrationen an Stickstoffdioxid als auch an Stickstoffmonoxid zeigen ein
deutliches Maximum in den kalten Monaten. Dabei zeigt Stickstoffdioxid von Oktober bis
Marz hohere Werte als in den warmen Monaten von Juni bis August 2007 und ab April 2008
(Abb. 3.31). Dieser Anstieg zeigt sich in der Stickstoffmonoxidbetrachtung noch deutlicher.
Hohe Konzentrationen an Stickstoffmonoxid sind im Zeitraum November 2007 bis Januar
2008 zu finden (Abb. 3.32).

a) 250 1\ ach der Anlage b) 259 1Nach der Stadt

200 1 200 1
T 150 £ 150
£ )
2 2
2 100 2 100

50 - \/\N 501
o ' 0 AMJ\J\!’JL/L | i WNLJJ\ A J"K T

Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai

Abb. 3.31 Stickstoffmonoxid Konzentrationen zur Zeit der Probenahme
a) Nach der Anlage, deutlich hohere NO-Konzentrationen als nach der Stadt
b) Nach der Stadt, hohe Konzentrationen besonders in den kalten Monaten (Oktober - Méarz)
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a) 100 Nach der Anlage b) 1004 Nach der Stadt
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Abb. 3.32 Stickstoffdioxid Konzentrationen zur Zeit der Probenahme

a) Nach der Anlage, deutlich héhere NO, - Konzentrationen als nach der Stadt

b) Nach der Stadt, hohe Konzentrationen besonders in den kalten Monaten (Oktober - Marz)

Probenauswahl fiir die Bioassays

Zur Auswahl der Proben fiir die Bioassays wurden Tage ausgewahlt an denen beide Stationen
Wind aus Sid - Westen meldeten, die Produktion in der Anlage lief und von allen drei Probe-
nahmestellen beaufschlagte Filter vorlagen. Lagen alle drei Kriterien an mehreren Tagen
nacheinander vor, wurden diese zu Mischproben zusammengenommen. Fur den Probenah-
mezeitraum ergaben sich dadurch 8 PM, - Mischproben, eine PM; s - Mischprobe und 3 Pro-
ben von Einzeltagen.

Abb. 3.33 zeigt die Verteilung der Proben und die jeweilige Fraktion Uber das Jahr an allen
Probenahmestellen.

a) Bau46undBau 1l mmm PMy,  |) Schwesternwohnheim == TSP
PM, ¢
Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai

Abb. 3.33 Verteilung der Probenahmetage auf das Jahr

a) Probenahmestellen vor und nach der Anlage, Tagesproben PM;, und PM;5s zu Misch-
proben zusammengenommen

b) Probenahmestelle nach der Stadt, Wochenproben, Gesamtstaub (TSP)
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3.4.2 Feldkontrollen

Um sicherzustellen, dass weder die Behandlung der Filter noch eine fehlerhafte Aufbereitung
fur die Effekte in den Bioassays verantwortlich waren, wurden insgesamt 3 Feldkontrollen und
ein leerer Filter aus der Packung analysiert. Bei den Feldkontrollen handelte es sich um Filter,
die in das Gerat eingesetzt, jedoch nicht mit Staub beaufschlagt worden waren.

Kontrolle 1 Leerer Filter aus der Packung
Kontrolle 2 Vor der Anlage April 2008
Kontrolle 3 Nach der Anlage Mai 2008
Kontrolle 4 Vor der Anlage Mai 2008

3.4.3 Bestimmung der Cytotoxizitat

Das cytotoxische Potenzial der acetonischen Filterextrakte der Immissionsproben wurde an
der Zelllinie V79 mit dem Endpunkt Neutralrotretention untersucht (vgl. Kap. 2.4). Die Bewer-
tung des Potenzials erfolgte anhand des NRso-Werts, der angibt, bei welcher Schadstoffkon-
zentration 50 % der Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle tberleben.

Ein NRso-Wert konnte in keiner getesteten Probe bestimmt werden, daher konnten alle Pro-
ben im durchgefiihrten Assay als nicht wirksam eingestuft werden.

3.4.4 Comet - Assay

Der Comet - Assay mit der S&ugerzelllinie V79 wurde zur Bestimmung der Gentoxizitat der
acetonischen Filterextrakte aus der Immissionsmessung, wie in Kap. 2.6 beschrieben, durch-
geflhrt.

Fir jede Probe wurde dabei mit und ohne metabolische Aktivierung die niedrigste Konzentra-
tion ermittelt, bei der ein statistisch signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle bestand.
Eine Aktivitat im Comet - Assay konnte nur fur die Proben aus drei Probenahmezeitraumen
festgestellt werden. Die Werte der aktiven Proben sind in Abb. 3.34 dargestellt. Keine der
Feldkontrollen zeigte eine Wirkung im Comet - Assay.
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Abb. 3.34 LOEC Werte aus dem Comet - As-
say: Immissionsmessung

a) 4-Tages Probe Ende September, die Aktivitat
konnte durch metabolische Aktivierung aufge-
hoben oder vermindert werden; b) 3-Tages Pro-
be Ende Marz, eine Aktivitat war nur mit meta-
bolischer Aktivierung erkennbar c) 3-Tages Pro-
be Ende April 2007, eine Aktivitat war nur mit
metabolischer Aktivierung nachweisbar;
n.b. = nicht bestimmbar, fiir diese Probe konnte
kein LOEC ermittelt werden

In den 12 untersuchten Probennahmezeitrdumen aus der Immissionsmessung konnten im
Comet - Assay aktive Proben nur wahrend 3 Zeitraumen ermittelt werden. Die hochste Aktivi-
tat zeigten die Proben, die Ende September 2007 gesammelt wurden (Abb. 3.34 a)). In der
Probe vom 25.03. - 28.03.08 konnte ein Effekt durch metabolische Aktivierung in der Ge-
samtstaubprobe, die nach der Stadt gesammelt worden war, ermittelt werden. Derselbe Ef-
fekt konnte in der Probe vom 28.04. - 30.04.08 in den Proben von vor und nach der Anlage

gezeigt werden.

Legt man die in Kapitel 3.1.2 dargestellten BewertungsmaBstdbe an, erhalt man die in Tabelle
3.46 dargestellten Ergebnisse. Da es sich um eine Immissionsmessung handelt, wurde auf die
Betrachtungsweise ,,Immissionsprognose® in diesem Kapitel verzichtet.
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Tab. 3.46 Bewertung des Comet - Assays, Immissionsmessung
Eine Aktivitdt im Comet - Assay konnte nur in sehr wenigen Proben festgestellt werden;
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

2007
Mitte Anfang Au- Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Ok-
Juni gust gust tember tember tober
Vor der Anlage -/ -/ -/ -/ +++/ -/
Nach der Anlage -/ -/ -/ -/ ++/ -/
Nach der Stadt -/ -/ -/ -/ ++/ -/
2007 2008
Anfang No- Mitte No- Anfang De- Mitte Janu- Ende Ende
vember vember zember ar Marz April
Vor der Anlage -/ -/ -/ -/ -/ -/
Nach der Anlage -/ -/ -/ -/ -/ -/
Nach der Stadt -/ -/ -/ -/ -/ -/

Die starke Aktivitat der Proben, die Ende September gesammelt wurden, konnte durch meta-
bolische Aktivierung (Zugabe von S9-Mix, s. Kap. 2.3.4) stark verringert oder aufgehoben
werden. Hingegen zeigten die Proben, die Ende Marz und Ende April 2008 gesammelt wurden,
nur durch metabolische Aktivierung einen Effekt im Comet - Assay.

3.4.5 Mikrokerntest

Der Mikrokerntest mit der Saugerzelllinie V79 wurde zuséatzlich zum Comet - Assay zur weite-
ren Bestimmung der Gentoxizitat der acetonischen Filterextrakte aus der Immissionsmes-
sung, wie in Kapitel 2.7 beschrieben, durchgefiihrt.

Mikrokerne

Zur Bestimmung der Konzentration, ab der ein Effekt feststellbar war (lowest observable ef-
fect concentration, LOEC) wurde der Mittelwert aus allen Negativkontrollen gebildet und de-
ren Standardabweichung bestimmt. Die Werte lagen ohne metabolische Aktivierung durch
S9-Mix bei 1,8 % + 0,88, im Ansatz mit metabolischer Aktivierung durch S9 bei 3,06 % + 1,25.
Die Standardabweichung wurde verdoppelt und zum Mittelwert hinzuaddiert, um die Grenze
zu definieren, ab der ein Effekt auftritt. Durch die Verdopplung der Standardabweichung
konnte sichergestellt werden, dass mit 97,5 %iger Wahrscheinlichkeit kein Wert falsch positiv
bewertet wurde. AnschlieBend wurde graphisch die Konzentration ermittelt, bei der ohne S9-
Mix 4 % und mit S9-Mix 6 % Mikrokerne erreicht wurden. Diese Werte wurden als LOECs (lo-
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west observable effect levels) festgelegt und sind fir die Ansdtze ohne metabolische Aktivie-
rung in Abb. 3.35 dargestellt.

a) 8 Tvor der Anlage b) 81 Nach der Anlage - PM,,
Mikrokerne Mikrokerne
1 PM,g
—_— N = N
EC 45 E° 45
< Na 2 53
S 4 S 2 4 %S
X~ o X o
= ® = @®
O O
L 1}
S 2] S 2 2
1 11 44 3 22 5 4 4 3 11 44 3 ‘2 5 4 4 3
n. n.n. n.n. n. nn. n. n. n. n. n. n. n.n. n. n. n. n. n. n.
Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai
] ¢) 7 Nach der Stadt == TSP
Abb. 3.35 LOEC - Werte aus dem Mikro- Mikrokerne
N
kerntest ohne metabolische Aktivierung, _ 6 S 5
. o £ <3
Endpunkt  Mikrokerne, Immissions- & l N3
c &0
. T = Q
messung, dargestellt im zeitlichen Ver- % -3
S 4 @
lauf der Probenahme S 4
. el O
a) Vor der Anlage, keine Aktivitat; b) Nach i 3
C e . . 3 24
der Anlage, Aktivitat Mitte Juni und Anfang
November 2007; ¢) Nach der Stadt, Aktivi- 8 25 55 5 55 8 2
. . . b. b. b. bb. b. bb. b b
tat Ende Méarz und Ende April 2008; an allen 0 =
Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai

drei Probenahmestellen nur selten die Bil-

von Mikrokernen erkennbar; Zahlen zeigen verwendete Anzahl der Probenahmetage zur Erstel-
lung einer Mischprobe; n.b. = nicht bestimmbar, fiir diese Probe konnte kein LOEC ermittelt
werden

Keine der Proben, die vor der Anlage gesammelt wurden, zeigten ohne metabolische Aktivie-
rung einen Effekt im Mikrokerntest bei der Betrachtung des Endpunkts ,Mikrokerne®. Nach
der Anlage konnte dagegen in zwei Proben Effekte gefunden werden, Mitte Juni und Anfang
November 2007. Die Gesamtstaubproben, die nach der Stadt gesammelt worden waren wie-
sen Ende Marz und Ende April 2008 eine Aktivitat auf.

In Abb. 3.36 sind die LOECs der Ansatze mit metabolischer Aktivierung unter Betrachtung des
Endpunktes ,Mikrokerne® dargestellt.
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Ende April, an allen drei Probenahmestellen nur selten die Bildung von Mikrokernen feststell-
bar, Probe Ende September 2007 sowohl von Vor der Anlage als auch von Nach der Anlage
aktiv; Zahlen zeigen verwendete Anzahl der Probenahmetage zur Erstellung einer Mischprobe;
n.b. = nicht bestimmbar, fiir diese Probe konnte kein LOEC ermittelt werden

Die Proben von vor der Anlage wiesen mit metabolischer Aktivierung bei der Betrachtung des
Endpunkts ,,Mikrokerne“ Ende September, Mitte November 2007 und Ende April 2008 die
Induktion von Mikrokernen auf. Ende September konnte auch eine Aktivitat der Proben nach
der Anlage gefunden werden. Beide Proben I6sten ohne metabolische Aktivierung keine ver-
mehrte Mikrokernbildung aus. Dagegen konnte die Aktivitét der Proben von nach der Anlage,
die ohne metabolische Aktivierung Mitte Juni und Anfang November festgestellt wurde, durch
die metabolische Aktivierung aufgehoben werden. Die Proben, die nach der Stadt gesammelt
worden waren, zeigten Anfang Juni 2007 und Ende April 2008 eine Aktivitat im Mikrokerntest.
Durch die metabolische Aktivierung wurde die Wirkung der Probe von Ende April verstarkt
und erstmals eine Wirkung der Probe von Anfang Juni gemessen. Dagegen wurde durch die
metabolische Aktivierung die Wirkung der Probe von Ende Marz aufgehoben.

Tabelle 3.47 fasst die Ergebnisse der Feldkontrollen im Mikrokerntest mit dem Endpunkt Mik-
rokerne zusammen.
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Tab. 3.47 Ergebnisse des Mikrokerntests: Kontrollen
Werte sind errechnete Nominalkonzentrationen, bei denen ein Effekt auftrat (maximal eingesetzt
10 ul/ml). Schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

Mikrokerne Mikrokerne
Kontrolle 1 3,8ul/ml / Kontrolle 3 -/
Kontrolle 2 -/ Kontrolle 4 -/

Um sicherzustellen, dass die Effekte nicht durch die Aufbereitung der Proben oder das Filter-
material entstanden waren, wurden alle Dosis-Wirkungsbeziehungen der aktiven Proben im
Ansatz ohne metabolische Aktivierung mit der Dosis-Wirkungsbeziehung der Kontrolle vergli-
chen.

In Tabelle 3.48 sind die Ergebnisse des Mikrokerntests zusammengefasst nach dem die in
Kapitel 3.1.2 beschriebenen BewertungsmaBstabe angelegt wurden.
Tab. 3.48 Bewertung des Mikrokerntests, Endpunkt Mikrokerne, Immissionsmessung

Mikrokerne I6sten nur in 9 von 36 Proben aus; schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau =
mit metabolischer Aktivierung; in Klammern = falsch positives Ergebnis

2007
Mitte Anfang Au- Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Okto-
Juni gust gust tember tember ber
Vor der Anlage -/ -/ -/ -/ -/ -/
Nach der Anlage ++/ -/ -/ -/ -/ -/
Nach der Stadt -/ -/ -/ -/ -/ -/
2007 2008
Anfang Mitte No- Anfang De- Mitte Ja- Ende Ende
November vember zember nuar Mérz April
Vor der Anlage -/ -/ -/ -/ -/ -/
Nach der Anlage (+++) -/ -/ -/ -/ -/ -/
Nach der Stadt -/ -/ -/ -/ ++/ +++/

Ein Potenzial Mikrokerne zu induzieren konnte hauptséachlich durch Zugabe von S9-Mix, also
durch metabolische Aktivierung, festgestellt werden (vor der Anlage Mitte September, Mitte
November 2007 und Ende April 2008, nach der Anlage Ende September 2007). Ebenso konn-
te jedoch durch metabolische Aktivierung die Aktivitat von Proben aufgehoben werden (nach
der Anlage Mitte Juni und Anfang November 2007, nach der Stadt Ende Méarz 2008). Auffallig
ist vor allem die hohe Aktivitat der Probe, die Ende April 2008 nach der Stadt gesammelt
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wurde. Die Wirkung der Probe von Anfang November 2007 wurde durch Vergleich der Dosis-
Wirkungsbeziehung mit Kontrolle 1 als falsch positiv bewertet, da beide Proben einen starken
Anstieg in der ersten und vierten Konzentration zeigten und identische Kurvenverldufe auf-
wiesen. Auch die Wirkung der Probe nach der Stadt von Mitte Juni 2007 wurde aufgrund des
Verlaufs ihrer Dosis-Wirkungsbeziehung als falsch positiv bewertet.

Zellkernanomalien

Neben der Betrachtung des Endpunkts ,Mikrokerne® wurden, wie in Kap. 2.7.2 beschrieben,
auch Zellkernanomalien betrachtet und unter dem Begriff Anomalien zusammengefasst. Diese
wurden analog zur Auswertung der Mikrokerne aufgetragen und wie oben beschrieben aus-
gewertet. Der Mittelwert der Negativkontrollen lag bei 1,58 % £ 1,26 ohne metabolische Akti-
vierung und bei 3,89 % + 2,43 mit metabolischer Aktivierung durch S9. Zur graphischen Er-
mittlung des LOEC wurde ohne S9-Mix die Konzentration bestimmt, bei der 4,5 % der Zellen
Anomalien aufwiesen. Im Versuch mit metabolischer Aktivierung wurde die Konzentration
gewahlt bei der 9 % der Zellen Anomalien aufwiesen, da bereits die Verwendung des S9-Mixes
Schadigungen der Zellkerne in den Negativkontrollen hervorrief. In Abb. 3.37 sind die LOECs
fur den Endpunkt ,,Anomalien® im Ansatz ohne metabolische Aktivierung zusammengefasst.
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Abb. 3.37 LOEC - Werte aus dem Mikro-

kerntest ohne metabolische Aktivierung, c) ®] /’:‘i}cﬁaﬂg Stadt = TSP
Endpunkt Anomalien, Immissionsmes- N
sung, dargestellt im zeitlichen Verlauf % ° § 3
der Probenahme % ] l % ('3

a) Vor der Anlage, Aktivitat Mitte November E 4 I FE . ®
2007 und Ende April 2008; b) Nach der An- §

lage, Aktivitat Mitte Juni, Mitte Oktober, Q5]

Anfang Dezember 2007 und Ende April .

2008; c) Nach der Stadt, keine Aktivitat nur 0 _ ol W

Anfang August, Mitte Oktober 2007 und Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai
Mitte Januar 2008; sehr hohe Aktivitat der Proben nach der Stadt, insbesondere starkes Poten-
zial Anomalien auszuldsen in den Novemberproben und der Probe Ende April 2008; Zahlen
zeigen verwendete Anzahl der Probenahmetage zur Erstellung einer Mischprobe; n.b. =
nicht bestimmbar, fiir diese Probe konnte kein LOEC ermittelt werden



Ergebnisse 100

Zellkernanomalien konnten bei den Proben von vor der Anlage nur durch die Proben ausgeldst
werden, die Mitte November 2007 und Ende April 2008 gesammelt wurden. Hingegen riefen
Proben, die nach der Anlage Mitte Juni, Mitte Oktober, Anfang Dezember im Jahr 2007 und
Proben, die Ende April 2008 gesammelt wurden, Zellkernanomalien hervor. Die meiste Aktivi-
tat bezlglich des Auslésens von Zellkernanomalien wiesen die Proben auf, die nach der Stadt
gesammelt worden waren. Hier konnte keine Aktivitat Anfang August, Mitte Oktober 2007
und Mitte Januar 2008 nachgewiesen werden. Eine sehr hohe Aktivitat wies hier ebenfalls die
Probe auf, die Ende April gesammelt worden war und auch vor und nach der Anlage bereits
ein Potenzial, Zellkernanomalien zu verursachen, aufwies. In Abb. 3.38 sind die LOEC - Werte
der Ansatze mit metabolischer Aktivierung unter Betrachtung des Endpunktes ,,Anomalien®

dargestellt.
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2007, Mitte Januar, Ende April 2008; b) 3
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Nach der Anlage, Aktivitat Mitte Juni, Mitte 0 A A b I
und Ende September, Anfang Dezember Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz Apr Mai

Dezember 2007; ¢) Nach der Stadt, Aktivitat Mitte Juni, Mitte September 2007 und Ende April
2008; erstmals Aktivitat einer PM, s Probe (Mitte Januar 2007, Vor der Anlage); Zahlen zeigen
verwendete Anzahl der Probenahmetage zur Erstellung einer Mischprobe; n.b. = nicht be-
stimmbar, fiir diese Probe konnte kein LOEC ermittelt werden

Mit metabolischer Aktivierung konnte erstmals eine Aktivitét einer PM; s Probe festgestellt
werden. Neben der Probe, die Mitte Januar vor der Anlage gesammelt wurde, wiesen auBer-
dem die Proben von Ende September, Mitte November, Anfang Dezember 2007 und Ende
April 2008 ein Potenzial auf, Zellkernanomalien zu induzieren. Eine Aktivitat der Proben von
nach der Anlage konnte Mitte Juni, Mitte und Ende September sowie Anfang Dezember 2007
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festgestellt werden. Durch die metabolische Aktivierung konnte die haufige Aktivitat der Pro-
ben, die nach der Stadt gesammelt worden waren, nahezu aufgehoben werden. Nur die Pro-
ben, die Mitte Juni, Mitte September 2007 und Ende April 2008 gesammelt wurden, wiesen
noch eine Aktivitat im Mikrokerntest, bei der Betrachtung des Endpunkts ,.Zellkernanomalien®
auf. Tabelle 3.49 fasst die Ergebnisse der Prozesskontrollen im Mikrokerntest mit dem End-

punkt ,Anomalien® zusammen.

Tab. 3.49 Ergebnisse des Mikrokerntests: Kontrollen

Werte sind errechnete Nominalkonzentrationen, bei denen ein Effekt auftrat (maximal eingesetzt
10 pl/ml). Schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

Anomalien Anomalien
Kontrolle 1 -/ Kontrolle 3 9,7 yl/ml /
Kontrolle 2 9,6 ul/ml / Kontrolle 4 -/

Zur Bewertung wurden wie bereits bei der Betrachtung des Endpunktes ,,Mikrokerne® die Do-
sis-Wirkungsbeziehungen der Kontrollen mit denen der Proben verglichen. Tab. 3.50 fasst die
Ergebnisse des Mikrokerntests bei der Betrachtung des Endpunkts ,,Anomalien zusammen.

Tab. 3.50 Bewertung des Mikrokerntests, Endpunkt Anomalien, Immissionsmessung
Ein Potenzial Anomalien auszulésen konnte in vielen Proben (18 von 36) festgestellt werden;
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung; in Klammern =

falsch positive Ergebnisse

2007
Mitte Anfang Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Okto-
Juni August gust tember tember ber
Vor der Anlage -/ -/ -/ -/ -/ -/
Nach der Anlage (++)-/ -/ -/ -/ -/ +++/
Nach der Stadt (++)-/ -/ -/ -/ -/ -/
2007 2008 I
Anfang Mitte No- Anfang De- Mitte Janu- Ende Ende
November vember zember ar Marz April
Vor der Anlage -/ ++/ -/ -/ -/ ++/
Nach der Anlage -/ -/ +++/ -/ -/ +++/
Nach der Stadt ++/ +t/ ++/ -/ ++/ ++/
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Die Proben wiesen ein deutlich hoheres Potenzial auf, Zellkernanomalien auszuldsen, als Mik-
rokerne zu induzieren. Einige Proben wurden erst durch die metabolische Aktivierung aktiv,
daher konnte in den Proben, die Ende September gesammelt wurden, nur nach metabolischer
Aktivierung ein Potenzial Zellkernanomalien auszulésen ermittelt werden. Aufféllig ist eine
hohe Aktivitat der Proben aus Anfang Dezember und Ende April. Die Proben, die Ende April
gesammelt wurden, wiesen bereits bei der Betrachtung des Endpunkts Mikrokerne eine hohe
Aktivitat auf. Durch das Einbeziehen der Effekte aus den Prozesskontrollen wurden zwei Er-
gebnisse als falsch positiv bewertet: Nach der Anlage und nach der Stadt von Mitte Juni. Bei-
de Proben zeigten nahezu identische Dosis-Wirkungsbeziehungen wie die Feldkontrollen.

3.4.6 Ames - Test

Die Mutagenitat der acetonischen Extrakte der Luftproben aus der Immissionsmessung wur-
de, wie in Kapitel 2.8 beschrieben, durch den Ames-Test mit den Stdmmen TA98 und TA100
von Salmonella typhimurimum jeweils mit und ohne metabolische Aktivierung durch S9 be-
stimmt.

Zur Auswertung des Ames - Tests wurde verfahren, wie in Kap. 3.2.5 beschrieben. Es wurde
die Anzahl der Revertanten gegen die eingesetzte Menge an Luftdquivalenten aufgetragen,
uber die Steigung der linearen Regressionsgerade die Anzahl der Revertanten pro m? Luft
ermittelt und nur die Proben bewertet, die einen Korrelationsfaktor tber 0,80 aufwiesen. An-
schlieBend wurde zur Darstellung der reziproke Wert der Steigung der linearen Regressions-
gerade verwendet, um die Einheit m3 Luft pro Revertant zu erreichen. Die Bewertungsgrenzen
wurden auf Basis der Daten der Kélbelescheuer gewahlt, da dieses Gebiet als Reinluftgebiet
gilt und daher ,,saubere Waldluft* darstellt. Die Effektgrenzen lagen ebenfalls bei den in Tabel-
le 4.11 aufgelisteten Werten. In keiner der getesteten Feldkontrollen konnte eine Mutagenitat
im Ames - Test festgestellt werden.

Stamm TA 98

Der Stamm TA 98 kann durch eine Mutation im Leseraster kein Histidin produzieren und wird
deshalb zur Ermittlung von Proben, die eine Leserastermutation auslésen verwendet.

Abb. 3.39 zeigt die Ergebnisse des Ames - Tests im Stamm TA 98 ohne metabolische Aktivie-
rung, dargestellt im zeitlichen Verlauf der Probenahme.
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Abb. 3.39 Ergebnisse des Ames - Tests,
Stamm TA98, Immissionsmessung
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der Stadt, hohe Mutagenitat Anfang September bis Mitte Oktober 2007 und Mitte Januar
2008, keine Mutagenitat Mitte Juni, in beiden November - Proben 2007 und Ende Marz
2008; Zahlen zeigen verwendete Anzahl der Probenahmetage zur Erstellung einer Mischpro-
be; n.b. = nicht bestimmbar, diese Proben waren nicht mutagen wirksam

Die hochste Mutagenitat im Ames - Test ist bei allen drei Probenahmestellen in den Proben
von Mitte September und Mitte Oktober feststellbar. Eine stark mutagene Wirkung zeigen
auch die PM; s Proben, die im Januar gesammelt wurden, sowie die entsprechende TSP - Pro-
be, die nach der Stadt gesammelt worden war. Kaum Aktivitdt konnte in den Proben vor und
nach der Anlage von Anfang und Mitte August gefunden werden, die Proben, die nach der
Stadt gesammelt worden waren, zeigten dagegen im August eine Wirkung im Ames - Test.
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Abb. 3.40 zeigt die Ergebnisse aus dem Ames - Test des Stammes TA 98 im Ansatz mit meta-

bolischer Aktivierung.
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September, Mitte Oktober, Anfang November 2007 und in der PM, s Probe von Mitte Januar
2008, keine Mutagenitat Anfang August und Mitte November 2007; c) Nach der Stadt, hohe
Mutagenitat von Mitte September bis Mitte Oktober 2007, Mitte Januar und Ende Méarz 2008,
keine Mutagenitat Mitte August und in beiden November - Proben 2007; Zahlen zeigen ver-
wendete Anzahl der Probenahmetage zur Erstellung einer Mischprobe; n.b. = nicht bestimm-
bar, diese Proben waren nicht mutagen wirksam

Eine stark mutagene Wirkung im Ansatz mit metabolischer Aktivierung im Stamm TA 98 konn-
te in allen Proben festgestellt werden, die Mitte September gesammelt wurden. Stark muta-
gen wirkten ebenfalls die PM; 5 - Proben, die Mitte Januar vor und nach der Anlage gesammelt
wurden, sowie die dazugehdrige TSP - Probe von nach der Stadt. Nahezu keine Mutagenitat
konnte dagegen in den Proben ermittelt werden, die Anfang und Mitte August gesammelt
wurden. Auch die Proben von Ende April 2008 wiesen nur eine geringe mutagene Wirkung

auf.
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Tab. 3.51 fasst die Bewertung des Ames - Tests im Stamm TA 98 nach den oben beschriebe-
nen Kriterien (Vergleich zur Waldluft von der Kalbelescheuer) zusammen.

Tab. 3.51 Bewertung des Ames - Tests, TA 98, Inmissionsmessung
schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

2007
Mitte Anfang Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Okto-

Juni August gust tember tember ber

Vor der Anlage ++/ -/ -/ +++/ ++/ +++/
Nach der Anlage ++/ +/ -/ +++/ +/ +++/
Nach der Stadt -/ ++/ +/ +++/ et/ +++/

2007 2008

Anfang No- Mitte No- Anfang Mitte Janu- Ende Ende

vember vember Dezember ar Marz April

Vor der Anlage ++/ -/ +/ +++/ +++/ ++/
Nach der Anlage ++/ ++/ ++/ ++/ ++/ -/
Nach der Stadt -/ -/ ++/ +++/ -/ ++/

Die Zugabe von S9-Mix zur metabolischen Aktivierung der Proben beeinflusste das Ergebnis
nur in wenigen Fallen. Eine Reduktion der mutagenen Wirkung konnte in folgenden Proben
beobachtet werden: vor der Anlage: Mitte Juni, Mitte Oktober 2007 und Ende April 2008,
nach der Anlage: Anfang August, Mitte November und Anfang Dezember 2007, nach der
Stadt: Anfang und Mitte August 2007. Jedoch wurde die mutagene Wirkung mancher Proben
durch die metabolische Aktivierung starker. Dies konnte bei den folgenden Proben beobach-
tet werden: vor der Anlage: Anfang August und insbesondere Mitte November 2007, nach der
Anlage: Mitte August 2007, nach der Stadt: starke Aktivierung der Probe von Ende Marz
2008.

Stamm TA100

Im Gegensatz zum Stamm TA98 verursacht eine Punktmutation die Histidinauxotrophie des
Stammes TA100. Dieser kann daher zur Ermittlung von Punktmutationen auslésenden Proben
verwendet werden.
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Abb. 3.41 zeigt die Ergebnisse aus dem Ames - Test des Stammes TA 100 im Ansatz ohne
metabolische Aktivierung.
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ar, keine Mutagenitat in beiden Augustproben, Ende September, Mitte November, Anfang
Dezember 2007 und Ende April 2008; ¢) Nach der Stadt, hohe Mutagenitat Mitte Juni, Anfang
September 2007 und Mitte Januar, Ende Marz und Ende April 2008, keine Mutagenitat Anfang
August, und im November 2007; Zahlen zeigen verwendete Anzahl der Probenahmetage zur
Erstellung einer Mischprobe; n.b. = nicht bestimmbar, diese Proben waren nicht mutagen
wirksam

Die hochste Mutagenitat in den Versuchen mit dem Stamm TA100 ohne metabolische Wir-
kung an allen drei Probenahmestandorten wiesen die PM; 5 - Proben von Mitte Januar 2008
auf. Keine mutagene Wirkung konnte jedoch in den PM; s - Proben von Anfang August nach-
gewiesen werden. Eine hohe Mutagenitdt an allen Probenahmestellen konnte auBerdem in
den Proben die Mitte Oktober 2007 gesammelt wurden, festgestellt werden. Die entspre-
chenden Proben, die nach der Stadt gesammelt worden waren, zeigten eine geringfligig ge-
ringere Mutagenitat. Die Proben von Mitte Juni bis Mitte September 2007 von vor und nach
der Anlage hatten eine deutlich geringere mutagene Wirkung im Ames - Test als die entspre-
chenden Proben von nach der Stadt. Die Proben von nach der Stadt, die im Zeitraum Anfang
November bis Anfang Dezember gesammelt wurden, wiesen eine deutlich geringere Mutage-
nitat auf als die zeitgleich gesammelten Proben von vor und nach der Anlage.
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Abb. 3.42 zeigt die Ergebnisse aus dem Ames - Test des Stammes TA 100 im Ansatz mit me-
tabolischer Aktivierung.
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Ende April 2008; b) Nach der Anlage, hohe Mutagenitat Mitte September, Mitte Oktober,
Mitte November 2007 und Ende Mérz 2008, hohe Mutagenitat auch in der PM; 5 Probe von
Mitte Januar 2008, keine Mutagenitat Mitte Juni, in beiden August - Proben, Ende September,
Anfang November und Anfang Dezember 2007; c) Nach der Stadt, hohe Mutagenitét Anfang
August bis Mitte Oktober 2007, Mitte Januar und Ende Marz 2008, keine Mutagenitdt Mitte
Juni, Anfang November bis Anfang Dezember 2007 und Ende April 2008; Zahlen zeigen ver-
wendete Anzahl der Probenahmetage zur Erstellung einer Mischprobe; n.b. = nicht be-
stimmbar, diese Proben waren nicht mutagen wirksam

Im Ansatz TA100 mit metabolischer Aktivierung waren die Proben von Mitte September, Mitte
Oktober 2007, Mitte Januar und Ende Méarz 2008 besonders aufféllig. Diese Proben zeigten an
allen Probenahmestandorten eine starke Mutagenitat im Ames - Test. Dagegen wiesen die
Proben von Anfang November 2007 an keinem Probenahmestandort eine Mutagenitat auf.
Die Proben, die nach der Stadt gesammelt worden waren, zeigten auch mit metabolischer
Aktivierung eine deutlich starkere Mutagenitat im Zeitraum von Anfang August bis Ende Sep-
tember 2007. Dagegen wiesen die Proben von vor und nach der Anlage, die von Mitte No-
vember bis Anfang Dezember 2007 gesammelt wurden, eine hohere Mutagenitat auf als die

entsprechenden Proben von nach der Stadt.
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Tab. 3.52 fasst die Bewertung der Versuche mit dem Stamm TA100 nach den oben beschrie-

benen Kriterien zusammen.

Tab. 3.52 Bewertung des Ames - Tests, TA 100, Immissionsmessung

schwarz = ohne metabolische Aktivierung, grau = mit metabolischer Aktivierung

2007
Mitte Anfang Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Okto-
Juni August gust tember tember ber
Vor der Anlage -/ -/ -/ ++/ -/ +++/
Nach der Anlage ++/ -/ -/ +/ -/ +++/
Nach der Stadt 4t/ -/ ++/ +++/ ++/ ++/
2007 2008
Anfang No- Mitte No- Anfang Mitte Janu- Ende Ende
vember vember Dezember ar Marz April
Vor der Anlage +/ ++/ ++/ +++/ -/ -/
Nach der Anlage ++/ -/ -/ +++/ ++/ -/
Nach der Stadt -/ -/ -/ ++/ ++/ ++/

Eine durch Zugabe von S9-Mix verstarkte mutagene Wirkung konnte bei folgenden Proben

gezeigt werden: vor der Anlage: Mitte September, Anfang Dezember 2007 und Ende Marz
2008, nach der Anlage: Mitte September, Mitte November 2007, Ende Marz und Ende April
2008, nach der Stadt: beide August - Proben, Ende September und Mitte Oktober 2007. Auf-
fallig ist dabei dass insbesondere die Proben von Mitte September einer Aktivierung unterlie-

gen. Eine Verminderung der mutagenen Wirkung konnte bei den folgenden Proben beobach-

tet werden: vor der Anlage: beide November - Proben 2007, nach der Anlage: Mitte Juni und
Anfang November 2007, nach der Stadt: Mitte Juni 2007 und Ende April 2008.
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4 Diskussion

Wie eingangs erwahnt, wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen unter-
sucht:

= Entsteht entlang der Prozesskette der beprobten Anlagen ein dkotoxikologi-
sches Potenzial?

= Unterscheidet sich das dkotoxikologische Potenzial von Anlage A von dem in
Anlage B durch die eingesetzte Verfahrenstechnik?

= Beeinflusst die Emission der Anlage die Luftqualitat der angrenzenden Stadt?

4.1 Bewertung des okotoxikologischen Potenzials entlang der Prozess-
kette der Anlage A

Die Bewertung des okotoxikologischen Potenzials der Proben aus Anlage A erfolgte auf der
Basis der beiden in Kapitel 3.1 beschriebenen Expositionsszenarien. Die Bewertung der Au-
Benluft ergab, dass die Partikel bereits in der AuBenluft ein 6kotoxikologisches Potenzial auf-
wiesen. Durch die Luftaufbereitung verbesserte sich die Qualitdt der Luftproben in den ver-
wendeten Bioassays. In der Abluft konnte gezeigt werden, dass die gentoxische Wirkung
durch die Menge an extrahiertem Material zustande kam, da zur Induktion gentoxischer Effek-
te das Extrakt einer sehr groBen Partikelmenge notwendig war. Die Analyse der enthaltenen
Elemente konnte die starke gentoxische Wirkung der Proben aus der Abluft nicht erklaren.
Zur ldentifizierung eventuell verantwortlicher Verbindungen flr die gentoxische Wirkung wur-
de eine chemische Fraktionierung nach Saure- und Base-Eigenschaften mit anschlieBender
gaschromatographischer Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer durchgefihrt.

4.1.1 Gentoxisches Potenzial der Prozessproben (Szenario 1)

Die Betrachtung der Wirkung der Prozessproben aus Anlage A in Szenario 1
(s/n der Anlage®) ergab, dass die gemessenen Effekte der AuBenluftproben
durch die Luftaufbereitung aufgehoben werden konnten. Keine Erklarung konn-
te in dieser Betrachtung fir die starke gentoxische Wirkung der Abluftproben,
sowohl vor als auch nach dem Warmetauscher, gefunden werden, da die Ana-
lyse der chemischen Elemente keine Erklarung fur die starken Effekte lieferte.
Weitere Hinweise auf die gentoxisch wirksame Komponente wurden daher
durch die Betrachtung des Szenarios 2 (,Immissionsprognose®, Kap. 4.1.2)
erwartet.
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Die Bewertung der AuBenluftproben und der Proben aus der gefilterten Luft zeigte ein 6koto-
xikologisches Potenzial in der AuBenluft, das durch die Luftaufbereitung nahezu ganzlich her-
ausgefiltert wurde und in der gefilterten Luft nicht mehr nachweisbar war. Um zu ermitteln,
ob entlang der Prozesskette ein 6kotoxikologisches Potenzial entsteht, wurde daher die gefil-
terte Luft als ,,saubere® Referenz behandelt. Die Bewertung und Diskussion der Qualitat der
AuBenluft erfolgt in einem separaten Kapitel (Kap. 4.4.5).

Bewertung der gefilterten Luft durch den Vergleich mit der AuBenluft

Durch die Luftaufbereitung verbessert sich die Qualitat der Luft bezogen auf
die Ergebnisse der verwendeten Bioassays. Daher wird durch die Reinigung der
Luft durch Filter entlang der Prozesskette eine durchgangige Verbesserung der
Luftqualitat erreicht.

Eine abschlieBende bildliche Bewertung der gefilterten Luft in den durchgefihrten Bioassays
im Vergleich zur AuBenluft ist in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tab. 4.1 AbschlieBende Bewertung der gefilterten
Luft im Vergleich zur AuBenluft in Szenario 1
griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

AuBenluft Gefilterte AuBenluft  Gefilterte
! Luft Luft !

Cytotoxizitat
Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Es konnten keine Effekte nachgewiesen werden, die durch die Exposition der Zellen mit den
Proben aus der gefilterten Luft entstanden. Die Analyse der Effekte in der AuBenluft erfolgt in
Kapitel 4.4.5.

Die Untersuchung der Elementzusammensetzung der Proben aus der gefilterten Luft ergab
eine geringe Konzentration an Zink im Anlage Al und Arsen in Anlage All. Elemente, die eine
gentoxische Wirksamkeit haben, konnten nicht nachgewiesen werden.
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Bewertung der Abluft vor dem Wérmetauscher durch den Vergleich mit der AuBenluft und der
gefilterten Luft

Die Abluft vor dem Warmetauscher zeigt vor allem in Anlage All ein deutlich
hoheres gentoxisches Potenzial als die gefilterte Luft. Die Elementanalyse
konnte die starke gentoxische Wirkung der Proben aus der Abluft vor dem
Warmetauscher nicht erklaren (zur weiteren Ursachenfindung der hohen Gen-
toxizitat s. Kap. 4.1.2).

Tabelle 4.2 zeigt die abschlieBende Bewertung der Abluft vor dem Wéarmetauscher im Ver-
gleich zur AuBenluft und den Proben aus der gefilterten Luft.

Tab. 4.2 AbschlieBende Bewertung der Abluft vor dem Warmetauscher
im Vergleich zur AuBenluft und der gefilterten Luft in Szenario 1

griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, A v W = Abluft vor War-
metauscher

Anlage Al Anlage All

| AuBenluft Gefilterte AvW | AuBenluft Gefilterte ~AvW
: Luft Luft

Cytotoxizitat
Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Sowohl in Anlage Al als auch in Anlage All konnte im Vergleich zur AuBenluft und der gefilter-
ten Luft in der Abluft vor dem Warmetauscher eine Cytotoxizitat festgestellt werden. Auch im
Comet - Assay und im Mikrokerntest konnten im Vergleich zur gefilterten Luft sehr starke
Effekte in den Bioassays ermittelt werden. Der Ames-Test zeigte weder bei der Probe aus der
Abluft vor dem Warmetauscher von Anlage Al noch bei der dquivalenten Probe aus Anlage All
ein mutagenes Potenzial.

Der Vergleich der Elementspektren (s. Kap. 3.3.8) zeigte deutliche Veranderungen zwischen
der AuBenluft, der gefilterten Luft und der Abluft vor dem Wéarmetauscher. Elemente, die in
der AuBenluft und der gefilterten Luft nicht oder nur sehr gering gemessen wurden, konnten
in der Abluft vor dem Warmetauscher in hoherer Konzentration ermittelt werden. Anlage Al
konnte ein im Vergleich zu den anderen Proben erhdhtes Vorkommen von Selen und Zink
gemessen werden. In Anlage All konnte neben einer erhdhten Selenkonzentration auch Li-
thium und Strontium gemessen werden.
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Von Selen ist bekannt, dass Diphenyldiselenid die Wirkung verschiedener mutagener Verbin-
dungen im Mikrokerntest aufhebt (Rosa et al. 2007). Da jedoch starke Wirkungen der Proben
im Mikrokerntest festgestellt werden konnten, verhinderte das in dieser Probe vorliegende
Selen die Wirkung hier scheinbar nicht. Jedoch nicht nur Selen soll die mutagene Wirkung von
Substanzen im Mikrokerntest unterbinden, auch Zinkchlorid konnte die mikrokerninduzieren-
de Wirkung von Cadmiumchlorid aufheben (Hurna and Hurna 2000). Uber die gentoxische
Wirkung von Barium und Lithium ist bislang nichts bekannt. Die Analyse der Elementspektren
erbrachte daher keine Erkenntnis Uber die wirksamen Komponenten in den gentoxischen
Tests. Da die Abluft vor dem Warmetauscher eine sehr hohe Konzentration an Partikeln ent-
halt, konnte die Menge an extrahierter organischer Materie fiir die gentoxischen Effekte ver-
antwortlich sein. Diese Theorie wird in Kapitel 4.1.2 diskutiert.

Bewertung der Abluft nach dem Wérmetauscher durch den Vergleich mit den vorherigen Proben

Die Abluft nach dem Warmetauscher zeigt im Vergleich zur gefilterten Luft eine
deutliche Verschlechterung der Luftqualitat beziiglich der gentoxischen Wir-
kung. Im Vergleich zur AuBenluft verschlechtert sich die Qualitat der Luft so-
wohl in Anlage Al als auch in Anlage All nur geringfiigig. Die Untersuchung des
Elementspektrums konnte die starke Wirkung in Comet - Assay und Ames-Test
nicht erklaren (zur weiteren Ursachenfindung der hohen Gentoxizitat s. Kap.
4.1.2).

AnschlieBend an den Warmetauscher wird die Luft in die AuBenluft abgegeben.

Tabelle 4.3 zeigt die abschlieBende Bewertung der Abluft nach dem Warmetauscher im Ver-
gleich zur AuBenluft, der gefilterten Luft und der Abluft vor dem Warmetauscher.

Tab. 4.3 AbschlieBende Bewertung der Abluft nach dem Warmetauscher im Vergleich
zur AuBenluft, der gefilterten Luft und der Abluft vor dem Warmetauscher in Szenario 1
A v W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmtauscher, griin = kein Effekt, gelb
= Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

AuBen-  Gefilterte AVW AnW AuBen-  Gefilterte AVvW AnW
luft Luft

luft Luft

Cytotoxizitat
Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test




Diskussion 113

Im Vergleich zur gefilterten Luft wies die Abluft nach dem Wéarmetauscher in Anlage Al und All
dieselbe cytotoxische Wirkung wie die Proben vor dem Warmetauscher auf. In Anlage Al wur-
de die gentoxische Wirkung im Comet - Assay durch den Warmetauscher vermindert, in Anla-
ge All konnte nach dem Warmetauscher weniger Gentoxizitat im Mikrokerntest gemessen
werden, als vor dem Warmetauscher.

Das Elementspektrum der Proben aus der Abluft von Anlage Al wies Mangan auf. Die gentoxi-
sche Wirkung im Mikrokerntest von Mangan ist bekannt (Snyder and Friedman 1998) und
kdnnte fur die hohe Gentoxizitéat in der Abluft nach dem Warmetauscher, sowohl in Anlage Al
als auch in Anlage All mitverantwortlich sein. Abgesehen von der Mangankonzentration konn-
ten keine Unterschiede im Elementspektrum zwischen der Abluft vor dem Warmetauscher
und der Abluft nach dem Warmetauscher gefunden werden, welche die unterschiedliche Wir-
kung der beiden Proben erklaren konnte. Jedoch wurde Mangan in der Abluft in Konzentratio-
nen von 4,2 ng/m3 gemessen. Eine normale Konzentration in stadtischer Luft liegt bei
20-100 ng/m?3 (Umweltbundesamt 1999), so dass die gemessene Konzentration im Abluft-
kanal weit unter der normalen stadtischen Luft liegt. Effekte durch eine Exposition gegeniber
Mangan wurden erst in Konzentrationen von 50 pg festgestellt (Snyder and Friedman 1998),
so dass eine Menge von 10.000 m? Luftaquivalenten in die Tests eingesetzt werden misste,
um Effekte zu erzielen (tatsachliche Hochstkonzentration in den Assays 10 m? Luftéquivalen-
te). Die gemessenen Mangankonzentrationen sind daher viel zu gering, um die ermittelten
Effekte zu erklaren. Auch nach dem Warmetauscher konnten sehr hohe Partikelkonzentratio-
nen gemessen werden, so dass die ermittelten gentoxischen Effekte durch die Menge an ext-
rahiertem, organischem Material induziert worden sein kdnnten. Diese Theorie wird in Kapitel
4.1.2 diskutiert.

Bewertung der Abluft nach der Verbrennung durch den Vergleich mit der gefilterten Luft

Im Vergleich zur gefilterten Luft wies die Abluft nach der Verbrennung ein
deutliches oOkotoxikologisches Potenzial auf. Die Elementzusammensetzung
lieferte auch hier keine Erklarung fir die Ursache der gentoxischen Wirkung.
Die Entstehung und Wirksamkeit von PAKs (polyzyklische aromatische Koh-
lenwasserstoffe) ist als Ursache fir die gentoxische Wirkung jedoch sehr
wahrscheinlich.
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Tabelle 4.4 fasst die Ergebnisse der Probe aus dem Kanal im Anschluss an die Verbrennung
zusammen.

Tab. 4.4 AbschlieBende Bewertung der Abluft nach der
Verbrennung im Vergleich zur gefilterten Luft in Szenario 1
griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

Gefilterte Gefilterte Verbrennung
Luft : Luft :

Cytotoxizitat
Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Die Proben aus der Abluft nach der Verbrennung wiesen im Vergleich zu den Proben aus der
gefilterten Luft eine cytotoxische Wirkung sowie eine starke Wirkung in Mikrokerntest und
mutagenes Potenzial im Ames-Test auf.

Die Untersuchung der Elemente aus den Proben nach der Verbrennung wies eine hohe Kon-
zentration an Bor in allen drei Proben auf. Bor konnte in keiner anderen Probe nachgewiesen
werden. Eine gentoxische Wirkung von Bor im Mikrokerntest konnte bislang nur in Verbin-
dung mit y - Strahlung nachgewiesen werden (Oliveira et al. 2001). Als metallisches Borid
findet Bor wegen seiner Widerstandsfahigkeit und Bestandigkeit vielfach in der Montanindust-
rie Anwendung. Sie werden in Schmelztiegeln, VerdampfungsgefaBen und als Auskleidung
von Verbrennungsodfen verwendet. Das Bor kdnnte daher aus der Innenverkleidung der
Verbrennungsanlage stammen.

Durch die Verbrennung werden polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffen (PAKs) gebil-
det. Messungen in der Abluft nach der Verbrennung durch die Firma DEKRA Umwelt GmbH
zeigten einen Gehalt von 1 pg PAKs/m3. Die gentoxische Wirkung von PAKs wurde bereits in
vielen Studien belegt (Borm et al. 2005; Botta et al. 2008; Jedrychowski et al. 2007; Perera et
al. 2008). Bei einer Konzentration von 1 ug PAKs/m?3 wurden bei vollstéandiger Extraktion bis
zu 0,7 ug PAKs pro ml Medium in den Mikrokerntest eingesetzt. Benzo[a]pyren 16st ab einer
Konzentration von 1,5 ug/ml eine erhéhte Konzentration von Mikrokernen aus (Matsuoka et
al. 1999). Die durch die Verbrennung entstandenen PAKs sind daher sehr wahrscheinlich die
Ursache fir die starken Effekte im Mikrokerntest durch die Abluft nach der Verbrennung.
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Wirkung der Prozesskontrollen

Um sicherzustellen, dass die untersuchten Effekte durch die Proben ausgeldst wurden und
nicht durch das Filtermaterial oder die chemische Aufbereitung der Proben, wurden wéahrend
der Beprobung drei Kontrollen entnommen und parallel zu den Bioassays untersucht. Eine
Wirkung der Prozesskontrollen konnte nur im Mikrokerntest bei der Betrachtung beider End-
punkte (Mikrokerne und Anomalien) festgestellt werden. Die Analyse der Elementzusammen-
setzung der Prozesskontrolle zeigte Kupfer in einer durchschnittlichen Konzentration von
255 pg pro Liter Losungsvermittler in den Kontrollen. Kupfer induziert die Bildung von Mikro-
kernen (Snyder and Friedman 1998), so dass die Wirkung in den Prozesskontrollen wahr-
scheinlich auf den Kupfergehalt zurtickzufiihren ist. Da Kupfer auch in allen Proben gemessen
werden konnte, und um auszuschlieBen, dass Proben aufgrund des Kupfers als ,falsch-
positiv® gewertet wurden, erfolgte im Mikrokerntest ein genauer Vergleich der Dosis-
Wirkungsbeziehungen in den Proben und den Prozesskontrollen (s. Kap. 3.2.5).

4.1.2 Einfluss der Partikelkonzentration auf die Wirkung der Prozessproben
(Szenario 2)

Die Bewertung der Proben in Szenario 2 zeigt deutlich, dass in AuBenluft und
gefilterter Luft die chemische Beschaffenheit der Partikel fir die gentoxische
Wirkung verantwortlich ist, da das Extrakt einer sehr geringen Partikelmenge
ausreichend war, eine gentoxische Wirkung zu induzieren. Die Proben aus der
Abluft hingegen zeigen deutlich, dass fir die gentoxische Wirkung das Extrakt
einer sehr groBen Partikelmenge notwendig ist, so dass die gentoxische Wir-
kung durch die Quantitat an extrahiertem Material zustande kommt. Zur weite-
ren Untermauerung dieser These wurden chemische Fraktionierungen ausge-
wahlter Proben mit anschlieBender gaschromatographischer Analyse mit ge-
koppeltem Massenspektrometer (GC-MS, Kap. 4.1.3) durchgefihrt.

Unterschiede der Prozessproben finden sich nicht nur in der chemischen Zusammensetzung,
wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben, sondern auch in der Partikelkonzentration in der Luft der
verschiedenen Probenahmestellen. Die durchschnittliche Partikelkonzentration in der AuBen-
luft und der gefilterten Luft lag bei 24 pg/m3, in der Abluft vor und nach dem Warmetauscher
bei durchschnittlich 582 pg/ms3. Um festzustellen, ob die hohe Gentoxizitat der Abluft durch
die Qualitat oder die Quantitat der Partikel ausgelost wurde, wurde die Bewertung aller Er-
gebnisse auch auf die jeweilige Partikelkonzentration bezogen und anhand einer durchschnitt-
lichen Umgebungskonzentration bewertet (s. Kap. 3.1.1, Szenario 2 ,/mmissionsprognose®).
Die durch diese Bewertung erhaltenen Ergebnisse wurden den Ergebnissen aus der Bewer-
tung in Szenario 1 (Kap. 4.1.1) gegenubergestellt.

Die Betrachtung der Ergebnisse in Szenario 2 ergab, dass in der AuBenluft und der gefilterten
Luft die chemische Zusammensetzung der Partikel fiir die Wirksamkeit verantwortlich war, da
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bereits geringe Partikelkonzentrationen Effekte induzierten. In den Abluftproben waren sehr
groBe Partikelmengen zur Induktion der Effekte notig, so dass die Effekte in der Abluft durch
die Quantitat der Partikel ausgeldst wurden, nicht durch deren Qualitat.

Bewertung der AuBenluft und der gefilterten Luft in Szenario 2 (,,Immissionsprognose”)

Eine bildliche Darstellung der Ergebnisse der Bewertung der Proben aus der AuBenluft und
der gefilterten Luft in beiden Bezugsszenarien aus Kap. 3.1.1 ist in Tabelle 4.5 dargestellt.

Tab. 4.5 Bewertung der AuBenluft und der gefilterten Luft in
Szenario 1 und 2

grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, 1 = Szenario 1
(In der Anlage), 2 = Szenario 2 (Immissionsprognose)

Anlage Al Anlage All

AuBenluft  Gefilterte AuBenluft  Gefilterte
Luft | Luft

Szenario
Cytotoxizitat
Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Weder die Proben aus der AuBenluft noch aus der gefilterten Luft aus Anlage Al und All zeig-
ten eine messbare Cytotoxizitat in einem der beiden Szenarien. Die Bewertung der Proben in
Szenario 2 ergab, dass alle Proben aus der AuBenluft und der gefilterten Luft basierend auf
der Wirkung der Partikel im Comet - Assay und Mikrokerntest gentoxisch wirksam waren. Da
bereits wenige Partikel dieser Proben ausreichten, um eine gentoxische Wirkung zu induzie-
ren, ist die Wirkung der Proben vor der Spritzkabine nicht von der Quantitat der Partikel ab-
hangig, sondern von der Qualitat, also der chemischen Eigenschaften und Zusammensetzung
der Partikel. Auf die Qualitat der Partikel aus der AuBenluft wird in Kapitel 4.4.5 eingegangen.
Die Zusammensetzung der Elemente in den Proben der gefilterten Luft ergab keinen Hinweis
auf die Ursache der starken Wirksamkeit. Da die Effekte aus der AuBenluft in die gefilterte
Luft eingetragen wurden, sind gentoxische Verbindungen wie polyzyklische aromatische Koh-
lenwasserstoffe, die durch den Verkehr im Werk erzeugt werden wahrscheinlich und eventuell
auch fir die starken Effekte im Ames-Test verantwortlich. Da diese stark gentoxischen Ver-
bindungen nur in einer sehr geringen Konzentration vorkommen (15 pg/m3) und daher in der
Masse der Abluftpartikel nur einen Bruchteil darstellen und auBerdem bei laufender Anlage
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keine Arbeiter vor Ort sind, spielt das gentoxische Potenzial der einzelnen Partikel aus der
gefilterten Luft keine Rolle.

Bewertung der Abluft vor und nach dem Wérmetauscher in Szenario 2 (,,I[mmissionsprognose “)

Tabelle 4.6 fasst die Ergebnisse der Bewertungen der Prozessproben in beiden Expositions-
szenarien in Anlage Al und All zusammen.

Tab. 4.6 AbschlieBende Bewertung der Abluft im Vergleich zur Au-
Benluft und der gefilterten Luft in Szenario 1 und 2

A v W = Abluft vor Warmetauscher, A n W = Abluft nach Warmetauscher,
grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, 1 = Szenario 1 (/n
der Anlage), 2 = Szenario 2 (Immissionsprognose)

Anlage Al

| AuBenluft  Gefilterte ~ AVW  AnW
! Luft

Szenario

Cytotoxizitat
Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test
Anlage All
AuBenluft  Gefilterte AvW AnW
Luft
Szenario 1 2 1 2 1 2 1 2
Cytotoxizitat

Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test
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Die cytotoxische Wirkung der Abluftproben, sowohl in Anlage Al als auch in All, konnte durch
die Betrachtung in Szenario 2 aufgehoben werden: In allen Bioassays zeigten alle Proben bei
der Betrachtung der Effekte bezogen auf die Partikelkonzentration eine geringere toxische
Wirkung als durch die Betrachtung in Szenario 1. Anders als bei den Proben aus der AuBenluft
und der gefilterten Luft kann daher davon ausgegangen werden, dass fir die Gentoxizitat der
Abluftproben, sowohl vor als auch nach dem Warmetauscher, die Quantitat der Partikel ent-
scheidend ist und nicht die Qualitét. Diese Beobachtung erklart die mangelhafte Aussagefa-
higkeit der Elementspektren zur Identifikation gentoxisch wirksamer Elemente in den Abluft-
proben. Zur Untermauerung dieser Aussage wurden chemische Fraktionierungen einiger Pro-
ben aus AuBen- und Abluft durchgefiuhrt und eine gaschromatographische Auftrennung mit
gekoppeltem Massenspektrometer durchgefiihrt (vgl. Kap. 4.1.3), um gentoxische Verbindun-
gen in der Abluft zu identifizieren.

Bewertung der Abluft nach der Verbrennung in Szenario 2 (,,Immissionsprognose”)

Tabelle 4.7 zeigt die Bewertung der Abluft nach der Verbrennung im Vergleich zu den Ergeb-
nissen der AuBenluftproben bezogen auf beide Expositionsszenarien.

Tab. 4.7 AbschlieBende Bewertung der Abluft nach der
Verbrennung im Vergleich zur AuBenluft in Szenario 1
und 2

1 = Szenario 1 (In der Anlage), 2 = Szenario 2 (Immissions-

prognose)
. Anlage Al . Anlage All . .
Gefilterte Gefilterte EVerbrennungE
o Luft 0 Luft ;
Szenario : : :
Cytotoxizitat

Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Die Abluft nach der Verbrennung zeigt eine Verbesserung der Luftqualitat durch die Bewer-
tung der Ergebnisse in Szenario 2. Eine Aktivitat der Partikel konnte nur im Mikrokerntest
nachgewiesen werden. Wie bereits in Kapitel 4.1.1 beschrieben, entstehen polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe durch die Verbrennung, so dass die gentoxische Wirkung
dieser Abluftprobe sowohl auf die Partikelkonzentration als auch die Art der Partikel zurickzu-
fuhren ist.
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Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Bio - Assays nach Bewertung in Szenario 2

Die Bewertung der Proben in Szenario 2 zeigt deutlich, dass in den Proben der AuBenluft und
der gefilterten Luft die chemische Beschaffenheit der Partikel fir die gentoxische Wirkung
verantwortlich ist, da das Extrakt einer sehr geringen Partikelmenge ausreichend war, eine
gentoxische Wirkung zu induzieren. Die Proben aus der Abluft hingegen zeigen deutlich, dass
fur die gentoxische Wirkung das Extrakt einer sehr groBen Partikelmenge notwendig ist, so
dass die gentoxische Wirkung durch die Quantitdt an extrahiertem Material zustande kommt.
Zur weiteren Untermauerung dieser These wurden chemische Fraktionierungen ausgewahlter
Proben mit anschlieBender gaschromatographischer Analyse mit gekoppeltem Mas-
senspektrometer (GC-MS, Kap. 4.1.3) durchgefiihrt.

4.1.3 ldentifizierung wirksamer Verbindungen durch chemische Fraktionierung
ausgewabhlter Proben und Analyse der Fraktionen mittels GC-MS

Die gaschromatographische Analyse mit gekoppeltem Massenspektrum liefer-
te keine Aussage uber Verbindungen als gentoxische Wirkkomponente in den
durchgefiihrten Mikrokerntests. Hinweise zur gentoxischen Wirkkomponente
lieferten die Verbindungen 2-Butoxyethanol und Imidazol. Zur weiteren Be-
stimmung sind jedoch quantitative Messungen notwendig. Die Ergebnisse un-
termauern die Theorie, dass die Quantitat an Partikeln fiir die Wirksamkeit der
Proben aus der Abluft von Anlage Al und Anlage All verantwortlich ist und nicht
einzelne Verbindungen.

Um eine eventuelle Identifizierung der wirksamen Verbindungen in den Prozessproben zu er-
moglichen, wurde zunachst, wie in Kap. 2.10.1 beschrieben, eine Auftrennung einiger Proben
nach sauren und basischen Eigenschaften durchgeflihrt. Die gewonnen Fraktionen wurden in
die Bioassays Cytotoxizitatstest und Mikrokerntest eingesetzt, da sich der Mikrokerntest als
sensitivster Test herausgestellt hatte. AnschlieBend wurden die Proben mittels gaschroma-
tographischer Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer (GC-MS) analysiert.
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Zur Bewertung der Wirksamkeit der Fraktionen wurde der Mikrokerntest herangezogen. Im
Mikrokerntest ergab die chemische Fraktionierung die in Tabelle 4.8 dargestellten Ergebnis-
se.

Tab. 4.8 Bewertung der Ergebnisse aus dem
Mikrokerntest nach Exposition mit den Fraktio-
nen, Anlage A

griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

AblUft | Abluft

Starke Sauren

Schwache Sauren

Neutrale Verbindungen

Basen

Die Abluft der Anlage Al zeigte unfraktioniert ein hohes Potenzial, die Bildung von Mikroker-
nen und Zellkernanomalien zu induzieren. Dieses Potenzial konnte durch die chemische Frak-
tionierung den schwachen Sauren und neutralen Verbindungen zugewiesen werden. Die Pro-
be aus der Abluft der Anlage All zeigte sowohl unfraktioniert wie auch in den Fraktionen der
starken und schwachen Sauren Effekte im Mikrokerntest. Die basische Fraktion aller Proben
wies im Mikrokerntest keine messbaren Effekte auf.

Zur moglichen Identifizierung fir die Gentoxizitat verantwortlicher Verbindungen wurde eine
gaschromatoraphische Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer durchgefiihrt. In den
nachsten Unterkapiteln werden die identifizierten Verbindungen der Abluft in den im Mikro-
kerntest wirksamen Fraktionen diskutiert. Die Diskussion der identifizierten Verbindungen
aus den AuBenluftproben erfolgt in Kapitel 4.4.5.

Fraktion schwache Sé&uren aus der Probe ,,Abluft Anlage Al

Die Analyse der Fraktion ,schwache Sauren“ aus der Abluft der Anlage Al ergab folgende
Verbindungen: 4-Methoxy-4-methyl-2-pentan-2-on, Octamethylcyclotetrasiloxan und 4,4-
Dimethyl-2-imidazol

Von 4-Methoxy-4-methyl-2-pentan-2-on ist keine gentoxische Wirksamkeit bekannt. Um die
Exposition an Siloxanen und deren Wirksamkeit zu untersuchen, wurden diese Verbindungen
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in die ,Priority Testing List“ der US Environmental Protection Agency (EPA) aufgenommen.
Studien zu den dort aufgeflihrten Substanzen wurden von diversen Laboren durchgefihrt und
in einem Report zusammengestellt (EPA 1992). Das in der Fraktion der schwachen S&uren in
der Abluft der Anlage Al gemessene Octamethylcyclotetrasiloxan konnte in der AuBenluft
verschiedener Standorte nachgewiesen werden. Zur Bestimmung der mutagenen Wirksamkeit
wurden Studien diverser gentoxischer Tests herangezogen. Octamethylcyclotetrasiloxan zeig-
te mutagene Effekte in einem Test zur Gentoxizitat (chromosomal aberration test in mouse
lymphoma) nach metabolischer Aktivierung durch S9. Ohne metabolische Aktivierung konnte
keine Gentoxizitat dieser Verbindung festgestellt werden. Die Fraktion der schwachen Sauren
aus der Abluft der Anlage Al zeigte jedoch nur im Ansatz ohne metabolische Aktivierung ein
gentoxisches Potenzial, so dass Octamethylcyclotetrasiloxan wahrscheinlich nicht die wirk-
same Komponente darstellt.

Uber die gentoxische Wirkung von 4,4-Dimethyl-2-imidazol ist nichts bekannt, jedoch sind
Imidazole und deren Derivate als mutagen wirksam im Ames - Test beschrieben worden
(Aydogan and Kutlu 2007).

Eine gentoxische Substanz, die den Effekt im Mikrokerntest ausgeldst haben konnte, konnte
durch die gaschromatographische Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer nicht iden-
tifiziert werden. Ein Hinweis auf eine im Ames - Test mutagene Verbindung konnte jedoch in
Form eines Aushartungsmittels ermittelt werden, das eventuell auch fir die Effekte im Mikro-
kerntest verantwortlich ist.

Fraktion neutrale Verbindungen aus der Probe ,,Abluft Anlage Al*

In der Fraktion der neutralen Verbindungen konnten folgende Substanzen durch die mas-
senspektrometrische Analyse identifiziert werden: Methylisobutylketon, 1,3-Dimethyl-benzol,
2-Butoxyethanol und 2-Ethylhexanol.

Metylisobutylketon entsteht aus Aceton und Wasser in Gegenwart eines Katalysators. Es
kann also davon ausgegangen werden, dass das Methylisobutylketon durch die acetonische
Extraktion und die anschlieBende Fraktionierung entstanden ist und nicht durch die Probe-
nahme in die Probe gelangte. Zur Gentoxizitat dieser Verbindung ist nichts bekannt.

m-Xylol oder 1,3-Dimethylbenzen sind bekannte Losemittel. Xylole wurden von der Landesan-
stalt fur Umwelt, Messungen und Naturschutz Baden-Wirttemberg als nicht gentoxisch wirk-
sam eingestuft (LUBW 1994). Weitere Lésemittel sind 2-Butoxyethanol und 2-Ethylhexanol.
Die gentoxische Wirkung von 2-Butoxyethanol wurde in einem Review zusammengetragen
(Elliott and Ashby 1997). Studien konnten belegen, dass 2-Butoxyethanol im Mikrokerntest
mit der Zelllinie V79 leichte Effekte hervorrief, es wurde jedoch als insgesamt nicht gento-
xisch wirksam bewertet. 2-Ethylhexanol ist nicht gentoxisch wirksam, enkoppelt jedoch die
oxidative Phosphorylierung (Keller et al. 1991) und kdnnte daher Zellkernanomalien ausldsen.
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Durch die massenspektrometrische Analyse konnte also keine Verbindung identifiziert wer-
den, die fir die gentoxische Wirkung der Fraktion ,neutrale Verbindungen® der Abluft aus
Anlage Al eindeutig verantwortlich ist. Einen Hinweis konnte jedoch die schwache Wirksam-
keit von 2-Butoxyethanol im Mikrokerntest mit der in dieser Studie verwendeten Zelllinie ge-
ben.

Fraktion starke Séuren aus der Probe ,,Abluft Anlage All“

In der Fraktion der starken Sauren aus der Abluft der Anlage All konnte 3,4-Dimethyl-2-
penten gemessen werden. 3,4-Dimethyl-2-penten konnte weder einer bestimmten Verwen-
dung zugewiesen werden, noch als gentoxisch wirksam bewertet werden. Weitere Verbindun-
gen konnten nicht identifiziert werden.

Fraktion schwache Sé&uren aus der Probe ,Abluft Anlage All*“

3,4-Dimethyl-2-penten war auch in der Fraktion der schwachen Sauren aus der Abluft der
Anlage All zu finden. Neben dieser Verbindung konnte auBerdem 1,2-Bis(methylthio)-ethan
identifiziert werden. Auch Uber 1,2-Bis(methylthio)-ethan konnte weder eine Verwendung
noch ein toxikologisches Profil in Erfahrung gebracht werden.

4.1.4 Zusammenfassung der Bewertung der Luftqualitat in der Prozesskette in
Anlage A

Die Gesamtstaubproben aus der AuBenluft sind in den durchgefihrten Assays als gentoxisch
wirksam zu betrachten. Die Bewertung der Wirksamkeit der Proben auf Basis der extrahierten
Partikelmenge zeigt, dass eindeutig die chemische Beschaffenheit der Partikel fir die gento-
xische Wirkung verantwortlich ist, da das Extrakt einer sehr geringen Partikelmenge ausrei-
chend war, eine gentoxische Wirkung zu induzieren (s. Kapitel 4.4.5). Durch die Luftaufberei-
tung verbessert sich die Qualitat der Luftproben in den verwendeten Bioassays. Durch die
Reinigung der Luft entlang der Prozesskette wird eine durchgéangige Verbesserung der Luft-
qualitat erreicht. Die wenigen Partikel in der gefilterten Luft haben jedoch ein eindeutig gen-
toxisches Potenzial. Da sich dort bei laufender Anlage kein Arbeiter befindet, spielt dieses
Potenzial keine Rolle.

Nach Beladung der Luft durch Partikel steigt die gentoxische Wirkung der Luftproben bezogen
auf das Luftvolumen stark an. Die Abluft vor und nach dem Warmetauscher zeigt ein deutlich
hoheres gentoxisches Potenzial als die gefilterte Luft. Die Elementanalyse konnte jedoch die
starke gentoxische Wirkung der Proben aus der Abluft nicht erklaren. Durch die Betrachtung
der Ergebnisse bezogen auf die extrahierte Partikelmenge zeigten die Proben aus der Abluft
jedoch deutlich, dass die gentoxische Wirkung durch die Quantitat an extrahiertem Material
zustande kommt, da das Extrakt einer sehr groBen Partikelmenge zur Induktion gentoxischer
Effekte notwendig war. In der Abluft nach der Verbrennung konnten ebenfalls gentoxische
Effekte festgestellt werden. Da die Elementzusammensetzung auch hier keinen Aufschluss
uber die Ursache der Wirkung ergab, ist die Wirksamkeit der durch die Verbrennung entste-
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henden polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen in den Bioassays sehr wahrschein-
lich.

Die Fraktionierung einiger Proben nach ihren Saure- und Base-Eigenschaften mit anschlie-
Bender gaschromatographischer Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer ergab Hin-
weise auf gentoxische Verbindungen in der Abluft der Anlage Al (2-Butoxyethanol und 4,4-
Dimethyl-2-imidazol).

4.2 Aquivalente Messungen in Anlage B im Vergleich zu Anlage A

Neben der Ermittlung des okotoxikologischen Potenzials der Luft entlang der Prozesskette
von Anlage A war es ein Ziel der vorliegenden Arbeit zu ermitteln, ob durch die unterschiedli-
chen Verfahren in den Anlage A und Anlage B auch Unterschiede im ¢kotoxikologischen Po-
tenzial entstehen. Beide Anlagen unterscheiden sich hauptsachlich in den Einsatzstoffen,
nicht jedoch in der Verfahrenstechnik.

Deutliche Unterschiede in den Bioassays zwischen Anlage A und Anlage B konnten insbeson-
dere im Abschnitt Il festgestellt werden. Hier wiesen die Proben aus Anlage B ein deutlich
geringeres Okotoxikologisches Potenzial auf als die Proben aus Anlage A. In Anlagenabschnitt
| war das 6kotoxikologische Potenzial nahezu identisch. In Anlage B konnte, wie auch in Anla-
ge A, gezeigt werden, dass die Quantitat, nicht die Qualitat der Partikel fir die toxische Wir-
kung verantwortlich war.

4.2.1 Gentoxisches Potenzial der Prozessproben aus Anlage B im Vergleich zu
Anlage A (Szenario 1)

Die gentoxische Wirkung der AuBenluft vor und nach dem Warmetauscher un-
terschied sich nicht von der Wirkung der Proben aus Anlage A. Durch die Luft-
aufbereitung konnte sowohl in Anlage B als auch in Anlage A eine deutliche
Verbesserung der Luftqualitat erreicht werden. Die Proben aus der Abluft vor
dem Warmetauscher in Anlage B waren deutlich weniger aktiv in den verwen-
deten Bioassays, als die Proben aus Anlage A. Die Proben aus der Abluft nach
dem Warmetauscher waren in Anlage B Il deutlich weniger aktiv als in Anlage A
ll. Die Proben aus der Abluft nach dem Warmetauscher in Anlagenabschnitt |
wiesen ein ahnlich starkes gentoxisches Potenzial, wie die Proben aus Anlage
A auf.

Aufgrund der rdumlichen Gegebenheiten vor Ort, war in Anlage B die Beprobung nicht immer
an den exakt gleichen Probenahmestellen zu Anlage A mdglich. Beispielsweise konnte die
AuBenluft nicht vor der Ansaugung in das Gebdude beprobt werden, da die Ansaugung in An-
lage B Uber das Dach erfolgt. Die Beprobung der AuBenluft wurde in dem Raum vor dem
Warmetauscher durchgefiihrt, da die Luft auf dem Weg in das Geb&aude nicht verandert wird
und die Probenahmestelle daher der in Anlage A entspricht. Zur Bewertung des Einflusses der
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Warmetauscher auf die Luftqualitdt wurde in Anlage B zusatzlich die Luft in der AuBenluft
nach dem Warmetauscher untersucht.

Bewertung der AuBenluft vor und nach dem Warmetauscher durch den Vergleich mit Anlage A

Die gentoxische Wirkung der AuBenluft vor und nach dem Warmetauscher un-
terschied sich nicht von der Wirkung der Proben aus Anlage A. Durch die Ana-
lyse der Elementspektren konnten die fir die gentoxische Wirkung verantwort-
lichen Elemente in den Proben, die nach dem Warmetauscher in Anlage B ge-
sammelt worden waren, nicht identifiziert werden. Eine Ursache konnte die
Wirkung von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen sein, die durch
den nahen StraBenverlauf durch den Verkehr oder durch die N&he der Stadt
und deren Hausfeuerungsanlagen eingetragen werden. Weitere Analysen zur
Ursachenfindung der schlechten AuBenluftwerte werden in Kap. 4.4.5 disku-
tiert.

In Tabelle 4.9 ist die abschlieBende Bewertung nach Szenario 1 (,/n der Anlage) der AuBen-
luft in Anlage B vor und nach dem Warmetauscher zusammengefasst. Eine Diskussion der
moglichen Verursacher der Effekte in der AuBenluft aus Anlage B erfolgt in einem separaten
Kapitel (Kap. 4.4.5).

Tab. 4.9 AbschlieBende Bewertung der AuBenluft in Anlage B
(Szenario 1)

griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, Z v W = Au-
Benluft vor Warmetauscher, Z n W = AuBenluft nach Warmetau-
scher

Anlage Bl Anlage BlI

ZvW ZnW | ZvW ZnWw

Cytotoxizitat
Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test

Keine der AuBenluftproben zeigte eine nachweisbare cytotoxische Wirkung. Die Wirkung der
Proben im Comet - Assay lasst auf eine Verschlechterung der Luftqualitat durch das Warme-
tauscher in der AuBenluft der Anlage Bl schlieBen, in Anlage BIl verbesserte sich die gentoxi-
sche Wirkung der Luftproben im Comet - Assay durch den Warmetauscher. Auch konnten in
Anlage Bl nach dem Warmetauscher starkere gentoxische Effekte im Mikrokerntest nachge-
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wiesen werden als vor dem Warmetauscher. In Anlage Bll wiederum konnte, wie im Co-
met - Assay, im Mikrokerntest durch den Warmetauscher eine Verbesserung der gentoxi-
schen Wirkung der Luftstaubextrakte gemessen werden. Ein mutagenes Potenzial im Ames-
Test konnte in beiden AuBenluftproben vor dem Warmetauscher nachgewiesen werden, es
verminderte sich durch das Passieren der Luft durch den Warmetauscher.

Die Elementanalyse der Proben aus Anlage B vor und nach dem Warmetauscher zeigte, dass
Elemente, die sowohl vor als auch nach dem Warmetauscher gemessen wurden, nach dem
Waérmetauscher in deutlich geringeren Konzentrationen vorlagen (s. Tab. 3.24 und 3.25). Eini-
ge Elemente wie Barium und Lithium in Anlage Bl und Molybdan in Anlage BIl konnten in An-
lage B jedoch nur nach dem Warmetauscher gefunden werden. Eine Erklarung hierfir konnte
der Mitriss von Partikeln durch das Warmetauscher aus der Abluft vor dem Wéarmetauscher in
die AuBenluft nach dem Warmetauscher sein. Eine genaue Diskussion dieser Theorie erfolgt
in Kapitel 4.2.2.

Lithium und Barium konnten nur in der AuBenluft nach dem Warmetauscher in Anlage Bl ge-
messen werden. Barium lag in derselben Konzentration vor wie in der AuBenluft von Anlage
Al. Da die AuBenluft der Anlage Bl keinen starken Effekt im Mikrokerntest zeigte, ist Barium
wahrscheinlich nicht fiir die gentoxische Wirkung der Probe ,,AuBenluft nach Warmetauscher*
in Anlage Bl verantwortlich. Uber die gentoxische Wirkung von Lithiumpartikeln ist nichts be-
kannt. Alle weiteren Elemente in der AuBenluft von Anlage Bl konnten nur in deutlich geringe-
rer Konzentration als vor dem Warmetauscher nachgewiesen werden, die weniger 6kotoxiko-
logisches Potenzial aufwies. Durch das Elementspektrum konnte also kein weiteres Element
identifiziert werden, das fur die starke gentoxische Wirkung im Comet - Assay verantwortlich
sein konnte. Neben den Elementen kdonnten organische Verbindungen, die an die Partikel
gebunden sind fir die gentoxische Wirkung verantwortlich sein. Insbesondere polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKs), die durch Verbrennungsprozesse in Motoren entste-
hen, konnten durch die StraBe, die an der Anlage vorbeifiihrt in die AuBenluftansaugung ge-
langen. Denkbar ist auch eine Wirkung von PAKs, die aus Hausfeuerungsanlagen stammen (s.
Kap. 4.4)

Bewertung der Luftqualitat der gefilterten Luft durch den Vergleich von Anlage A und B

Durch die Luftaufbereitung konnte sowohl in Anlage B als auch in Anlage A
eine deutliche Verbesserung der Luftqualitat erreicht werden.
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Die abschlieBende Bewertung der gefilterten Luft aus Anlage B nach der Bewertung in Szena-
rio 1 (,/n der Anlage®) ist in Tabelle 4.10 zusammengefasst.

Tab. 4.10 AbschlieBende Bewertung der Luft in den Spritzkabinen in An-
lage B im Vergleich zur AuBenluft (Szenario 1)

griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, Z v W = AuBenluft vor
Warmetauscher, Z n W = AuBenluft nach Warmetauscher

Anlage BI Anlage BlI

ZvW ZnW ZvW ZnW

gefiltert
Cytotoxizitat

Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Durch die Luftaufbereitung in Anlage B konnte eine deutliche Verbesserung der Luftqualitat
erreicht werden. Ein gentoxischer Effekt konnte nur im Comet - Assay nachgewiesen werden.
In Anlage A erbrachte die Luftaufbereitung ebenfalls eine Aufhebung der in der AuBenluft ge-
messenen Effekte.

Die Elementanalyse der Proben aus der gefilterten Luft zeigt, dass Vanadium in den Proben
enthalten war. Da die Konzentration der Elemente Vanadium und Zink in den Proben aus der
gefilterten Luft geringer war als in anderen Proben, die keine Effekte im Comet - Assay auf-
wiesen, sind die gemessenen Elemente wahrscheinlich nicht fiir die DNA-schadigenden Effek-
te im Comet - Assay verantwortlich. Auch in der gefilterten Luft kdnnten Partikel, die mit poly-
zyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen beladen waren, noch zu finden sein. Eventuell
konnte die Luftaufbereitung nicht alle beladenen Partikel herausfiltern, so dass auch die ge-
ringe Partikelmenge in der gefilterten Luft noch eine Wirkung aufweist.

Bewertung der Abluft vor dem Wéarmetauscher durch den Vergleich mit Anlage A

Die Proben aus der Abluft vor dem Warmetauscher in Anlage B waren in den
verwendeten Bioassays deutlich weniger gentoxisch aktiv als die entsprechen-
den Proben aus Anlage A. Insbesondere in Anlage Bll konnten bezlglich der
Wirkung im Cytotoxizitatstest und im Comet - Assay deutlich geringere Effekte
nachgewiesen werden. Im Vergleich zur gefilterten Luft verschlechterte sich
die Luftqualitat in Anlage BI, jedoch nicht in Anlage BIl. Der Hauptunterschied
zwischen Anlage A und Anlage B liegt in den Einsatzmaterialien und darin be-
grindet sich wahrscheinlich auch die unterschiedliche Wirksamkeit. Die Unter-
suchung der Einsatzmaterialien unterliegt der Geheimhaltung. Wie auch in An-
lage A hangt die Toxizitat der Abluftproben wahrscheinlich nicht von der Quali-
tat der Partikel, sondern von der Quantitét ab. Diese Theorie wird in Kapitel
4.2.2 diskutiert.
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In Anlage B und Anlage A erfolgt die Abluftaufbereitung nach demselben Prinzip.

Eine abschlieBende Bewertung der Abluft vor dem Wéarmetauscher in Anlage B im Vergleich
zur AuBenluft ist in Tabelle 4.11 zusammengefasst.

Tab. 4.11 AbschlieBende Bewertung der Abluft vor dem Warmetauscher
in Anlage B im Vergleich zur AuBenluft (Szenario 1)

griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, Z v W = AuBenluft vor
Warmetauscher, Z n W = AuBenluft nach Warmetauscher, gef. = gefilterte
Luft, A v W = Abluft vor Warmetauscher

Anlage Bl Anlage BII

inW ZnW  gef. AvWinW ZnW  gef. AvWi

Cytotoxizitat

Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test

Die Abluft vor dem Warmetauscher in Anlage Bl erwies sich als deutlich aktiver in den Bioas-
says, als die Abluft vor dem Warmetauscher in Anlage BIl. Effekte, die durch die Exposition
der Zellen mit dem Extrakt der Abluft vor dem Warmetauscher aus Anlage Bll ausgel6st wur-
den, konnten nur im Mikrokerntest festgestellt werden. Die Abluft vor dem Wéarmetauscher in
Anlage Bl zeigte dagegen in allen Assays ungefahr gleich starke Effekte. Im Vergleich zur
Luftqualitat der gefilterten Luft verschlechtert sich die Luftqualitdt im in Anlage Bl. In Anlage
Bll ist insgesamt keine Verschlechterung der Luftqualitat erkenntlich.

Im Gegensatz zu den Proben aus Anlage A (s. Kap. 4.1) zeigten die Proben aus Anlage B in der
Abluft vor dem Warmetauscher ein deutlich geringeres gentoxisches Potenzial. Effekte, die in
den Proben der Abluft vor dem Warmetauscher des Anlagenteils | gemessen werden konnten,
unterschieden sich nicht zwischen Anlage A und Anlage B. Da der Hauptunterschied zwischen
Anlage A und Anlage B der Einsatz verschiedener Materialien ist, insbesondere im Anlagenteil
Il, wurden diese ebenfalls auf ihre Wirksamkeit untersucht. Die Ergebnisse unterliegen der
Geheimhaltung.

In Anlage B konnte im Gegensatz zu Anlage A in der Abluft vor dem Warmetauscher weder
Selen noch Vanadium in den Anlagenteilen | und Il gemessen werden. Neben Kupfer, das
auch in den Prozesskontrollen gemessen werden konnte, enthielt die Abluft vor dem Warme-
tauscher von Anlage BII nur Lithium und Zink. Da Uber die gentoxische Wirkung von Lithium
nichts bekannt ist und Zink der Bildung von Mikrokernen vorbeugt, konnten die Verantwor-
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tung der Effekte im Mikrokerntest keinem gemessenen Element zugewiesen werden. In der
Abluft vor dem Warmetauscher von Anlage Bl waren deutlich mehr Elemente zu finden. Neben
Mangan konnten auch Barium und Strontium gemessen werden. Wie in Kap. 4.1.1 bereits
beschrieben, ist Uber die gentoxische Wirkung von dieser beiden Substanzen nichts bekannt,
Mangan kann jedoch die Bildung von Mikrokernen induzieren (Snyder and Friedman 1998).

Bewertung der Abluft nach dem Wéarmetauscher durch den Vergleich mit Anlage A

Die Proben aus der Abluft nach dem Warmetauscher waren in Anlage Bll deut-
lich weniger gentoxisch als in Anlage A. In Anlagenteil Il zeigten die Proben aus
Anlage A ein deutlich gentoxisches Potenzial im Mikrokerntest. Im Vergleich
dazu konnte in den Proben aus Anlage B deutliche Wirkungen im Co-
met - Assay gemessen werden. Die deutlich hohere Toxizitat der Proben aus
Anlage A ist eventuell durch das Vorkommen von Mangan zu erklaren. Wahr-
scheinlicher ist jedoch auch in Anlage B eine Abhangigkeit der gentoxischen
Wirkung, nicht von der Qualitat der Partikel, sondern von der Quantitat (s. Kap.
22

In Tabelle 4.12 ist die abschlieBende Bewertung der Abluft nach dem Warmetauscher in Anla-
ge B im Vergleich zu den anderen Prozessproben dargestellt.

Tab. 5.12 AbschlieBende Bewertung der Abluft nach dem Warmetauscher in Anlage B im
Vergleich zur AuBenluft und der Abluft vor dem Warmetauscher (Szenario 1)

griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, Z v W = AuBenluft vor Warmetauscher,
Z n W = AuBenluft nach Warmetauscher, gef. = gefiltert, A v W = Abluft vor Warmetauscher,
A n W = Abluft nach Warmetauscher

Anlage BI Anlage BII

ZvW ZnW gef. AvW AnW ! ZvW ZnW gef. AvW AnW

Cytotoxizitat
Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Die Abluft nach dem Warmetauscher in Anlage Bl zeigte einen starken Effekt im Co-
met - Assay und einen Effekt im Ames-Test. Ein Effekt im Ames-Test konnte bereits in der
Abluft vor dem Warmetauscher gemessen werden. Durch den Warmetauscher verstérkte sich
der gentoxische Effekt der Luftproben im Comet - Assay. Eine Abnahme der gentoxischen
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Wirkung der Partikel in der Luft konnte durch das Passieren der Luft durch den Warmetau-
scher im Cytotoxizitatstest und im Mikrokerntest erreicht werden. In der Abluft der Anlage Bl
hatte das Passieren der Luft durch den Warmetauscher keinen Einfluss auf die gentoxische
Wirkung der Extrakte im Mikrokerntest. In der Abluft der Anlage Bll nach dem Warmetauscher
konnte ein mutagenes Potenzial im Ames-Test ermittelt werden, das die Probe der Abluft vor
dem Warmetauscher nicht aufwies.

Im Vergleich zu Anlage A (s. Kap. 4.1), dort |6ste die Abluft nach dem Warmetauscher in Anla-
ge Al Effekte im Cytotoxizitatstest und im Comet - Assay sowie starke Effekte im Mikrokern-
test aus, zeigen die Proben aus Anlage B ein geringeres cytotoxisches und gentoxisches Po-
tenzial im Mikrokerntest, jedoch ein hoheres Potenzial im Comet - Assay und Ames-Test. In
der Abluft von Anlagenteil Il konnte in Anlage B ein deutlich geringeres 6kotoxikologisches
Potenzial gemessen werden. Die Abluft der Anlage All Ioste starke Effekte im Cytotoxizi-
tatstest und im Comet - Assay sowie Effekte im Mikrokerntest aus. Dagegen zeigten die Ab-
luftproben der Anlage BIl kein cytotoxisches und gentoxisches Potenzial im Comet - Assay,
jedoch ein mutagenes Potenzial im Ames-Test.

Der Vergleich der Elementspektren der Abluftproben nach dem Wéarmetauscher aus Anlage A
und Anlage B zeigte die Abwesenheit von Mangan in Anlage B. Lithium und Zink konnten so-
wohl in Anlage B als auch in Anlage A gemessen werden. Die hohere Gentoxizitat der Proben
aus Anlage A ist daher wahrscheinlich mit der hdheren Mangankonzentration zu erklaren.

4.2.2 Einfluss der Partikelkonzentration auf die Wirkung der Prozessproben
aus Anlage B im Vergleich zu Anlage A (Szenario 2)

Die Proben aus Anlage Bll zeigten in der Abluft ein deutlich geringeres gentoxi-
sches Potenzial als die Proben aus Anlage All. Die Toxizitat der Proben aus der
Abluft von Anlage Bl entspricht ungefahr der Toxizitat der Proben aus Anlage A.
Der Warmetauscher dient eventuell als Transporter toxischer Verbindungen
aus der Abluft vor dem Warmetauscher in die AuBenluft nach dem Warmetau-
scher.

Szenario 2 dient der Bestimmung, ob die gentoxische Wirkung durch die Qualitat oder die
Quantitat der Partikel hervorgerufen wurde (vgl. Kapitel 4.1.2).
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Bewertung der AuBenluft vor und nach dem Wérmetauscher und der gefilterten Luft nach Sze-
nario 2 (,Immissionsprognose “)

Die Bewertung in beiden Expositionszenarien aus Kapitel 3.1 der Prozessluft vor und nach der
Filterung ist in Tabelle 4.13 zusammengefasst.

Tab. 4.13 AbschlieBende Bewertung der AuBenluft vor und nach dem Warmetau-
scher und der gefilterten Luft in Anlage B in Szenario 1 und 2

grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, 1 = Szenario 1 (In der Anlage),
2 = Szenario 2 (Immissionsprognose), Z v W = AuBenluft vor Warmetauscher, Z n W = Au-
Benluft nach Warmetauscher, gef. = gefilterte Luft

Anlage BI Anlage BlI

ZvW ZnW gef. ZvW ZnW gef.

Szenario
Cytotoxizitat
Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test

Eine cytotoxische Wirkung konnte in keinem der beiden Szenarien, weder in den AuBenluft-
proben noch in den Proben aus der gefilterten Luft, ermittelt werden. In Tabelle 4.13 ist deut-
lich erkennbar, dass sich durch die Bewertung in Szenario 2 nahezu alle Bewertungsstufen
bezlglich der gentoxischen Wirkung verschlechtern. Da bereits geringe Partikelmengen eine
gentoxische Wirkung verursachen, ist eindeutig die Qualitat der Partikel fir die gentoxische
Wirkung verantwortlich. Durch den Warmetauscher wird die Qualitat der Partikel in der Au-
Benluft der Anlage Bl verschlechtert, wahrend in der AuBenluft der Anlage BIl der Warmetau-
scher einen verbessernden Einfluss auf die Qualitat der Partikel hat. Der Einfluss des Warme-
tauschers auf die Luftqualitat der AuBenluft nach dem Warmetauscher wird bei der Betrach-
tung der Abluft (s. u.) diskutiert. Hohe Wirksamkeit zeigen auch die Partikel, die in der gefil-
terten Luft gesammelt wurden.
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Bewertung der Abluft vor und nach dem Wérmetauscher im Vergleich zu den anderen Prozess-
proben nach Szenario 2 (,,Immissionsprognose)

Einen Uberblick Uber die abschlieBende Bewertung in beiden Expositionsszenarien der
Prozessproben aus Anlage B gibt Tabelle 4.14.

Tab. 4.14 AbschlieBende Bewertung der Prozessproben aus Anlage B in
Szenario 1 und 2

grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, 1 = Szenario 1 (/n der
Anlage), 2 = Szenario 2 (Immissionsprognose), Z v W = AuBenluft vor Warme-
tauscher, Z n W = AuBenluft nach Warmetauscher, gef. = gefilterte Luft, Av W
= Abluft vor Warmetauscher. A n W = Abluft nach Warmetauscher

Anlage BI

ZvW ZnW gef. AvW AnW

Szenario
Cytotoxizitat
Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test
Anlage Bl
ZvW ZnW gef. AvW AnW
Szenario
Cytotoxizitat

Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Im Vergleich zwischen Anlagenteil | und Il wird der Einfluss des Warmetauschers auf die Toxi-
zitat der Proben deutlich sichtbar. In Anlage Bl weist die Abluft vor dem Warmetauscher durch
die beaufschlagten Partikel und die anschlieBende Reinigung eine deutlich toxische Wirkung
auf. Der Warmetauscher scheint daher einen Einfluss auf die Luftqualitat zu haben.
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Durch den Warmetauscher wird die Abwarme der Abluft zur Anwarmung der AuBenluft ge-
nutzt. Eine Spiilluft soll den Ubertrag von Abluft in die AuBenluft durch den Warmetauscher
verhindern. Das Luftvolumen, das sich jedoch im Warmetauscher zur Zeit des Ubergangs von
Abluft zu AuBenluft befindet, wird aus der Abluft in die AuBenluft Gbertragen. Ebenso wird
umgekehrt Luft aus der AuBenluft vor dem Warmetauscher in die Abluft nach dem Warmetau-
scher Ubertragen.

Untermauert wird diese These durch die Analyse der Elementzusammensetzung. Beispiels-
weise konnten Barium und Lithium in Anlage Bl nur in der AuBenluft nach dem Warmetau-
scher, der Abluft vor dem Warmetauscher und der Abluft nach dem Warmetauscher gemes-
sen werden. Da Barium und Lithium jedoch nicht in der AuBenluft vor dem Warmetauscher
bestimmt wurden, konnten diese Elemente nur durch den Warmetauscher in die AuBenluft
nach dem Warmetauscher eingebracht werden.

Da in Anlage A die AuBenluft nach dem Warmetauscher nicht beprobt wurde, konnte diese
These anhand der Proben aus Anlage A nicht verifiziert werden.

4.2.3 Identifizierung wirksamer Verbindungen durch chemische Fraktionierung
ausgewahlter Proben

Anhand der gaschromatographischen Analyse mit gekoppeltem Mas-
senspektrometer konnte die Aktivitdt der Fraktion ,neutrale Verbindungen®
der Abluft nach dem Warmetauscher aus Anlage Bl nicht erklart werden.

Wie in Kapitel 4.1.3 bereits beschrieben, wurde zur Identifizierung der wirksamen Verbindun-
gen in den Prozessproben eine chemische Fraktionierung ausgewahlter Proben mit anschlie-
Bender gaschromatographischer Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer durchge-
fuhrt. Des Weiteren wurde die Wirksamkeit der einzelnen chemischen Fraktionen in den Bio-
assays Cytotoxizitats- und Mikrokerntest untersucht.

Der Cytotoxizitatstest zeigte weder eine cytotoxische Wirkung der unfraktionierten Proben,
noch der eingesetzten Einzelfraktionen. Die Ergebnisse des Mikrokerntest der Fraktionen
fuhrten zu den in Tabelle 4.15 dargestellten Bewertungen.
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Tab. 4.15 Bewertung der Ergebnisse aus dem
Mikrokerntest nach Exposition mit den Fraktio-
nen, Anlage B

grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Bl Anlage Bl

Abluft |  Abluft

Unfraktioniert

Starke Séuren
Schwache S&uren
Neutrale Verbindungen

Basen

Die Effekte der unfraktionierten Proben konnten im Mikrokerntest in keiner Fraktion wieder-
gefunden werden. Dagegen wies die Fraktion der neutralen Verbindungen aus der Abluft der
Anlage Bl ein Potenzial auf die Bildung von Mikrokernen zu induzieren. Dieses Potenzial konn-
te in der unfraktionierten Probe der Abluft aus Anlage Bl nicht beobachtet werden. Zur mogli-
chen Identifizierung der Verbindungen, die diese Wirkung auslésten wurde eine gaschroma-
tographische Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer durchgefihrt.

Fraktion neutrale Verbindungen aus der Probe ,Abluft Anlage Bl

Die Analyse der Fraktion identifizierte folgende Verbindungen: Methylisobutylketon, 3,5-
Dimethyl-1-hexin-3-ol, N-Butyl-benzenesulfonamid und Bis(2-methylpropyl)-1,2-benzoldi-
carboxylsaure

Zur gentoxischen Wirkung von Methylisobutylketon liegen bisher keine Erkenntnisse vor. Me-
thylisobutylketon entsteht aus Wasser und Aceton und kdnnte daher ein Fragment aus der
chemischen Aufbereitung der Proben sein.

3,5-Dimethyl-1-hexin-3-ol wird in Verbindung mit Octamethylcyclotetrasiloxan, das auch in
Proben aus Anlage A gefunden wurde, dazu verwendet, Reinigungsfllssigkeiten mit verringer-
ter Entztindbarkeit fir die Wartung, Pflege, Reparatur und Montage von Fahrzeugteilen und
Fahrzeugen herzustellen (Sprigel 2006). Zur Gentoxizitét dieser Verbindung liegen derzeit
keine Studien vor. N-Butyl-benzolsulfonamid wird als Weichmacher in verschiedenen Polyme-
ren, insbesondere Polyamiden, eingesetzt. Eine gentoxische Wirkung konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden (Poet et al. 2006). Die Verbindung Bis(2-methylpropyl)-1,2-
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benzendicarboxylsaure wurde in diversen Bioassays (nach PubChem 145) getestet, eine gen-
toxische Wirkung ist nicht bekannt.

4.2.4 Zusammenfassung der Bewertung der Luftqualitat in der Prozesskette in
Anlage B im Vergleich zu Anlage A

Die AuBenluftproben wiesen in den Bioassays keine wesentlich unterschiedliche Wirkung in
Anlage A und Anlage B auf. Beide Standorte zeigten, dass die Qualitat der Partikel in der Au-
Benluft fir die gentoxische Wirkung verantwortlich ist, da bereits geringe Partikelkonzentrati-
onen toxische Effekte ausldsten (genaue Diskussion s. Kap. 4.4.5). An beiden Standorten
konnte gezeigt werden, dass die Filterung der Luft das toxikologische Potenzial der Proben
vermindert. Die Abluftproben aus Anlage B zeigten deutliche Unterschiede zwischen Anlagen-
teil I und Il. Das toxikologische Potenzial der Proben aus Anlage Bl war in der Abluft deutlich
groBer als das Potenzial der Proben aus Anlage Bll. Eine Ubertragung der gentoxisch wirksa-
men Partikel aus der Abluft vor dem Warmetauscher durch den Warmetauscher in die AuBen-
luft nach dem Warmetauscher ist sehr wahrscheinlich. Die geringe Toxizitat der Abluft vor
dem Warmetauscher in Anlage Bll spiegelt sich in der ebenfalls geringen Toxizitat der AuBen-
luft nach dem Warmetauscher in Anlage Bll wieder. Untermauert wird diese Theorie durch die
Betrachtung der Elementanalyse der Abluftproben aus Anlage Bl. Da die AuBenluft nach dem
Warmetauscher in Anlage A nicht beprobt wurde, kann diese These nicht durch Ergebnisse
aus Anlage A verifiziert werden. Durch die chemische Fraktionierung ausgewahlter Proben
aus Anlage B konnten keine potenziell gentoxisch wirksamen Verbindungen identifiziert wer-
den.

4.3 Immunmodulatorisches Potenzial der Prozessproben aus Anlage A
und Anlage B

Zur Ermittlung des immunmodulatorischen Potenzials der Proben aus den Prozessketten in
Anlage A und Anlage B, wurde ein Modell entwickelt.

Das Modell umfasst die Exposition einer menschlichen Lungezelllinie mit den Staubextrakten
aus den Prozessketten und in einem zweiten Ansatz die kombinierte Stimulation der Zellen
mit einem viralen Stimulus und dem Staubextrakt. Diese kombinierte Stimulation wurde, wie
in Kapitel 1 beschrieben, gewahlt, da die Lunge taglich nicht nur mit Stauben, sondern auch
mit mikrobiellen Bestandteilen in Kontakt kommt.

Es ist bekannt, dass die Stimulation von Lungenepithelzellen mit mikrobiellen Bestandteilen
die Ausschuttung von Interleukinen induziert (Becker et al. 2005; Matsukura et al. 2006; Pace
et al. 2008). In der vorliegenden Studie wurde fir die mikrobielle Stimulation ein artifizielles
Analogon zu doppelstrangiger RNA (polyinosinic:polycytidylic acid, [poly(l:C)]) verwendet, das
eine virale Infektion, wie beispielsweise durch Influenza, simuliert. Durch die Stimulation der
humanen Bronchialepithelzellline Beas-2B werden die Interleukine Interleukin-8 (IL-8) und
Interleukin-6 (IL-6) ausgeschuttet. Ziel dieser Untersuchung war zu beobachten, ob die
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Staubextrakte aus Anlage A und Anlage B eine Interleukinausschuttung induzieren und ob sie
die Interleukinausschuttung beeinflussen, die durch den viralen Stimulus ausgeldst wird.

4.3.1 Immunmodulatorisches Potenzial der Proben aus Anlage A

Eine starke immunmodulatorische Wirksamkeit der Proben in Kombination mit
dem viralen Stimulus konnte in der AuBenluft von Anlage A festgestellt wer-
den. Die Proben der gefilterten Luft und der Abluft vor dem Wéarmetauscher
wiesen keine immunmodulatorische Wirksamkeit auf. Die Abluft der Anlage Al
zeigte ebenfalls starke Effekte, die eventuell durch den Warmetauscher von
der AuBenluft in die Abluft Gbertragen oder durch mirkobielle Bestandteile in-
duziert werden, die aus der mikrobiellen Schicht auf dem Warmetauscher
stammen. In Anlage All konnten in der Abluft ebenfalls immunmodulatorische
Effekte festgestellt werden, die wahrscheinlich auch durch den Warmetauscher
aus der AuBenluft Uibertragen wurden oder durch einen Mitriss an Mikroben
entstehen, da sie vor dem Wéarmetauscher nicht messbar waren. Die Abluft
nach der Verbrennung zeigte eine immunmodulatorische Wirksamkeit, die
wahrscheinlich durch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, die bei
der Verbrennung entstehen, induziert wurde. Die chemischen Analysen der
Elemente und Verbindungen durch die gaschromatograpische Analyse mit ge-
koppeltem Massenspektrometer ergab keinen Aufschluss tber die verantwort-
lichen Verbindungen (s. Kap. 4.3.3).

Bewertung der AuBenluft und der gefilterten Luft

Die Staubextrakte waren ohne mikrobielle Stimulation nicht immunmodulatorisch aktiv. Eine
immunmodulatorische Wirkung war nur in Kombination mit der viralen Stimulation erkennbar.

Die Bewertung der immunmodulatorischen Wirkung der Proben aus der AuBenluft und der
gefilterten Luft in Anlage A ist in Tabelle 4.16 zusammengefasst.

Tab. 4.16 AbschlieBende immunmodulatorische Bewertung
der AuBenluft und der gefilterten Luft in Anlage A
grin = kein Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

AuBenluft  Gefilterte AuBenluft  Gefilterte
| Luft | Luft
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Stark immunmodulatorische Wirkung zeigten die Proben aus der AuBenluft. Durch die Filtrie-
rung der Luft konnte diese Aktivitat wieder aufgehoben werden. Die Diskussion mdglicher
Ursachen fiir die immunmodulatorische Wirkung der AuBenluft erfolgt in Kapitel 4.4.5.

Bewertung der Abluft vor und nach dem Wérmetauscher im Vergleich zur AuBenluft und der
gefilterten Luft

Die immunmodulatorische Bewertung der Proben aus der Abluft vor und nach dem Warme-
tauscher ist in Tabelle 4.17 zusammengefasst.

Tab. 4.17 AbschlieBende immunmodulatorische Bewertung der Abluft vor und nach
dem Warmetauscher in Anlage A im Vergleich zu AuBenluft und gefilterter Luft

griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, A v W = Abluft vor Warmetauscher,
A n W = Abluft nach Warmetauscher

Anlage Al Anlage All

| AuBen-  Gef. | AVW | AnW | AuBen- i Gef. | AVW AnW
L luft Luft luft Luft |

In der Abluft der Anlage All konnte vor dem Wéarmetauscher keine immunmodulatorische Wir-

kung in Kombination mit dem viralen Stimulus ermittelt werden. Eine starke Wirkung wurde
jedoch nach dem Warmetauscher festgestellt. In der Abluft der Anlage All konnte ebenfalls
vor dem Warmetauscher keine immunmodulatorische Wirkung gezeigt werden, nach dem
Warmetauscher wurden jedoch Effekte festgestellt.

Fir die starke Wirkung der Probe aus der Abluft der Anlage Al konnte auf der einen Seite die
Ubertragung wirksamer Komponenten aus der AuBenluft durch den Warmetauscher in die
Abluft ursachlich sein. Koplanare Verbindungen sind fur die immunmodulatorische Wirkung
von Umweltproben entscheidend. Durch die gaschromatographische Analyse mit gekoppel-
tem Massenspektrometer konnte jedoch keine Verbindung in der Abluft der Anlage A ermit-
telt werden, der die Wirksamkeit eindeutig zuzuordnen ist. Eine weitere Erklarung flr die star-
ken immunmodulatorischen Effekte der Abluftproben kénnte in der mikrobiellen Schicht auf
dem Warmetauscher liegen. Durch einen Mitriss der Mikroben kdnnten deren Bestandteile
durch die Extraktion in die Probe gelangen und fiir die immunologische Reaktion von Bedeu-
tung sein (s. Kap. 4.3.3).

Die Analyse der Proben auf ihre gentoxische Wirkung ergab, dass in der Abluft nicht die Quali-
tat der Partikel, sondern die Quantitat entscheidend ist. Da in der Abluft vor dem Warmetau-
scher keine Effekte festgestellt werden konnten und die Partikelkonzentration in der Abluft
vor dem Warmetauscher groBer war als in der Abluft nach dem Warmetauscher, spielt die
Quantitat der Partikel in den immunologischen Experimenten keine Rolle.
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Bewertung der Abluft nach der Verbrennung

Die Bewertung der Proben aus der Abluft nach der Verbrennung im entwickelten immunologi-
schen Modell ist in Tabelle 4.18 zusammengefasst.

Tab. 4.18 AbschlieBende immunmodulatorische Bewertung
der Proben nach der Verbrennung im Vergleich zur AuBenluft
gelb = Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

AuBenluft AuBenluft Verbrennung

Die Probe aus der Abluft nach der Verbrennung wies eine immunmodulatorische Wirksamkeit

auf. Durch die Verbrennung werden polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHSs)
gebildet. Diese spielen eine groBe Rolle bei der Wirkung im entwickelten immunologischen
Modell. Da die Effekte weniger deutlich waren als in der AuBenluft, scheinen in der AuBenluft
entweder hohere Konzentrationen vorzuliegen oder weitere Komponenten die immunologi-
sche Reaktion zu beeinflussen.

4.3.2 Immunmodulatorisches Potenzial der Proben aus Anlage B

Zum Vergleich der beiden Anlagen wurden die Proben aus Anlage B ebenfalls in das Modell
zum Test auf immunmodulatorische Wirksamkeit eingesetzt. Auch die Proben aus Anlage B
zeigten ohne viralen Stimulus keine immunmodulatorische Aktivitat

Bewertung der AuBenluft vor und nach dem Wérmetauscher, sowie der Proben aus der gefilter-
ten Luft

Die Bewertung der Proben aus der AuBenluft vor und nach dem Warmetauscher, sowie der
gefilterten Luft ist in Tabelle 4.19 zusammengefasst.

Tab. 4.19 AbschlieBende immunmodulatorische Bewertung der AuBen-
luft vor und nach dem Warmetauscher, sowie der gefilterten Luft in
Anlage B

grin = kein Effekt, gelb = Effekt, Z v W = AuBenluft vor Warmetauscher,
Z n W = AuBenluft nach Warmetauscher, gef. = gefilterte Luft

Anlage BI Anlage Bl

ZVW  ZnW | ZvW  ZnW | gef.

Immunologie
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Die AuBenluftproben zeigen in Anlage B ein immunmodulatorisches Potenzial. Die AuBenluft
nach dem Wéarmetauscher in Anlage Bll zeigte keine immunmodulatorische Aktivitdt. Durch
die Filtrierung der AuBenluft waren die Proben nicht immunmodulatorisch aktiv. Zustandige
Verbindungen konnten durch die gaschromatographische Analyse mit gekoppeltem Mas-
senspektrometer nicht detektiert werden. Eine Diskussion der mdglichen Ursachen fir die
immunmodulatorische Wirksamkeit der Proben aus der AuBenluft erfolgt in Kapitel 4.4.5.

Bewertung der Abluft vor und nach dem Wérmetauscher im Vergleich zur AuBenluft und der
gefilterten Luft

Die Bewertung der Abluftproben, die in Anlage B vor und nach dem Warmetauscher gesam-
melt worden waren ist in Tabelle 4.20 zusammengefasst.

Tab. 4.20 AbschlieBende immunmodulatorische Bewertung der Abluft vor und nach
dem Warmetauscher in Anlage B im Vergleich zu AuBenluft und der gefilterten Luft

griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt, Z v W = AuBenluft vor Warmetauscher,
Z n W = AuBenluft nach Warmetauscher, gef. = gefilterte Luft, A v W = Abluft vor Warmetau-
scher, A n W = Abluft nach Warmetauscher

Anlage BI Anlage BII

inW ZnW gef. AvW AnWinW ZnW gef. AvW AnWi

Immunologie

Die Abluft aus Anlage B zeigte kein Potenzial die immunologische Reaktion der Zellen auf ei-
nen viralen Stimulus zu beeinflussen. Die immunmodulatorische Wirksamkeit der Proben aus
Anlage B war schwécher als die der Proben aus Anlage A. Eine Ubertragung der wirksamen
Partikel aus der AuBenluft in die Abluft durch den Warmetauscher konnte in Anlage B nicht
nachgewiesen werden. Dies untermauert die Theorie, dass ein Mitriss vom mikrobiellen Film
auf dem Warmetauscher fiir die immunmodulatorische Wirksamkeit in Anlage A verantwort-
lich ist.

4.3.3 Luftkeimmessungen in Anlage A und Anlage B

Um die Theorie eines Mitrisses von Mikroben, die sich auf dem Warmetauscher ansiedeln und
der Extraktion mikrobieller Bestandteile aus der Abluft nach dem Warmetauscher zu unter-
mauern, wurden Luftkeimmessungen von einem externen Institut durchgefihrt.

Die in den Werken Anlage A und Anlage B durchgefiihrten Luftkeimmessungen zeigten das
Vorkommen von aeroben Sporenbildnern, koagluase negativen Staphylokokken, Mikrokok-
ken, Pseudomonaden und Schimmelpilzen in der AuBen- und Abluft der Anlagen. Die Ergeb-
nisse wiesen groBe Schwankungen der Keimzahlen auf. In der Abluft von Anlage Al konnten
beispielsweise in der ersten Messung im August 2006 pro m? Luft 280 koloniebildende Ein-
heiten bestehend aus aerobe Sporenbildnern, koagulase negative Staphylokokken und
Schimmelpilzen gemessen werden. Die zweite Messung im Oktober 2006 zeigte pro m3 Luft
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an der gleichen Probenahmestelle 20 Schimmelpilze. In der dritten Messung im Dezember
2006 konnten in der Abluft der Anlage Al pro m3 Luft 100 aerobe Sporenbildner, 50 koagula-
se-negative Staphylokokken, 30 Mikrokokken und 2110 Pseudomonaden gemessen werden.
Ob die hohen Schwankungen durch die AuBentemperatur bedingt sind, konnte aufgrund der
geringen Anzahl an Probenahmetagen nicht festgestellt werden. Der Vergleich der Keimzah-
len und des Keimspektrums vor und nach dem Warmetauscher, lieferte keine Begriindung fur
die hohe immunmodulatorische Aktivitat der Abluftproben nach dem Warmetauscher im Ge-
gensatz zu vor dem Warmetauscher. Da die Keimmessungen hohen Schwankungen unterla-
gen, sollten sie in weiteren Analysen zur immunmodulatorischen Wirksamkeit der Proben di-
rekt parallel zur Probenahme der Luftstdube durchgefiihrt werden. Die Schwankungen sind
wahrscheinlich vom Reinigungszustand der Warmetauscher abhangig, so dass auch die Reini-
gungszyklen bei weiteren Probenahmen beachtet werden missen. Des Weiteren werden Ab-
striche des Warmetauschers zur Differenzierung der mikrobiellen Schicht auf dem Warmetau-
scher empfehlenswert, um die Ursache fir die hohen immunmodulatorischen Effekte der Ab-
luftproben zu klaren.

4.3.4 Vergleich der immunmodulatorischen Wirksamkeit der Prozessproben
mit dem Standardstaub SRM 1649a

Zur Entwicklung des verwendeten Modells wurde der Standardstaub SRM 1649a eingesetzt.
SRM 1649a wurde in der Nahe von Washington in den Jahren 1976 - 1977 gesammelt und
chemisch charakterisiert. Er kann vom ,National Institute of Standards and Technology“ (Wa-
shington, USA) bezogen werden.

Die Experimente zur Untersuchung der immunmodulatorischen Wirksamkeit mit dem organi-
schen Extrakt von SRM 1649a in Kostimulation mit einem Virus, ergaben eine erhdhte Inter-
leukin-8 Ausschittung und keine Beeinflussung der Interleukin-6 Ausschittung. Diese Reakti-
on konnte ebenfalls bei den Proben aus Anlage B beobachtet werden. Mechanistische Unter-
suchungen ergaben, dass eine erhdhte Ausschittung von Interleukin-8 und eine verminderte
Ausschittung von Interleukin-6 bei der Wirkung von polyzyklischen aromatischen Kohlenwas-
serstoffen (PAHs) erwartet wird (Vogel and Matsumura 2008).

Interleukin-8 und Interleukin-6 sind proinflammatorische Zytokine und stimulieren dadurch
Entzindungsreaktionen als Immunantwort auf Stressoren. Die erhdhte Interleukin-8 Aus-
schittung in der Lunge lockt neutrophile Granulozyten an, die Mikroorganismen identifizieren
und zerstoren sollen. Als Phagozyten sind sie ebenfalls in der Lage Partikel aufzunehmen und
zu zerstoren. Dringen jedoch zu viele neutrophile Granulozyten in die Lunge ein, wird das
Lungengewebe geschadigt (Soethout et al. 2002).

Entziindungsreaktionen spielen auch bei der Krebsentstehung eine groBe Rolle (Williams et al.
2008). Zur Untersuchung der Zusammenhénge zwischen Entziindungsreaktionen in der Lunge
und der Krebsentstehung wurde vom National Institute for Health 2007 Geld zur Verfigung
gestellt (NIH 2007). Ein eindeutiger Mechanismus wurde bisher jedoch nicht gefunden.
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Die hohe Wirksamkeit der Proben aus Anlage A in den immunmodulatorischen Tests kdnnte
daher im Zusammenhang mit der hohen Wirksamkeit der Partikel aus der AuBenluft in den
gentoxischen Tests stehen. Der Mechanismus hinter diesem Zusammenhang ist bisher nicht
vollstéandig aufgeklart und wird Gegenstand weiterer Forschung sein.

4.4 Einfluss der Abluft aus Anlage A und klimatischer Bedingungen auf
die Luftqualitat der Stadt bei Anlage A

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Studie war es zu bewerten, ob die Emission aus Anlage A
einen Einfluss auf die Luftqualitédt der Stadt hat. Daher wurde eine einjahrige Immissionsmes-
sung vom 21.05.07 bis 15.05.08 in Hauptwindrichtung entlang der Abluftfahne durchgefuhrt.

Die kontinuierliche Immissionsmessung fand an drei ausgewahlten Messpunkten statt. Eine
Messstelle in Hauptwindrichtung vor der Anlage, eine Messstelle in Hauptwindrichtung nach
der Anlage und eine Messstelle in Hauptwindrichtung nach der Stadt.

Die Emissionen flhrten nicht zu einer deutlichen Verschlechterung des dkotoxikologischen
Potenzials der Luftstdube entlang der Windrichtung. Daher hat die Emission aus der Anlage
keinen negativen Einfluss auf die Luftqualitat der Stadt bezuglich der gemessenen Endpunkte.
Es konnten jedoch teilweise starke gentoxische Effekte in den Proben gemessen werden, die
nicht in Zusammenhang mit Emissionen aus der beprobten Anlage gebracht werden konnten.
Um Ursachen fiir diese Effekte zu ermitteln, wird in den folgenden Kapiteln der Zusammen-
hang gentoxischer Effekte und klimatischer Bedingungen untersucht. Die gemessenen Effekte
werden dazu mit der entsprechenden Partikelkonzentration, Stickoxidkonzentration und Au-
Bentemperatur zur Zeit der Probenahme korreliert. Des Weiteren werden die Ergebnisse aus
der AuBenluft in der Anlagen A und B (vgl. Kap. 4.1 und Kap. 4.2) diskutiert, um fir die dort
gemessenen Effekte Erklarungen zu finden.

4.4.1 Gentoxische Wirkung der Luftstaubproben aus der Inmissionsmessung

Zur Ermittlung des Einflusses der Emission aus der Anlage auf die Luftqualitat der Stadt wur-
den fiur die Bewertung der Immissionsproben dieselben Bioassays und Kriterien zur Bewer-
tung wie bei der Bewertung der Prozessketten herangezogen. In diesem Kapitel wird zunachst
die Luftqualitat an den verschiedenen Standorten bewertet und dann entlang der Windrich-
tung verglichen.

Keine der gesammelten Proben aus der Immissionsmessung wies ein cytotoxisches Potenzial
auf. Im Comet - Assay, Mikrokerntest und Ames - Test konnten gentoxische Effekte der Pro-
ben gemessen werden, daher werden diese Assays zur Bewertung der Luftproben herangezo-
gen.
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Probenahmestelle ,,Vor der Anlage“

In Tabelle 4.21 ist die Bewertung der Proben von ,Vor der Anlage® in allen Tests zur gentoxi-
schen Wirkung Uber das Jahr verteilt aufgelistet.

Tab. 4.21 Bewertung der Immissionsproben von ,Vor der Anlage“ beziiglich ihrer gentoxi-
schen Wirksamkeit
griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

2007

Mitte Anfang Au- Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Okto-
Juni gust gust tember tember ber

Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test
2007 2008
Anfang Mitte No- Anfang De- Mitte Ja- Ende Ende
November vember zember nuar Marz April

Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Die Proben der Probenahmestellen, die in Hauptwindrichtung vor den Emissionen der Anlage
lagen (,Vor der Anlage®), zeigten in den Sommermonaten Juni und August keine gentoxische
Wirkung. Eine gentoxische Wirkung im Comet - Assay und Mikrokerntest konnte in den Pro-
ben aus September, Mitte November, Anfang Dezember und Ende April 2008 nachgewiesen
werden. Der Ames-Test zeigte eine mutagene Wirkung der Proben von Mitte September bis
Ende Marz. Aufféllig ist dabei, dass die Wirksamkeit der Proben im Ames-Test in den kalten
Monaten verstarkt auftritt. Da dies ein Hinweis auf den Einfluss klimatischer Bedingungen auf
die gentoxische Wirksamkeit von Luftstduben ist, werden die Ergebnisse in einem folgenden
Kapitel (Kap. 4.4.4) mit der AuBentemperatur korreliert.
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Probenahmestelle ,,Nach der Anlage “

In Tabelle 4.22 ist die Bewertung der Proben von ,,Nach der Anlage® in den Tests zur Prifung
auf gentoxische Wirkung dargestellt.

Tab. 4.22 Bewertung der Immissionsproben von ,Nach der Anlage* beziiglich ihrer gentoxi-
schen Wirksamkeit
grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

2007

Mitte Anfang Au- Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Okto-
Juni gust gust tember tember ber

Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test
2007 2008
Anfang Mitte No- Anfang De- Mitte Ja- Ende Ende
November vember zember nuar Marz April

Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Die Proben, die in Hauptwindrichtung nach der Anlage gesammelt worden waren, wiesen kei-
ne deutliche Haufung der gentoxischen Wirksamkeit der Proben aus den kalten Monaten auf.
Die Probe aus Mitte Juni zeigte Effekte im Mikrokerntest und im Ames-Test. Eine gentoxische
Aktivitat der Proben konnte, wie in Hauptwindrichtung vor der Anlage im September und im
April nachgewiesen werden. Da kein eindeutiges Muster tber den Jahresverlauf erkennbar ist,
werden auch hier die Ergebnisse zur Ursachenermittlung in den folgenden Kapiteln mit den
verschiedenen klimatischen Randparametern verglichen.
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Probenahmestelle ,,Nach der Stadt“

Tabelle 4.23 zeigt die Zusammenfassung der Bewertungen der Wirkung der Proben vom
»Nach der Stadt“ in den einzelnen Bioassays.

Tab. 5.23 Bewertung der Immissionsproben vom ,Nach der Stadt“ beziiglich ihrer gentoxi-
schen Wirksamkeit
grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

2007

Mitte Anfang Au- Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Okto-
Juni gust gust tember tember ber

Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test
2007 2008
Anfang Mitte No- Anfang De- Mitte Ja- Ende Ende
November vember zember nuar Marz April

Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Auch die Proben, die in Hauptwindrichtung nach der Stadt gesammelt worden waren zeigten
kein deutliches Maximum der gentoxischen Aktivitat in den kalten Monaten. Insbesondere im
Ames-Test konnten starke Wirkungen von Mitte August bis Mitte Oktober, im Januar und Ende
Mérz festgestellt werden. Da sich hier ebenfalls keine Hdufung der Wirksamkeit in den kalten
Monaten zeigte, werden die Proben von ,Nach der Stadt® durch andere Parameter beeinflusst
als die Proben von ,Vor der Anlage®. Zur Ermittlung der Ursache, werden auch hier die Daten
mit klimatischen Parametern (Kap. 4.4.3 - Kap. 4.4.5) korreliert.
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Bewertung des gentoxischen Potenzials entlang der Windrichtung

Tabelle 4.24 fasst die Bewertung aller Probenahmestellen entlang der Windrichtung nochmals
zusammen.

Tab. 4.24 Bewertung des gentoxischen Potenzials der Immissionsproben
C = Comet - Assay, M = Mikrokerntest, A = Ames - Test, griin = kein Effekt, gelb = Effekt,
rot = starker Effekt

2007
Mitte Anfang Au- Mitte Au- Mitte Sep- Ende Sep- Mitte Okto-
Juni gust gust tember tember ber
ECMAECMAECMAECMAECMAECMAE

Vor der Anlage

Nach der Anlage

Schwesternw.
2007 2008
Anfang No- Mitte No- Anfang De- Mitte Ja- Ende Ende
vember vember zember nuar Marz April
cC M A cC M A C M A cC M A C M A C M A
Vor der Anlage

Nach der Anlage

Schwesternw.

In der Hauptwindrichtung von ,Vor der Anlage® nach ,Nach der Anlage“ zu ,,Nach der Stadt®,
kann keine eindeutige Verteilung einer gentoxischen Wirkung der Staubextrakte festgestellt
werden. Die Proben, die in Hauptwindrichtung vor der Anlage gesammelt worden waren, wie-
sen eine deutlich gentoxische Wirksamkeit vor. Eine @hnlich starke Wirksamkeit zeigten die
Proben von ,Nach der Anlage®. Eine Verstarkung der gentoxischen Wirksamkeit der Partikel
durch die Abluft der Anlage konnte nicht ermittelt werden. Die Proben von ,Nach der Stadt®
wiesen ebenfalls ein gentoxisches Potenzial auf. Unterschiede zur Wirksamkeit der Proben
konnten jedoch insbesondere im Ames - Test nachgewiesen werden. Diese Unterschiede
kdénnten durch die Sammlung von PMyq (Partikel < 10 uym) und PM; s (Partikel < 2,5 pm) vor
und nach der Anlage und TSP (total suspended particles, Gesamtstaub) nach der Stadt, ent-
standen sein.
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4.4.2 Abhéangigkeit der gentoxischen Wirkung von der Partikelkonzentration

zur Zeit der Probenahme

Eine eindeutige Korrelation der gentoxischen Effekte in den Bioassays mit der
Partikelkonzentration zur Zeit der Probenahme konnte fir keinen Bioassay

gezeigt werden.

Zur Ermittlung der Ursache der gentoxischen Wirksamkeit der Proben, wurde die Wirksamkeit
zunachst mit der Partikelkonzentration zur Zeit der Probenahme korreliert.

Eine eindeutige Korrelation der gentoxischen Effekte in den Bioassays mit der Partikelkon-
zentration zur Zeit der Probenahme konnte fiir keinen Bioassay gezeigt werden.

Wirksamkeit im Comet - Assay

Abbildung 4.1 fasst die Ergebnisse des Comet - Assays im Vergleich zur Partikelkonzentration
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Abb. 4.1 Abhéngigkeit der Wirksamkeit der Immissionsproben im Comet - Assay von der

Partikelkonzentration

a) ,Vor der Anlage®, b) ,Nach der Anlage®, c) ,Nach der Stadt“, durch die seltenen Effekte im
Comet - Assay ist keine deutliche Ubereinstimmung mit der Partikelkonzentration erkennbar;
d) Korrelation der Partikelkonzentration mit den Bewertungsstufen: es ist keine Korrelation er-
kennbar, keine statistische Signifikanz (ANOVA on Ranks, p = 0,815)
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Die Wirksamkeit der Partikel im Comet - Assay ist eindeutig nicht von der Partikelkonzentrati-
on abhéngig. Proben, die in einem Elektrostahlwerk gesammelt worden waren, zeigten deutli-
che Effekte im Comet - Assay in weit geringeren Konzentrationen (unter 0,5 m3/ml; Cavallo et
al. 2008). Die Effekte korrelierten in dieser Studie mit dem erhohten Vorkommen an Partikeln
in der Luft (1 mg/m?3). Dies konnte in der vorliegenden Studie nicht gezeigt werden, da die
Partikelkonzentrationen deutlich geringer waren. Da die Partikelkonzentration keinen Auf-
schluss uber die Wirksamkeit im Comet - Assay ergab, wurden die Ergebnisse mit der Stick-
oxidkonzentration (Kap. 5.5.3) und der AuBentemperatur korreliert (Kap. 4.4.4).

Mikrokerntest

Abbildung 4.2 fasst die Ergebnisse des Mikrokerntests im Vergleich zur Partikelkonzentration
zusammen.
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Abb. 4.2 Abhangigkeit der Wirksamkeit der Immissionsproben im Mikrokerntest von der

Partikelkonzentration

Mikro = Ergebnisse der Betrachtung der induzierten Mikrokerne, Ano = Ergebnisse der Betrach-
tung der Anomalien, -S9 = ohne metabolische Aktivierung, +S9 = mit metabolischer Aktivierung;
a) ,Vor der Anlage, b) ,Nach der Anlage“, c) ,Nach der Stadt*, es ist keine deutliche Uberein-
stimmung mit der Partikelkonzentration erkennbar; d) Korrelation der Partikelkonzentration mit
den Bewertungsstufen: es ist keine Korrelation erkennbar, keine statistische Signifikanz (ANOVA
on Ranks, p = 0,726).
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Eine Korrelation der Partikelkonzentration und der Wirksamkeit der Proben ergab auch im
Mikrokerntest keinen eindeutigen Zusammenhang. Studien aus Mexiko zeigen, dass sowohl
organische Extrakte von Luftstduben als auch die Stdube an sich die Bildung von Mikrokernen
induzieren (Roubicek et al. 2007). Eine Korrelation der Partikelkonzentration und Effekten im
Mikrokerntest konnte in der vorliegenden Studie jedoch nicht gezeigt werden.

Ames - Test

Abbildung 4.3 fasst die Ergebnisse des Ames-Tests im Vergleich zur Partikelkonzentration
zusammen.
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Abb. 4.3 Abhéngigkeit der Wirksamkeit der Immissionsproben im Ames - Test von der
Partikelkonzentration

TA 98 = Stamm TA 98, TA 100 = Stamm TA 100, -S9 = ohne metabolische Aktivierung, +S9 =
mit metabolischer Aktivierung; a) ,Vor der Anlage®, b) ,Nach der Anlage®, c) ,Nach der Stadt,
es ist keine deutliche Ubereinstimmung mit der Partikelkonzentration erkennbar; d) Korrelation
der Partikelkonzentration mit den Bewertungsstufen: eine leichte Korrelation erkennbar, jedoch
keine statistische Signifikanz, (ANOVA on Ranks, p=1,74).

Die Korrelation der Ergebnisse aus dem Ames-Test mit der Partikelkonzentration zur Zeit der
Probenahme lasst eine Korrelation vermuten, die sich jedoch nicht statistisch beweisbar ist.
Betrachtet man Abb. 4.3 d) erkennt man, dass die Bewertungsstufen gelb und rot tendenziell
auf hohere Partikelkonzentrationen verteilt sind. Die Wirksamkeit der Proben im Ames-Test ist

m3/Rev
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deutlich mit der Konzentration an PAHs in der Luft korrelierbar (ElAssouli et al. 2007). Die
Studie von ElAssouli et al. (2007) zeigte deutlich, dass die Probenahmestelle mit der héchs-
ten PMyo Konzentration (40 ug/ms3) auch die Probenahmestelle mit der hochsten Revertan-
tenzahl pro m3 (56 Revertanten pro m3) aufwies. Des Weiteren konnten an dieser Probenah-
mestelle 0,83 ng/m?3 PAHs gemessen werden. Die Ergebnisse von ElAssouli et al. (2007) sind
direkt mit den Ergebnissen der Proben der vorliegenden Studie vergleichbar. Da die Studien
in Baden - Wirrtemberg gezeigt hatten, dass Ergebnisse im Ames-Test mit der Stickoxidkon-
zentration korrelierbar sind (Erdinger et al. 1997), werden die Ergebnisse des Ames-Tests im
folgenden Kapitel mit den Stickoxidkonzentrationen korreliert.

4.4.3 Abhangigkeit der gentoxischen Wirkung von der Stickoxidkonzentration
zur Zeit der Probenahme

Eine Abhéngigkeit der gentoxischen Wirksamkeit von der Stickoxidkonzentra-
tion in der AuBenluft konnte nur im Mikrokerntest gezeigt werden. Das Poten-
zial Mikrokerne zu induzieren, ist mit der Konzentration an Stickstoffmonoxid
in der Luft korrelierbar. Die Stickoxidkonzentrationen lieferten jedoch keinen
Hinweis auf die Ursache fiir die gentoxische Wirkung der Proben in Co-
met - Assay und Ames-Test.

Studien, die in Baden - Wirttemberg durchgefiihrt worden waren, konnten zeigen, dass im
Ames-Test die Wirksamkeit der Partikel mit der Stickoxidkonzentration zur Zeit der Probe-
nahme korrelierbar ist (Erdinger et al. 2005). Um festzustellen, ob dies auch fiir die Proben
aus der Immissionsmessung der vorliegenden Studie zutrifft und auch fiir die gemessenen
Effekte in Comet - Assay und Mikrokerntest, wurden die gemessenen Ergebnisse mit den
Stickoxidkonzentrationen zur Zeit der Probenahme korreliert. Fiir die Korrelation wurden ei-
nerseits die Ergebnisse der Proben von ,Nach der Stadt“ verwendet, da die Messung der
Stickoxidkonzentrationen an dieser Probenahmestelle von der Firma DEKRA GmbH durchge-
fuhrt wurde. Des Weiteren wurden die Ergebnisse der Proben von ,Nach der Anlage® mit den
Stickoxidwerten einer Messstelle in unmittelbarer Nahe (Messung durch Firma DEKRA GmbH)
korreliert.
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Comet - Assay

Abbildung 4.4 fasst die Korrelation der Effekte im Comet - Assay mit der Stickstoffmonoxid-
und der Stickstoffdioxidkonzentration zur Zeit der Probenahme zusammen.
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Abb. 4.4 Korrelation der Stickoxidwerte zur Zeit der Probenahme an den Probenah-
mestellen ,Nach der Stadt” und ,Nach der Anlage“ mit Effekten im Comet - Assay

a) Korrelation mit den Stickstoffmonoxidwerten ,Nach der Stadt®, es ist keine direkte Korrelation
erkennbar; b) Korrelation mit den Stickstoffdioxidwerten ,Nach der Stadt®, es ist keine direkte
Korrelation erkennbar; c¢) Korrelation mit den Stickstoffmonoxidwerten, es ist keine direkte Kor-
relation erkennbar; d) Korrelation mit den Stickstoffdioxidwerten, es ist keine direkte Korrelation
erkennbar

Die Proben, die nach der Stadt gesammelt worden waren zeigten gentoxische Effekte im Co-
met - Assay nur Ende September 2007 und Ende Mérz 2008. Diese beiden aktiven Proben
konnten nicht mit einer erhdhten Stickoxidkonzentration in Verbindung gebracht werden.
Dass die Konzentration von Stickoxiden selbst keinen Einfluss auf die gentoxische Wirksam-
keit hat, konnte in einer Studie aus Danemark gezeigt werden (Brauner et al. 2007). In dieser
Studie wurden die Zellen zuséatzlich mit Stickoxiden und Ozon begast. Erhdhte Stickstoffmo-
noxid- und Stickstoffdioxidwerte nach der Anlage konnten zur selben Zeit gemessen werden,
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als Proben nach der Anlage gesammelt wurden, die einen Effekt im Comet - Assay zeigten.
Dies zeigt einen Einfluss des Verkehrs auf die Luftqualitdt der Probenahmestelle ,Nach der
Anlage“. Die Stickoxidkonzentration kann als Marker flr die Luftqualitdt herangezogen wer-
den, daher werden auch die Ergebnisse der weiteren gentoxischen Tests mit der Stickoxid-
konzentration korreliert.

Mikrokerntest

Abbildung 4.5 fasst die Korrelation der Effekte im Mikrokerntest mit der Stickstoffmonoxid-
und der Stickstoffdioxidkonzentration zur Zeit der Probenahme zusammen.
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Abb. 4.5 Korrelation der Stickoxidwerte zur Zeit der Probenahme an den Probenah-
mestellen ,Nach der Stadt* und ,Nach der Anlage* mit Effekten im Mikrokerntest

a) Korrelation mit den Stickstoffmonoxidwerten, statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen NO - Konzentrationen bei Proben ohne Effekt und Proben mit Effekt (t-test, p = 0,035);
b) Korrelation mit den Stickstoffdioxidwerten, es ist keine direkte Korrelation erkennbar; c)
Korrelation mit den Stickstoffmonoxidwerten, es ist keine direkte Korrelation erkennbar; d)
Korrelation mit den Stickstoffdioxidwerten, es ist keine direkte Korrelation erkennbar
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Die Korrelation der Stickoxidwerte mit den Bewertungsstufen der Bioassays zeigte einen sta-
tistisch signifikanten Unterschied (p = 0,035) zwischen der Probengruppe, die keinen Effekt
im Mikrokerntest zeigte und der Gruppe, die einen Effekt zeigte. Effekte im Mikrokerntest
konnten bei erhdhten Stickstoffmonoxidwerten festgestellt werden. Sehr starke Effekte konn-
ten im Mikrokerntest nur in einer Probe von ,Nach der Stadt* ermittelt werden. Dieser Effekt
konnte nicht mit der Stickstoffmonoxidkonzentration in Verbindung gebracht werden. Die
Korrelation mit den Stickstoffdioxidwerten zur Zeit der Probenahme erbrachte kein Ergebnis.
Die Korrelation der Ergebnisse aus den Mikrokerntests mit den Proben von ,,Nach der Anlage®
ergab keinen Zusammenhang. Weitere mogliche Ursachen fir die Effekte werden in den fol-
genden Kapiteln (Kap. 4.4.4 und 4.4.5) diskutiert.

Ames-Test

Abbildung 4.6 fasst die Korrelation der Effekte im Mikrokerntest mit der Stickstoffmonoxid-
und der Stickstoffdioxidkonzentration zur Zeit der Probenahme zusammen.
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Abb. 5.7 Korrelation der Stickoxidwerte zur Zeit der Probenahme an den Probenah-
mestellen ,Nach der Stadt” und ,Nach der Anlage“ mit Effekten im Ames - Test
a) Korrelation mit den Stickstoffmonoxidwerten, es ist keine direkte Korrelation erkennbar;
b) Korrelation mit den Stickstoffdioxidwerten, es ist keine direkte Korrelation erkennbar;
c) Korrelation mit den Stickstoffmonoxidwerten, es ist keine direkte Korrelation erkennbar; d)
Korrelation mit den Stickstoffdioxidwerten, es ist keine direkte Korrelation erkennbar
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Eine direkte Korrelation zwischen den Stickoxidwerten und den Effekten im Ames-Test konnte
bei den Proben von ,Nach der Stadt* und von ,Nach der Anlage“ im Gegensatz zur Studie von
Erdinger et al. (2005) nicht bestimmt werden. Starke Effekte im Ames-Test traten bei niedri-
gen Stickoxidkonzentrationen auf, wahrend Proben, die zu einer Zeit gesammelt wurden in
der hohe Stickoxidkonzentrationen gemessen wurden, keine mutagenen Effekte ausldsten.
Um einen Zusammenhang der Mutagenitat mit saisonalen Unterschieden (Sommer - Winter)
zu ermitteln, wurden die Ergebnisse im folgenden Kapitel mit der AuBentemperatur korreliert.

4.4.4 Abhangigkeit der gentoxischen Wirkung von der AuBentemperatur zur
Zeit der Probenahme

Die Auftragung der Ergebnisse nach den Jahreszeiten ergab Haufungen gentoxischer Effekte
in kalten Monaten. Um zu ermitteln, ob diese These der Wahrheit entspricht, wurden die Ef-
fekte mit der AuBentemperatur zum Probenahmezeitraum korreliert.

Comet - Assay

Abbildung 4.7 fasst die Korrelation der Effekte im Comet - Assay mit der AuBentemperatur zur
Zeit der Probenahme zusammen.
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Abb. 5.8 Korrelation der AuBentemperatur zur Zeit der Probenahme und der Effekte im
Comet - Assay

a) Korrelation der Effekte von ,Vor der Anlage“ und ,Nach der Anlage® mit der AuBentempera-
tur im Werk, es ist keine direkte Korrelation erkennbar; b) Korrelation der Effekte von ,Nach
der Stadt“ mit der AuBentemperatur ,Nach der Stadt®, es ist keine direkte Korrelation erkenn-
bar

Fir die Ergebnisse des Comet - Assay war keine Korrelation mit der AuBentemperatur er-
kennbar. Weder die Effekte bei der Anlage (Abb. 5.8 a) noch die ,Nach der Stadt“ (Abb. 5.8 b)
konnten durch die AuBentemperatur erklart werden. Eine Studie aus Frankreich konnte dage-
gen zeigen, dass Effekte im Comet - Assay durch Proben die im Winter gesammelt worden
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waren deutlich starkere Effekte aufwiesen als Proben, die im Sommer gesammelt wurden
(Chakra et al. 2007). Eine Erklarung fur diese Effekte lieferte die Studie nicht.

Mikrokerntest

Abbildung 4.8 fasst die Korrelation der Effekte im Mikrokerntest mit der AuBentemperatur zur
Zeit der Probenahme zusammen.
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Abb. 4.8 Korrelation der AuBentemperatur zur Zeit der Probenahme und der Effekte im
Mikrokerntest

a) Korrelation der Effekte von ,Vor der Anlage® und ,,Nach der Anlage® mit der AuBentempera-
tur, es ist keine direkte Korrelation erkennbar; b) Korrelation der Effekte von ,,Nach der Stadt®
mit der AuBentemperatur ,Nach der Stadt®, statistisch signifikanter Unterschied zwischen Au-
Bentemperaturen bei Proben ohne Effekt und Proben mit Effekt (t-test, p = 0,017)

Im Gegensatz zum Comet - Assay konnte im Mikrokerntest ein statistisch signifikanter Unter-
schied (t-test, p=10,017) ,Nach der Stadt® zwischen den AuBentemperaturen, die bei der
Sammlung von Proben gemessen wurden, die keinen Effekt zeigten und den AuBentempera-
turen zur Zeit der Probenahme von Proben die einen Effekt im Mikrokerntest aufwiesen. Da-
bei zeigte sich ,Nach der Stadt“ deutlich, dass je kalter die Temperaturen waren, desto star-
ker waren die Effekte. Da sehr starke Effekte nur in einem Fall auftraten, konnte die Tempera-
turkorrelation zu sehr starken nicht durchgefiihrt werden. Die Proben, die vor und nach der
Anlage gesammelt worden waren, zeigten keine Abhangigkeit von der AuBentemperatur zur
Zeit der Sammlung. Die Diskussion dieser Erkenntnis erfolgt in Kapitel 4.4.5.
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Ames-Test

Abbildung 4.9 fasst die Korrelation der Effekte im Ames-Test mit der AuBentemperatur zur
Zeit der Probenahme zusammen.
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Abb. 4.9 Korrelation der AuBentemperatur zur Zeit der Probenahme und der Effekte im
Ames-Test

a) Korrelation der Effekte von ,Vor der Anlage“ und ,Nach der Anlage“ mit der AuBentempera-
tur im Werk, statistisch signifikanter Unterschied zwischen AuBentemperaturen bei Proben
ohne Effekt und Proben mit starkem Effekt (t-test, p = 0,016); b) Korrelation der Effekte von
~Nach der Stadt* mit der AuBentemperatur ,Nach der Stadt®, statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen AuBentemperaturen bei Proben ohne Effekt und Proben mit Effekt (t-test,
p=0,019)

Die Ergebnisse des Ames-Tests mit den Proben bei Anlage A zeigten eine Korrelation zwi-
schen der AuBentemperatur und sehr starken Effekten. Vor und nach der Anlage konnten
sehr starke Effekte im Ames-Test bei statistisch signifikant kalteren AuBentemperaturen fest-
gestellt werden. Die Proben von ,Nach der Stadt“ zeigten ein anderes Bild. Hier konnten Ef-
fekte im Ames-Test bei statistisch signifikant hoheren Temperaturen festgestellt werden, als
bei niedrigen Temperaturen. Die Diskussion dieser Erkenntnisse erfolgt in Kapitel 4.4.5 beim
Vergleich mit den Ergebnissen aus der AuBenluft.

4.4.5 Diskussion der Ergebnisse der AuBenluftproben aus der Beprobung der

Prozesskette in Anlage A und Vergleich mit den Ergebnissen aus der
Immissionsmessung

Neben der Beurteilung, ob entlang der Prozesskette der Anlagen ein 6kotoxikologisches Po-
tenzial entsteht, wurde auch das dkotoxikologische Potenzial der AuBenluft betrachtet.

Die AuBenluft vor Anlage A kann als wirksam in den gentoxischen Tests beurteilt werden. Die
Wirksamkeit ist durch die chemische Zusammensetzung bedingt, da bereits eine geringe
Menge an Partikeln ausreichend ist, ein gentoxisches Potenzial zu induzieren. Insbesondere
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die Metalle Cadmium, Silber und Vanadium, die in der AuBenluft gemessen wurden, sind
wahrscheinlich fir die gentoxischen Wirkungen verantwortlich (s. Kap. 4.1).

Die AuBenluft vor Anlage B kann ebenfalls als gentoxisch wirksam eingestuft werden. Vor
Anlage B ist die Wirksamkeit wahrscheinlich durch das Vorkommen der Metalle Cadmium,
Mangan, Silber und Vanadium bedingt, da diese Metalle bekanntermaBen Mikrokerne induzie-
ren und eine Fragmentierung der DNA ausldsen (s. Kap. 4.2).

Die in der AuBenluft gemessenen Metalle, denen eine gentoxische Wirkung zugesprochen
wird, stammen wahrscheinlich aus den Hausfeuerungsanlagen der Stadte in der Nahe der
Anlagen. Eine Mullverbrennungsanlage in der Nahe kdnnte ebenfalls zu den gemessenen Me-
tallkonzentrationen beitragen. Des Weiteren werden durch den angrenzenden Verkehr und die
naheliegende Autobahn mit gentoxisch wirksamen Verbindungen beladene Partikel (Metalle
und PAHSs) in die AuBenluft eingetragen.

Bewertung der AuBenluft vor Anlage A

Die AuBenluft vor Anlage A kann als wirksam in den gentoxischen Tests beur-
teilt werden. Die Wirksamkeit in Comet - Assay und Mikrokerntest ist wahr-
scheinlich durch das Vorkommen der Metalle Cadmium, Silber und Vanadium
bedingt, da diese Metalle bekanntermaBen Mikrokerne induzieren und eine
Fragmentierung der DNA auslésen. Die Effekte im Ames - Test konnten durch
die Elementzusammensetzung nicht erklart werden. Im Vergleich zu anderen
Messstellen fallen die Metallkonzentrationen in der AuBenluft gering aus. Um
weitere Verbindungen, die fir die Wirksamkeit verantwortlich sein kénnten zu
identifizieren, wurde eine chemische Fraktionierung einzelner Proben mit an-
schlieBender gaschromatographischer Analyse mit gekoppeltem Mas-
senspektrometer durchgefihrt. Diese Analyse ergab keinen Hinweis auf gento-
xisch wirksame Verbindungen in der AuBenluft. Daher wird von einer Wirksam-
keit der beschriebenen Metalle ausgegangen. Die Diskussion der Herkunft
dieser Metalle erfolgt nach dem Vergleich mit den Proben aus der AuBenluft
vor Anlage B (s. u.).
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Tabelle 4.25 fasst die nach Kapitel 4.1.2 bewerteten Ergebnisse aus Szenario 1 (In der Anla-
ge) fur die AuBenluftproben vor Anlage A zusammen.

Tab. 4.25 AbschlieBende Bewertung
der AuBenluft in Szenario 1, Anlage A
grin = kein Effekt, gelb = Effekt,
rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

Cytotoxizitat
Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Die AuBenluft vor Anlage Al zeigte weder im Cytotoxizitatstest noch im Comet - Assay oder
Mikrokerntest einen relevanten Effekt. Eine hohe mutagene Wirksamkeit der AuBenluftproben
konnte jedoch im Ames-Test festgestellt werden. In der AuBenluft vor Anlage All hingegen
konnten zusatzlich Effekte im Comet - Assay und im Mikrokerntest gefunden werden.

Die unterschiedliche Wirkung der AuBenluftproben beider Anlagenteile kann ihren Ursprung in
der rdumlichen Distanz haben. Da die Proben nicht zeitgleich gesammelt wurden, kénnen
jedoch auch klimatische Bedingungen dazu beigetragen haben. Die Ergebnisse der AuBenluft
wurden daher wieder in ihre Einzelproben aufgetrennt und nochmals bewertet (Tab. 4.26).

Tab. 4.26 AbschlieBende Bewertung der AuBenluft in Szenario 1 nach Auf-
trennung in Einzelproben, Anlage A
grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

| Sep.06 Okt.06 Feb.07 | Aug.06 Okt.06 Feb.07 |

Cytotoxizitat
Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames-Test

Insbesondere vor Anlage All ist deutlich zu erkennen, dass die Proben in den kalten Monaten
(Oktober und Februar) ein deutlich hdheres okotoxikologisches Potenzial aufweisen, als in
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dem Sommermonat (August). Auch in Anlage Al zeigen die Proben aus Oktober und Februar
eine starkere mutagene Wirkung als die Probe aus dem September 2006.

Die Ergebnisse des Ames-Tests wurden bereits im Vergleich zu den Proben der Kalbelescheu-
er (s. Kap. 3.2.6) bewertet. Sie zeigen, dass die Proben aus der AuBenluft deutlich starker
mutagen wirksam sind als die Waldluft aus dem Schwarzwald. Weitere Studien zur Wirkung
von Luftstduben im Ames-Test zeigen, dass die mutagene Wirkung von Luftstduben starken
saisonalen Schwankungen unterliegt mit Spitzen der mutagenen Wirkung von Stauben, die in
den kalten Jahreszeiten gesammelt worden waren (Erdinger et al. 2005).

Die Betrachtung der Effekte der Proben in Szenario 2 (/Immissionsprognose) zeigte, dass in der
AuBenluft, im Gegensatz zur Abluft die Qualitat der Partikel entscheidend ist und nicht die
Quantitat (Kap. 4.1.2). Daher wurden chemische Analysen der Proben aus der AuBenluft
durchgefiihrt. Dabei konnten saisonale Unterschiede bei der Beprobung auch in der Element-
zusammensetzung festgestellt werden (s. Kap 3.3.8). Tabelle 4.27 fasst die Elementkonzent-
rationen in den unterschiedlichen Probenahmemonaten zusammen.

Tab. 4.27 Elementzusammensetzung der AuBenluftproben vor Anlage A
in den unterschiedlichen Probemonaten, Einheit [pg/m?]

Anlage Al [pg/m?3] Anlage All [pg/m3]

| Sep.06 Okt.06 Feb.07 | Aug.08 Okt.06 Feb.07 |

Arsen 31,1 36,6 24,8 28,8 52,6
Cadmium 42,2 84,1 131,1
Selen 40,8 98,3
Barium 634,2
Zink 3296 4378 2478 563,8 6017 16006
Rubidium 441 113,2 105,8
Silber 38,8 47,1 I
Vanadium 34,6 140,3
Molybdén 145,9 39,4 145,7 99,7 69,9

Thallium i 1,2 | 2,2 3,2
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Einzelne Elemente, denen ein gentoxisches Potenzial zugesprochen wird (Cadmium, Silber
und Vanadium) traten vor Anlage Al im Februar 2007, vor Anlage All im Oktober 2006 und im
Februar 2007 auf.

Die Inhalation von Vanadiumpentoxid fiihrte zur DNA Fragmentierung von Leukozyten im Blut
von Arbeitern (Ehrlich et al. 2008). Die Fragmentierung der DNA und die Induktion von Mikro-
kernen durch Cadmium ist schon sehr lange bekannt und konnte auch in der Zelllinie V79
gezeigt werden (Seelbach et al. 1993; Jianhua et al. 2006). Auch Silber-Nanopartikel induzie-
ren die Bildung von Mikrokernen (AshaRani et al. 2009). Des Weiteren konnte eine Studie
belegen, dass inerte Titandioxidpartikel, die mit Vanadiumpentoxid beschichtet worden wa-
ren, ebenfalls Mikrokerne in V79 Zellen induzierten (Bhattacharya et al. 2008). Eine mutagene
Wirksamkeit von Cadmiumchlorid, Vanadiumpentoxid oder Silberiodid im Ames-Test konnte
nicht nachgewiesen werden (Lewis et al. 1996; Pesheva et al. 1997; Eliopoulos and Mourela-
tos 1998).

Daher sind wahrscheinlich die Elemente Cadmium, Silber und Vanadium fir die gentoxische
Wirksamkeit der AuBenluftproben im Comet - Assay und Mikrokerntest verantwortlich, jedoch
nicht fir die Effekte im Ames-Test. Die Effekte im Ames-Test werden beim Vergleich zu den
Proben aus der Immissionsmessung diskutiert (s. u.).

2007 betrug nach Daten des Luftmessnetzes von Mecklenburg-Vorpommern die Cadmium-
konzentration in Rostock 90 pg/m?3 (LUNG 2007). Weitere Studien zeigten Cadmiumkonzent-
rationen von 0,8 ng/m? und 3,3 ng/m?3 (Karar et al. 2006, Falta et al. 2008). Diese Werte
lagen deutlich Gber den in dieser Studie gemessenen Konzentrationen.

Eine Vanadiumkonzentration von 10 - 90 ng/m3 wird fiir typische stadtische Gebiete ange-
nommen (LUBW 1997). In der AuBenluft vor Anlage All konnten 0,09 ng/m?3 gemessen wer-
den.

Insgesamt sind die gemessenen Elementkonzentrationen in den AuBenluftproben deutlich
geringer als an vergleichbaren Standorten. Wahrscheinlich ist die Ursache dafiir in der aceto-
nischen Extraktion der Partikel zu suchen. Durch die Extraktion werden nur Elemente, die an
organische Materie gebunden waren vom Filter abgeldst und gelangen in das Extrakt. Nichts-
destotrotz konnen die gemessenen Elemente einen Hinweis auf Ursache fir die ermittelten
gentoxischen Effekte geben. Insbesondere, da die Proben mit einem Vanadium- und Silberge-
halt, sowie die Proben in denen Cadmium nachgewiesen wurde die hochsten Effekte in den
Bioassays aufwiesen.

Zur Analyse weiterer Verbindungen wurde eine chemische Fraktionierung von AuBenluftpro-
ben, die im Oktober 2006 gesammelt worden waren, mit anschlieBender gaschromatographi-
scher Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden im
Cytotoxizitatstest und im Mikrokerntest auf ihre Wirksamkeit hin Gberprft.
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Der Cytotoxizititstest ergab keine cytotoxische Wirkung (Uberlebensrate gegen die Kontrolle
von unter 50 %). Die Ergebnisse des Mikrokerntests sind in Tabelle 4.28 zusammengefasst.

Tab. 4.28 Bewertung der Ergebnisse aus dem
Mikrokerntest nach Exposition mit den Fraktio-
nen, Anlage A

grin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Al Anlage All

Unfraktioniert

Starke Sauren
Schwache Sauren
Neutrale Verbindungen

Basen

Die AuBenluftprobe vor Anlage Al zeigte unfraktioniert keinen Effekt im Mikrokerntest. Durch
die Fraktionierung konnte jedoch ein gentoxisches Potenzial in der Fraktion der starken S&u-
ren ermittelt werden. Ebenfalls gentoxisch wirksam im Mikrokerntest waren die unfraktionier-
te Probe und die Fraktion der starken Sauren aus der Probe der AuBenluft vor Anlage All. Da
durch die Zugabe der Proben keine Verfarbung des Mediums auftrat, das eine Verschiebung
des pH Wertes anzeigt, sind Effekte durch eine pH-Wert Verschiebung durch die starken Sau-
ren auszuschlieBen. Die Ergebnisse der gaschromatographischen Analyse mit gekoppeltem
Massenspektrometer der aktiven Fraktionen werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.

In der Fraktion der starken Sduren konnten 4-Hydroxy-4-methyl-2-pentan-2-on und drei Silo-
xane gefunden werden.

Um die Exposition an Siloxanen und deren Wirksamkeit zu untersuchen, wurden diese Ver-
bindungen in die ,Priority Testing List“ der ,Environmental Protection Agency (EPA)“ aufge-
nommen. Studien zu den dort aufgeflihrten Substanzen wurden von diversen Laboren durch-
geflhrt und in einem Report zusammengestellt (EPA 1992). Die drei in der Fraktion der star-
ken Sauren gefunden Siloxane (Hexamethylcyclotrisiloxan, Octamethylcyclotetrasiloxan und
Decamethylcyclopentasiloxan) konnten in der AuBenluft verschiedener Standorte nachgewie-
sen werden. Zur Bestimmung der mutagenen Wirksamkeit der Siloxane wurden Studien diver-
ser gentoxischer Tests herangezogen. Hexamethylcyclotrisiloxan und Decamethylcyclopenta-
siloxan erwiesen sich in allen Tests als negativ. Octamethylcyclotetrasiloxan dagegen zeigte
mutagene Effekte in einem Test zur Gentoxizitdt (chromosomal aberration test in mouse
lymphoma) nach metabolischer Aktivierung durch S9. Ohne metabolische Aktivierung konnte
keine Gentoxizitat dieser Verbindung festgestellt werden. Die Fraktion der starken Sauren aus
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der AuBenluft vor Anlage Al zeigte jedoch nur im Ansatz ohne metabolische Aktivierung ein
Potenzial Zellkernanomalien auszuldsen, so dass Octamethylcyclotetrasiloxan wahrscheinlich
nicht die wirksame Komponente darstellt.

Da 4-Hydroxy-4-methyl-2-pentan-2-on unter Einfluss basischer Reagenzien durch die Dimeri-
sierung zweier Acetonmolekiile entsteht, ist dieses Molekil wahrscheinlich durch die chemi-
sche Aufbereitung der Luftfilter entstanden. Eine gentoxische Wirkung dieser Verbindung ist
nicht bekannt.

Die Analyse der Verbindungen der Fraktion ,starke S&uren“ aus der Probe ,AuBenluft vor An-
lage All“ erbrachte folgende Verbindungen: 3,4-Dimethyl-2-penten und Octamethylcyclotetra-
siloxan.

3,4-Dimethyl-2-penten konnte weder einer bestimmten Verwendung zugewiesen werden,
noch als gentoxisch wirksam bewertet werden. Octamethylcyclotetrasiloxan wurde bereits in
der Fraktion der starken Sauren aus der AuBenluft vor Anlage Al gefunden und an dieser Stel-
le diskutiert.

Bewertung der AuBenluft vor Anlage B

Die AuBenluft vor Anlage B kann ebenfalls, wie die AuBenluft vor Anlage A, als
gentoxisch wirksam eingestuft werden. Wie auch vor Anlage A ist die Wirk-
samkeit wahrscheinlich durch das Vorkommen der Metalle Cadmium, Mangan,
Silber und Vanadium bedingt, da diese Metalle bekanntermaBen Mikrokerne
induzieren und eine Fragmentierung der DNA auslosen. Die Effekte im
Ames-Test konnten durch die Elementzusammensetzung nicht erklart werden.
Im Vergleich zu anderen Messstellen aus der Literatur fallen die Metallkon-
zentrationen in der AuBenluft gering aus. Um weitere Verbindungen, die fir die
Wirksamkeit verantwortlich sein kénnten zu identifizieren, wurde eine chemi-
sche Fraktionierung einzelner Proben durchgefiihrt. Die einzelnen Fraktionen
wiesen keine Wirksamkeit im Mikrokerntest auf. Daher wird von einer Wirk-
samkeit der beschriebenen Metalle ausgegangen.

Im Vergleich zu Anlage A wirkte die AuBenluft vor dem Warmetauscher vor Anlage B ahnlich
gentoxisch wie die AuBenluft vor Anlage All.
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Die abschlieBende Bewertung der AuBenluftproben vor Anlage B in Szenario 1 ist in Tabelle
4.29 zusammengefasst.

Tab. 4.29 AbschlieBende Bewertung
der AuBenluft in Szenario 1, Anlage B
grin = kein Effekt, gelb = Effekt,
rot = starker Effekt

Anlage Bl  Anlage BlI

Cytotoxizitat
Comet - Assay
Mikrokerntest

Ames - Test

Die unterschiedliche Wirkung der AuBenluftproben vor beiden Anlagenteilen kann ihren Ur-
sprung in der rdumlichen Distanz haben. Da die Proben nicht zeitgleich gesammelt wurden,
koénnen jedoch auch klimatische Bedingungen dazu beigetragen haben. Die Ergebnisse der
AuBenluft wurden daher wieder in ihre Einzelproben aufgetrennt und nochmals bewertet (Tab.
4.30).

Tab. 4.30 AbschlieBende Bewertung der AuBenluft in
Szenario 1 nach Auftrennung in Einzelproben, Anlage B
griin = kein Effekt, gelb = Effekt, rot = starker Effekt

Anlage Bl Anlage Bl

| Okt. 06  Nov.06 | Nov.06 Dez. 06 |

Cytotoxizitat
Comet - Assay

Mikrokerntest

Ames - Test

Insbesondere ist vor Anlage B, wie vor Anlage A, in Anlagenabschnitt Il deutlich zu erkennen,
dass die Proben von Dezember ein deutlich hoheres 6kotoxikologisches Potenzial aufweist,
als von November. Auch in Anlagenteil | zeigt die Probe aus dem Oktober eine geringere mu-
tagene Wirkung als die Probe aus dem November.
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Die Ergebnisse des Ames-Tests wurden, wie in Anlage A, bereits im Vergleich zu den Proben
der Kélbelescheuer (s. Kap. 3.2.6) bewertet. Sie zeigen, dass die Proben aus der AuBenluft
deutlich stérker mutagen wirksam sind als die Waldluft aus dem Schwarzwald. Weitere Stu-
dien zur Wirkung von Luftstauben im Ames-Test zeigen, dass die mutagene Wirkung von Luft-
stauben starken saisonalen Schwankungen unterliegt mit Spitzen der mutagenen Wirkung
von Stauben, die in den kalten Jahreszeiten gesammelt worden waren (Erdinger et al. 2005).

Die Betrachtung der Effekte der Proben in Szenario 2 zeigte, dass in der AuBenluft, im Gegen-
satz zur Abluft die Qualitét der Partikel entscheidend ist und nicht die Quantitat (Kap. 4.1.2).
Daher wurden chemische Analysen der Proben aus der AuBenluft durchgefiihrt. Dabei konn-
ten saisonale Unterschiede bei der Beprobung auch in der Elementzusammensetzung festge-
stellt werden (s. Kap 3.3.8). Tabelle 4.31 fasst die Elementkonzentrationen fiir Anlage B in
den unterschiedlichen Probenahmemonaten zusammen.

Tab. 4.31 Elementzusammensetzung der AuBenluft-
proben aus Anlage B in den unterschiedlichen Probemo-
naten, Einheit [pg/m?3]

Anlage Bl [pg/m3]  Anlage Bll [pg/m?]

Okt.06 Nov.06 Nov.06 Dez. 06

Arsen 24,5 38,8 31,8
Cadmium 107 86,6
Mangan 1450
Selen it 1226 |
Zink 22715 12267 10772
Rubidium 59,4
Silber 53,9
Vanadium 32,2 32,6
Molybdén 262,5  560,7
Thallium o 4

Einzelne Elemente, denen ein gentoxisches Potenzial zugesprochen wird (Cadmium, Mangan,
Silber, und Vanadium) treten in Anlage Bl im Oktober und November 2006, in Anlage BIl im
Dezember 2006 auf. Keine Elemente konnten in der Probe aus der AuBenluft vor Anlage BII,
die im November 2006 gesammelt worden war, nachgewiesen werden.
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Die gentoxische Wirkung von Cadmium, Vanadium und Silber wurde bereits in der Diskussion
der AuBenluftproben vor Anlage A beschrieben. Mangan konnte in der AuBenluft nur vor Anla-
ge BI, die im Oktober 2006 gesammelt worden war, nachgewiesen werden. Leukozyten aus
Ratten, die Mangan ausgesetzt waren zeigten keinen Effekt im Comet - Assay (Miller et al.
2006), jedoch konnte gezeigt werden, dass Mangan die Bildung von Mikrokernen in der in
dieser Studie verwendeten Zelllinie (V79) induziert (Snyder and Friedman 1998). Eine normale
Konzentration an Mangan in stadtischer Luft liegt bei 20- 100 ng/m3 (Umweltbundesamt
1999), so dass die gemessene Konzentration in der AuBenluft vor Anlage Bl (1,45 ng/m?)
weit unter der normalen stadtischen Luft liegt.

Auch fir die Proben vor Anlage B gilt, dass die gemessenen Konzentrationen der Elemente
deutlich unter den Werten anderer Studien lagen. Wie auch vor Anlage A ist daflr wahrschein-
lich die acetonische Extraktion der Luftextrakte verantwortlich.

Da die Probenahme vor Anlage B im Winter (23.10.2006 bis 15.12.2006) statt fand, konnte
auch die kalte Temperatur und deren Folgen fiir die starken Effekte in den gentoxischen Tests
verantwortlich sein. Diese Theorie wird beim Vergleich der Ergebnisse aus der AuBenluft mit
den Immissionsmessungen diskutiert (s. u.).

Zur weiteren Ursachenfindung wurden Proben aus der AuBenluft vor Anlage B nach Saure-
Base-Eigenschaften fraktioniert und anschlieBend auf ihre Wirksamkeit im Mikrokerntest un-
tersucht.

Tabelle 4.32 fasst die Bewertung der Ergebnisse des Mikrokerntests mit den Fraktionen der
Proben aus Anlage B zusammen.

Tab. 4.32 Bewertung der Ergebnisse aus
dem Mikrokerntest nach Exposition mit den
Fraktionen, Anlage B

griin = kein Effekt, gelb = Effekt

Anlage Bl Anlage BII

. AuBenluft | AuBenluft

Unfraktioniert

Starke Sauren
Schwache S&uren
Neutrale Verbindungen

Basen

Die Fraktionen der AuBenluftproben vor Anlage B zeigten keine gentoxische Wirkung im Mik-
rokerntest.
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Herkunft der analysierten Metalle und Vergleich der Ergebnisse aus der AuBenluft mit den Er-
gebnissen aus der Immissionsmessung

Die gemessenen Metalle in der AuBenluft denen eine gentoxische Wirkung
zugesprochen wird, stammen wahrscheinlich aus den Hausfeuerungsanlagen
der angrenzenden Stadte. Die Mullverbrennungsanlage in der Nédhe von Anlage
A konnte ebenfalls zu den gemessenen Metallkonzentrationen beitragen. Des
Weiteren werden durch den Verkehr und die naheliegende Autobahn mit gen-
toxisch wirksamen Verbindungen beladene Partikel (Metalle und PAHs) in die
AuBenluft eingetragen. Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen aus der Im-
missionsmessung wider.

In der Umgebungsluft gemessene Cadmiumkonzentrationen stammen nach einem Bericht der
WHO (2000) zu 9,3% aus natlurlichen Emittenten, zu 20,4 % aus der Nichteisen-
Metallindustrie, zu 17,9 % aus der Verbrennung von Ol, zu 17,5 % aus der Mullverbrennung, zu
15,3 % aus der Eisen und Stahlindustrie, zu 13,4 % aus der Kohleverbrennung, zu 4,4 % aus
der Zementerzeugung und zu 1,8 % aus anderen Quellen (WHO 2000 a). Vanadiumemissionen
entstehen bei der Metallherstellung und bei der Bearbeitung von Metall bei hohen Temperatu-
ren. Hauptemittent weltweit sind Kraftwerke, die zur Erzeugung von Strom Kohle und Ol ver-
wenden. In Deutschland wird Vanadium hauptséchlich bei der Verbrennung von Heizdl emit-
tiert (LUBW 1997). Mangan wird hauptsachlich in metallurgischen Prozessen verwendet, je-
doch auch als Ol- und Kraftstoffadditiv eingesetzt, so dass durch den Verkehr Mangan in die
Luft emittiert wird (WHO 2000 b). Silberemissionen haben ihren Ursprung in Schmelzprozes-
sen, Herstellung und Entsorgung von Geraten zur Photographie, der Verbrennung von Kohle
und Ol und dem Animpfen von Wolken zur Verhinderung von Hagelniederschldgen (Silberio-
did).

Alle beschriebenen Metalle werden auch bei der Verbrennung von Heizdl freigesetzt, so dass
das vermehrte Auftreten dieser Metalle in den kalten Monaten wahrscheinlich hauptséchlich
den Hausfeuerungsanlagen der Stadte zugewiesen werden kann. Dies erklart auBerdem die
starken gentoxischen Effekte in den kalten Monaten in der AuBenluft vor Anlage A. Des Wei-
teren steht in der Nahe eine Millverbrennungsanlage, die fir die Cadmiumemissionen ver-
antwortlich sein kdénnte. Das Heizkraftwerk in der Umgebung erzeugt Strom durch die
Verbrennung von Erdgas und tragt somit nicht zu den gemessenen Metallkonzentrationen bei.
Neben Metallen werden bei der Verbrennung in Hausfeuerungsanlagen polyzyklische aroma-
tische Kohlenwasserstoffe (PAHs) frei, deren gentoxische Wirkung in vielen Studien belegt
wurde (exemplarisch Borm et al. 2005; Botta et al. 2008; Jedrychowski et al. 2007; Perera et
al. 2008). PAHs entstehen auBerdem bei der Verbrennung von Kraftstoffen, so dass zu der
Belastung der AuBenluft durch die Hausfeuerungsanlagen auch die Autobahn in der Nahe und
die StraBe, die direkt an der AuBenluftansaugung vorbeifihrt, beitragen.
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Auch fur die Immissionsmessungen konnte gezeigt werden, dass die Effekte mit der AuBen-
temperatur korrelierbar sind (s. Kap. 4.5.4). Statistisch signifikante Unterschiede in der Wirk-
samkeit bei unterschiedlichen AuBentemperaturen konnte an der Probenahmestelle ,Nach
der Stadt® fir den Mikrokerntest gezeigt werden. Bei hohen Temperaturen zur Zeit der Probe-
nahme konnten keine Effekte im Mikrokerntest gezeigt werden, bei niedrigeren Temperaturen
konnten gentoxische Effekte im Mikrokerntest ermittelt werden. Im Ames - Test konnte fir
die Proben vor und nach der Anlage ebenfalls eine statistisch signifikante Abhéngigkeit der
Lufttemperatur und der Wirksamkeit festgestellt werden. Proben, die bei hohen Temperaturen
gesammelt wurden, zeigten weniger Effekt im Ames-Test als Proben, die bei niedrigeren Tem-
peraturen gesammelt worden waren. Die Emission von Luftschadstoffen durch Hausfeue-
rungsanlagen fiihrte daher zu Effekten bei niedrigen AuBentemperaturen. Im Gegensatz dazu
konnte fir die Proben von ,Nach der Stadt“ gezeigt werden, dass Proben, die bei niedrigen
AuBentemperaturen gesammelt wurden, statistisch signifikant weniger mutagene Wirkung
aufwiesen, als Proben, die bei hdheren Temperaturen gesammelt worden waren. Die zeigt,
dass die mutagene Wirkung Proben von ,Nach der Stadt“ durch andere Faktoren als die Pro-
ben von vor und nach der Anlage beeinflusst werden. Da es das Ziel dieser Studie war, den
Einfluss der Anlage auf die Luftqualitat der Stadt zu untersuchen und zu erklaren, warum die
AuBenluft vor der Anlage gentoxisch wirksam ist, wurden keine chemische Analysen der Pro-
ben von ,Nach der Stadt“ durchgefiihrt, die diesen Befund erklaren kénnten.

Die Probenahme vor Anlage B fand ebenfalls in den kalten Monaten (Ende Oktober bis Mitte
Dezember) statt. Da auch die Anlage B direkt an einer StraBe liegt, wird auch hier ein kombi-
nierter Einfluss der Emissionen aus Hausfeuerungsanlagen und Verkehr angenommen, der zu
gentoxisch wirksamen Extrakten aus AuBenluftpartikeln fuhrt.

Immunologische Wirkung der AuBenluftproben vor Anlage A und B

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe und andere koplanare Verbindungen, die in
den Lungenzellen an den Arylhydrocarbon - Rezeptor binden, spielen eine groBe Rolle bei der
erhohten Interleukin-8 und verminderten Interleukin-6 Ausschittungen. Durch die oben ge-
nannten Griinde ist es sehr wahrscheinlich, dass Verkehremissionen und die Emissionen aus
Hausfeuerungsanlagen fiir die immunmodulatorische Wirkung verantwortlich sind und die
Partikel, die mit den wirksamen Verbindungen beladen sind und immunmodulatorisch wirk-
sam werden.

4.5.6 Einfluss der Abluftemission der Anlage auf die Luftqualitat der Stadt

Durch die oben beschriebenen Erkenntnisse konnte gezeigt werden, dass die Abluft der Anla-
ge bezlglich der untersuchten Endpunkte keinen Einfluss auf die Luftqualitat der Stadt hat.
Die Luftqualitat wird durch den Verkehr und durch die Hausfeuerungsanlagen in kalten Mona-
ten beeinflusst (s. Kap. 4.5.5).
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Nach Angaben der Firma DEKRA Umwelt GmbH schlagt sich die Abluft aus der Anlage bei
durchschnittlichen Wetterbedingungen an der Probenahmestelle ,Nach der Anlage® nieder.
Da an der Messstelle ,Nach der Anlage® keine deutliche Verschlechterung der Luft im Ver-
gleich zu ,Vor der Anlage® festgestellt werden konnte, hat die Abluft aus der Anlage keinen
negativen Einfluss auf die Luftqualitat der Stadt beziiglich der gemessenen Endpunkte.

4.5 Diskussion der verwendeten Methoden und Bewertungskriterien
auf die Fragestellung

4.5.1 Durchfiihrung einer acetonischen Extraktion

Zur Ermittlung der Wirkung der organischen Fraktion der Partikel wurde eine acetonische Ex-
traktion durchgeflhrt. Aceton wird aufgrund seiner hohen Ausbeute an organischem Material
empfohlen (Fried 2001). Neben dem Vorteil der Abbildung eines ,worst-case“ Szenarios bie-
tet die Extraktion den Vorteil, dass Effekte durch mechanische Reizungen der Zellen durch
den Kontakt mit den Partikeln ausgeschlossen werden. Des Weiteren wird die Lunge von
Mensch und Saugetieren von einer lipidreichen Schicht tberzogen, dem Surfactant. Beim
Kontakt von Partikeln mit dem Surfactant kdnnen sich organische Substanzen von den Parti-
keln @hnlich einer Extraktion mit einem organischen Losungsmittel |16sen und mit den Lun-
genzellen direkt in Kontakt treten.

Ein Nachteil der acetonischen Extraktion besteht zum einen im Verlust leicht flichtiger Ver-
bindungen und der eventuellen Entstehung neuer Verbindungen durch die Extraktion. So
konnte in der gaschromatographischen Analyse mit gekoppeltem Massenspektrometer die
Verbindung Methylisobutylketon in mehreren Proben nachgewiesen werden. Diese Verbin-
dung entsteht aus der Reaktion von Aceton mit Wasser in Gegenwart eines Katalysators und
kdonnte daher ein Rickstand aus der Extraktion sein. Eine Wirksamkeit konnte dieser Verbin-
dung in den verwendeten Assays nicht nachgewiesen werden, jedoch ist nicht auszuschlie-
Ben, dass durch die Extraktion weitere Verbindungen entstehen, die urspriinglich nicht in der
Luft nachweisbar waren.

Versuche, die mit acetonischen Extrakten durchgefiihrt wurden, haben daher eindeutige Vor-
und Nachteile. Die Extraktion darf bei der Bewertung der Ergebnisse jedoch nie unbericksich-
tigt bleiben.

4.5.2 Variabilitat der Zelllinie V79 in den verwendeten Tests auf Gentoxizitat im
Vergleich zur Zelllinie RTL

Die in dieser Studie verwendete Zelllinie V79 (Chinese Hamster Lung) wurde statt in vorberei-
tenden Versuchen verwendeten Zellline RTL-W1 (Rainbow Trout Liver) eingesetzt, um die Wir-
kung von Luftstduben auf Sdugerlungenzellen statt Fischleberzellen zu untersuchen. V79 -
Zellen sind Lungenfibroblasten, die sich durch ihre leichte Kultivierbarkeit auszeichnen und
einen stabilen Karyotyp besitzen (Themis et al. 2003). Da sie jedoch im Gegensatz zu den
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Fischleberzellen kein Enzymsystem zur Metabolisierung von Fremdstoffen exprimieren, ist
man fur Untersuchungen von eventuell entstehenden Metaboliten auf die Zugabe eines exter-
nen Enzymsystems angewiesen. Die Zugabe der Enzyme erfolgte nach ISO Norm 21427 -1
(ISO 2004) durch Zugabe des sogenannten S9 - Mixes. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnis-
se mit und ohne metabolische Aktivierung zu verbessern, wurden die Zellen jedoch bei beiden
Ansatzen flr 24 Stunden exponiert. Die Exposition der Zellen durch den S9 - Mix hatte im
Comet - Assay keinen Einfluss auf die Variabilitat der Negativkontrollen (Abb. 4.10).
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Die Zelllinie RTL zeigte einen deutlich hoheren Grundeffekt der Negativkontrollen im Co-
met - Assay als die Zelllinie V79. Die Durchfihrung des Comet - Assays wirkte sich daher
starker auf die RTL Zellen aus als auf die V79 Zellen mit und ohne metabolische Aktivierung.

Ein anderes Bild zeigt sich jedoch bei der Betrachtung der Negativkontrollen aus dem Mikro-
kerntest (Abb. 5.12).
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Mikrokerne Anomalien

Die Zelllinie RTL und die Zellline V79 im Ansatz ohne metabolische Aktivierung zeigen eine
sehr geringe Variabilitat bei der Induktion von Mikrokernen in den Negativkontrollen. Die In-
duktion von Mikrokernen steigt jedoch durch die Zugabe des S9 - Mixes zur metabolischen
Aktivierung an. Dies konnte mit der verlangerten Expositionszeit durch den S9 - Mix zusam-
menhangen, da dieser auch als gentoxisch beschrieben wird (Miller-Tegethoff et al. 1997).
Eine sehr hohe Variabilitat weist die Betrachtung des Endpunkts ,Zellkernanomalien® auf.
Sowohl im Ansatz ohne S9 - Mix als auch mit S9 - Mix zeigt die Zelllinie V79 groBe Schwan-
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kungen der Anomalien in der Negativkontrolle. Dies konnte bei der Zelllinie RTL nicht beo-
bachtet werden. Aufgrund der geringen Variabilitat der Zellline RTL und der Moglichkeit auf
ein externes Enzymsystem zur Aktivierung zu verzichten, stellt die Zelllinie RTL eindeutig das
stabilere Testsystem dar.

4.5.3 Verwendung der Zelllinien RTL und V79 zur Untersuchung der gentoxi-
schen Wirkung von Luftstauben

Ein Vergleich der Ergebnisse aus vorbereitenden Versuchen und der vorliegenden Studie,
zeigt deutlich, dass die Zelllinie RTL sensitiver auf die Exposition mit Luftstaubextrakten rea-
giert als die Zelllinie V79. In Abb. 4.12 sind die Ergebnisse des Comet - Assays aus beiden
Arbeiten aufgetragen.
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Es ist deutlich zu erkennen, dass die Zelllinie RTL, insbesondere in der Abluft, deutlich hohere
Effekte aufweist als die Zelllinie V79. Abb. 4.13 zeigt einen Vergleich der Daten des Mikro-
kerntests, ebenfalls mit den oben erwdhnten Vorarbeiten.
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Abb. 5.14 Vergleich der AuBen- und Abluftproben im Test mit den Zelllinien V79 und
RTL, Mikrokerntest

a) Endpunkt Mikrokerne, b) Endpunkt Anomalien; RTL insbesondere bei den Abluftproben deut-
lich sensitiver
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Auch hier kann in beiden Endpunkten eine deutlich hdhere Sensitivitat der Zelllinie RTL er-
kannt werden.

Es ist bekannt, dass Fischzellen nur ein sehr gering wirksames DNA Reparatursystem besit-
zen und daher wahrscheinlich sensitiver auf die Belastung mit gentoxische Verbindungen rea-
gieren (Castano et al. 2003). Dies wiurde dafiir sprechen, dass die Effekte, die in den RTL Zel-
len ausgeldst wurden, durch DNA Reparatursysteme wieder aufgehoben werden kénnen. Wei-
tere Studien sollten daher mit einer menschlichen Lungenzelllinie durchgefihrt werden, bei-
spielsweise den Beas2B, einer humanen Lungenbronchialepithelzelllinie.

4.5.4 Betrachtung der gewdhlten Bezugsszenarien zur Bewertung der Prozess-
proben und Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Lebewesen

Bezugsszenarien der Prozessproben

Fir die Beurteilung der Wirksamkeit der Proben wurden zwei Bezugsszenarien verwendet.
Szenario 1 betrachtete die Exposition direkt in der Anlage, wahrend Szenario 2 eine rechneri-
sche Verdinnung der Partikel auf die AuBenkonzentration beinhaltete und damit eine Immis-
sionsprognose gab.

Zur Bewertung der Toxizitat der Probe wurde in Szenario 1 nach OECD (2006) angenommen,
dass ein Arbeiter bei leichter Arbeit 10 m3 Luft an einem Arbeitstag veratmet. Die Effekte aus
den Bioassays wurden daraufhin bewertet. Da jedoch die Stdube extrahiert, in einem Lo-
sungsmittel riickgeldst und in einem definierten Volumen an Medium in die Bioassays einge-
setzt wurden, wurde ein ,,worst case® Szenario betrachtet. Szenario 2 lag die Richtlinie der EU
(1999) zugrunde, nach der eine Feinstaubkonzentration von 50 ug/m?3 nur 35 mal im Jahr
uberschritten werden darf. Flr den schlechtesten Fall wurden daher 50 pg/m?3 als Konzentra-
tion der verwendeten Probe angenommen und wiederum ein ,worst case“ Szenario betrach-
tet. Daher sind alle Ergebnisse nur als Hinweis auf ein mogliches gentoxisches Potenzial zu
verstehen, nicht als definitiven Ausldser von Lungenkrebs beim Einatmen einer der Proben.

Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Lebewesen

Untersuchungen, die an Zelllinien durchgefiihrt werden, haben einige Vorteile gegeniber Tier-
versuchen. Zunachst erlauben sie die Identifizierung toxischer Mechanismen auf molekularer
Zellebene in einer kontrollierten Umgebung und erlaubt die Untersuchung einer groBen An-
zahl von Proben (Castano et al. 2003). Die physiologische Umgebung des menschlichen Kor-
pers wird bei der Verwendung von Zellkulturen jedoch vernachlassigt. Dies untermauert die
Aussage, dass die Ergebnisse nur als Hinweis auf ein Potenzial zu sehen sind, nicht als direk-
ter Ausldser von Lungenerkrankungen.
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4.5.5 Okotoxikologische Bewertung der Anlagen

Aufgabe der vorliegenden Studie war die 6kotoxikologische Bewertung der Feinstdube aus
den beprobten Anlagen, also die Bewertung des Einflusses auf die Umwelt. Als Bewertungs-
grundlage wurde in dieser Studie das Atemvolumen des Menschen angenommen, da durch
Arbeitsplatzmessungen fir den Menschen Grenz- und Richtwerte vorliegen. Fiir eine Ratte
wird ein Atemvolumen von 6 1/h/kg angenommen (TRGS 2008), fir ein Kaninchen 15,6
I/kg/h und fir einen Hund 18 I/kg/h. In der vorliegenden Studie wurde fir eine Expositions-
zeit von 8 Arbeitsstunden ein Atemvolumen von 10 m3 eines 70 kg schweren Menschen an-
genommen, daher werden 17,8 |/h/kg veratmet. Die Effektgrenzen, die am Beispiel des
Menschen bestimmt wurden, kénnen daher fiir alle Sdugetiere angewandt werden und dienen
fur die Umwelt als Betrachtung eines ,worst-case“ Szenarios, da kleinere Sdugetiere weit
weniger Luft veratmen. Die Ubertragung der Ergebnisse auf Vogel und Amphibien ist deutlich
schwieriger. Die Atmung der Vogel unterscheidet sich grundséatzlich von dem der Saugetiere,
da durch einen sténdigen Luftstrom in der Lunge kein definiertes Atemvolumen bestimmt
werden kann. Die Atmung der Amphibien erfolgt sowohl (iber die Lunge als auch Uber die
Haut. Da der Effekt der Luftpartikel auf die Haut der Amphibien nicht untersucht wurde, fallt
eine Ubertragung sehr schwer. Die 6kotoxikologische Bewertung der Auswirkungen der Fein-
stdube aus den Anlagen betrachtete in der vorliegenden Studie daher die Auswirkungen auf
Saugerlungen unter Festlegung der Effektgrenzen am Modell Mensch.

4.6 Handlungsempfehlungen
4.6.1 Kurzfristige MaBnahmen

Da die Versuche mit den Proben aus der Abluft ein deutlich gentoxisches Potenzial aufwiesen,
sollten die Abluftkamine nur noch in dringenden Fallen und mit geeignetem Schutz betreten
werden. Feinstaubmasken der Stufe FFP3 sollten einen ausreichenden Schutz bieten. Lange-
re Wartungsarbeiten sollten nur bei Stillstand der Anlage durchgefihrt werden.

4.6.2 Langerfristige MaBnahmen

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen zeigen deutlich, dass die toxischen Wir-
kungen der Abluftproben durch die Menge der Partikel in der Abluft zustande kommen. Daher
sollte langerfristig verfahrenstechnisch eine Alternative zu den bisherigen Abluftreinigungs-
maBnahmen gesucht werden. Die Filterung der Luft in der AuBenluftaufbereitung zeigte deut-
lich, dass das Okotoxikologische Potenzial der AuBenluft in der gefilterten Luft nicht mehr
nachgewiesen werden konnte. Eine Filterung der Abluft konnte das Potenzial verringern. Fir
die gemessenen Endpunkte konnte deutlich gezeigt werden, dass die Verwendung der Mate-
rialien aus Anlage BIl in einer Abluft in einem geringeren dkotoxikologischen Potenzial resul-
tiert. Fir die gemessenen Endpunkte wéare daher eine Umstellung empfehlenswert.
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5 Ausblick

In der vorliegenden Studie wurden Anlagen beprobt, die nach Abschluss der Studie nicht
mehr dem neuesten Stand der Technik entsprechen. Die Beprobung einer bereits umgebau-
ten Anlage zum Vergleich kdnnte weitere Erkenntnisse liefern.

Des Weiteren konnten alle Einsatzmaterialien der Anlagen in allen verwendeten Bioassays
eingesetzt werden, um weiteren Aufschluss iber deren Wirkweise zu erhalten.

Zur Untersuchung des Einflusses der Hausfeuerungsanlagen, des Verkehrs und der Mill-
verbrennungsanlage konnten weitere Untersuchungen an ausgewahlten Standorten nitzliche
Hinweise liefern.
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