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Kapitel 1
Einleitung und Problemstellung

Dreidimensionale Zellkulturen haben im Rahmen des sogenannten , Tissue-Engineering”
groBe Bedeutung in der naturwissenschaftlichen Forschung erreicht. Weit verbreitet sind
z. B. rekonstruierte Gewebe der Haut, der Augencornea und des Lungengewebes als
Modelle zur Evaluierung zytotoxischen und irritativen Potentials von Noxen oder zur
Identifizierung von Arzneistoffformulierungen im Rahmen von Permeationsuntersuchun-
gen fiir die weitere praklinische und klinische Forschung. Die genannten Modelle stellen
zwar Simplifizierungen des im Organismus exprimierten Gewebes dar, da sie beispielswei-
se eine weniger komplexe Matrix oder nur eine Auswahl der vorhandenen funktionellen
Zellarten enthalten, dennoch gehen sie in ihrer Komplexitat liber in der Regel leichter
kultivierbare und einfacher zugangliche Monolayerkulturen hinaus. Daraus ergibt sich,
dass bestimmte Fragestellungen, die z. B. aufgrund eines nicht vorhandenen Crosstalks
zwischen Zellarten bzw. einer unterbliebenen Differenzierung am Monolayer nicht oder
nicht realitatsnah abgebildet werden kénnen, eher einer Beantwortung unter Zuhilfenah-
me von dreidimensionalen Zellkulturen zuganglich sein konnen. Insoweit leisten dreidi-
mensionale Zellkulturen einen Beitrag zur Reduktion von Tierversuchen und klinischen
Studien, indem Hinweise auf die Zytotoxizitat von Substanzen oder die fehlende Eignung
von galenischen Formulierungen bereits beim Screening an Zellkulturen gewonnen wer-
den. Aufgrund des offentlichen Interesses an diesen Fragestellungen existieren auf diesem

Themenfeld auch staatlich initiierte Forschungsprojekte [1].

Am Institut fir Pharmazeutische Technologie wurde in aktuellen und friiheren Arbeiten
neben Modellen der Augencornea [2, 3, 4, 5, 6] und des Nasalepithels [7] auch ein Modell
rekonstruierter Humanhaut entwickelt und charakterisiert, das dermale und epidermale
Strukturen enthélt [8, 9, 10, 11, 12, 13]. Dieses dreidimensionale Hautkonstrukt wurde
im wesentlichen als Werkzeug zu Permeationsuntersuchungen vorgeschlagen. Im Rahmen

dieser Arbeit sollte davon ausgehend die Frage beleuchtet werden, inwiefern auch ein
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Einsatz der Hautkonstrukte zum Screening von Wirkstoffen und deren Formulierungen
in Bezug auf deren wundheilungsfordernde Eigenschaften in Betracht kommt. Weiterhin
war von Interesse, ob die Durchfiihrung entsprechender Priifungen das komplexe System
Hautkonstrukt erfordert oder ob auch der Einsatz einfacher und ressourcensparend zu

kultivierender Systeme wie z. B. der von Monolayern denkbar sein konnte.



Kapitel 2

Allgemeiner Teil

2.1 Humane Haut

2.1.1 Anatomie der Haut

Mit einer durchschnittlichen, je nach Korperform und KorpergroBe schwankenden Ober-
flache von 1,5-2,0 m? handelt es sich bei der menschlichen Haut um das groBte Organ
des Organismus, das einerseits zahlreiche und zum Teil lebenswichtige Funktionen des
Korpers tibernimmt, andererseits aber auch als Applikationsstelle fiir Arzneimittel und
Kosmetika von Interesse ist [14]. Funktionell ibernimmt die Haut die Aufnahme und
Weitergabe von Sinneseindriicken nach Beriihrungs-, Druck-, Schmerz- oder Tempera-
turreizen, schiitzt tiefer gelegene Strukturen gegen duBere Einwirkungen, reguliert den
Temperaturhaushalt und bernimmt die Barrierefunktion gegeniiber dem Eindringen von
pathogenen Mikroorganismen, chemischen Noxen oder ultravioletter Strahlung. Zusatz-
lich reguliert die Haut die Wasserabgabe an die Umgebung [15].

Eine histologische Unterteilung der Haut kann in drei Hauptzellschichten vorgenommen
werden (vgl. Bild 2.1): Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und Subcutis (Unter-
haut). Der lateinische Begriff fiir Haut, Cutis, bezeichnet zusammenfassend Epidermis
und Dermis. Auch die Hautanhangsgebilde werden zum Organ Haut gerechnet, d. h.
Haare, Négel und Driisen [16].

2.1.1.1 Epidermis

Die Epidermis stellt die duBerste Schicht der menschlichen Haut dar und leistet den
weitaus groBten Beitrag zur Barrierefunktion der Haut. Diese Barrierefunktion bezieht

sich nicht nur auf die Reduzierung des Wasserverlustes aus der Haut heraus und auf die

3
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Abb. 2.1: Der schematische Aufbau der Haut mit den drei Hauptzellverbdnden Epidermis, Dermis und
Subcutis; entnommen aus [17]

Abwehr duBerer Einflisse, sondern muss auch tUberwunden werden, um z. B. eine trans-
dermale Arzneistofftherapie zu ermoglichen. Die vorherrschend anzutreffenden Zellen der
Epidermis sind die Keratinocyten, die im Laufe von etwa 30 Tagen ausdifferenzieren und
schlieBlich abgeschilfert werden, nachdem sie zu toten Korneocyten gereift sind [16].
Neben den Keratinocyten, die ca. 80 % der Zellpopulation ausmachen [18], sind Mela-
nocyten, Langerhans-Zellen sowie Merkel-Zellen in der Epidermis anzutreffen, die fir die

Hautpigmentierung, fiir die Immunabwehr bzw. fiir die Reizweiterleitung notwendig sind
[19].

Basalschicht

Die Epidermis unterliegt einer stindigen Erneuerung, die durch die Abschilferung von
Korneocyten aus der obersten epidermalen Zellschicht, dem Stratum corneum, sowie
nach oberflachlichen Verletzungen notwendig wird. Der Ersatz abgeschilferter Zellen wird
durch teilungsaktive Zellen der Basalzellschicht, des Stratum basale, gewahrleistet. Die
mitotische Aktivitat der basalen epidermalen Zellen unterliegt einer physiologischen Kon-
trolle, da zu geringe Proliferationsraten zu einer Atrophisierung der Epidermis fiihren,
wahrend eine enthemmte Proliferation kennzeichnend fiir Psoriasis und Neoplasien ist
[20]. Um die Proliferation zu kontrollieren, wird bei Erreichen einer bestimmten Zelldich-
te in der Basalzellschicht die zellteilungsaktivierende MAP-Kinase-Kaskade gehemmit,
und zwar angeregt durch die Zunahme an E-Cadherin, das als transmembranares Adha-

renzprotein den Zusammenhalt der Basalzellen vermittelt [21].

Da die Basalzellen auf ihrer Unterlage, der Basalmembran, durch Integrine verankert
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Abb. 2.2: Aufstieg von Keratinocyten aus der Basalzellschicht: Symmetrische (a) und asymmetrische
Teilung (b), entnommen aus [20]

sind [22], sind zwei Mechanismen méglich und in der Literatur beschrieben um den Ke-
ratinocyten den Aufstieg in hoher gelegene Zellschichten in der holokrinen Epidermis
zu ermoglichen (vgl. Bild 2.2): Einerseits kdnnen aus einer Mitose zwei direkt mit der
Basalmembran verkniipfte Zellen hervorgehen, von denen eine die Basalmembran ver-
lassen wird und der folgenden Differenzierung unterliegt, wiahrend die andere Zelle im
Stratum basale verbleibt (symmetrische Teilung). Man geht angesichts von Versuchen
an Maushaut davon aus, dass diejenige Zelle, die tber einen geringeren Gehalt an In-
tegrinen verfigt, sich von der Basalmembran ablést [23]. Im anderen Fall erfolgt eine
asymmetrische Teilung, d. h. von vornherein kann nur eine der beiden entstehenden Zel-
len eine Verknlpfung mit der Basalmembran aufweisen, da die Teilungsachse parallel zur
Basalmembran verlauft. Das Vorliegen beider Mechanismen nebeneinander wird in der
Literatur als moglich angesehen [20]. Aufgrund der hohen mitotischen Aktivitat kann z.
B. ein UV-induzierter DNA-Schaden in Zellen der Basalzellschicht Neoplasien wie das
Basalzellkarzinom hervorrufen. Hierfiir wird vor allem die UV-B-Strahlung verantwortlich
gemacht, die die Bildung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren durch [2+2]-Cycloaddition
an der DNA hervorruft [24, 25, 26]. Die Basalzellschicht liegt den Papillen der Dermis

wellenférmig auf und ist tiber die Basalmembran mit der Dermis verkniipft [19].

Ausgehend von der Basalzellschicht sind histologisch weitere Epidermisschichten gegen-
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SC
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Abb. 2.3: Humane Epidermis im schematischen Querschnitt: Stratum basale (SB), Stratum spinosum
(SS), Stratum granulosum (SG), Stratum corneum (SC); nicht dargestellt das nur in der Leistenhaut
auftretende Stratum lucidum. Entnommen aus [27].

einander differenzierbar, bis die Hornschicht erreicht wird (vgl. Bild 2.3): Stachelzell-

schicht, Kérnerzellschicht und Glanzschicht.

Stachelzellschicht

Eine starke Vernetzung der Keratinocyten iiber Desmosomen fiihrt zu einer stachelzellar-
tigen Morphologie, die der Stachelzellschicht ihren Namen gibt. In dieser Zellschicht, die
nur noch eine geringe mitotische Aktivitdt aufweisen kann, wird die Bildung der Odland
bodies initiiert, die zu einem spateren Differenzierungsstadium hin diejenigen Lipide in

der Epidermis freisetzen, die fiir deren Barrierefunktion bedeutend sind [27].
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Kornerzellschicht

Die Kornerzellschicht tragt ihren Namen aufgrund der hier feststellbaren Keratohya-
linkérner, welche mit Profilaggrin einen Vorlaufer von Filaggrin enthalten und damit
zum Keratinfaseraufbau beitragen konnen [19]. In jiingerer Zeit wird in der Literatur
diskutiert, ob das Vorliegen von tight junctions in dieser Zellschicht einen signifikan-
ten Beitrag zur Permeabilitatsbarriere Haut liefern kann, nachdem Markerproteine fiir
tight junctions, wie Occludin und Claudin-1 in der Kornerzellschicht liber Immunofluo-
reszenz nachgewiesen werden konnten [28]. Die Mehrzahl der Autoren weist den in der
Hornschicht vorkommenden und aus den Odland bodies hervorgehenden interzelluldren
Lipiden den weitaus liberwiegenden Anteil am Zustandekommen der Barrierefunktion zu,
anstatt Strukturen der lebenden Epidermis einen hohen Stellenwert zuzuschreiben, da

entsprechende Strukturen nicht oder nur fragmentarisch angetroffen wurden [29, 30].

Glanzschicht

Nur an der Leistenhaut (Handinnenflachen und FuBsohle) kann die Glanzschicht aufge-
funden werden, die im histologischen Schnittbild durch ein transluzentes Bild auffallt.
Diese optische Eigenschaft wird durch den hohen Gehalt von Eleidin im Cytoplasma her-
vorgerufen, welches moglicherweise eine Vorstufe des Keratins darstellt und das wahr-
scheinlich aus dem Abbau der Keratohyalinkorper entsteht [16, 19].

Hornschicht

AnschlieBend an die Glanzzellschicht in der Leistenhaut bzw. die Kornerzellschicht in der
Felderhaut lasst sich mit der Hornschicht die duBerste epidermale Zellschicht feststel-
len, in der sich die Keratinozyten in verhornte, tote Korneocyten umgewandelt haben,
die nach dem klassischen Backstein-Mortel-Modell von interzellularen Lipiden umgeben
sind [31]. Ceramide, freie Fettsauren und Cholesterol bauen die Lipidschicht auf, die als
Permeationsbarriere fiir eindringende Noxen oder Arzneistoffe fungiert [32]. Unter dem
Eindruck, dass das etablierte Backstein-Mortel-Modell die enorme mechanische Festig-
keit der Hornschicht nicht zufriedenstellend erklaren kann, wird ein korrigiertes Modell
postuliert [33], das eine Verhakung der Korneocyten, eine Verknipfung der Korneocyten
durch Corneodesmosomen, das Vorkommen funktionstiichtiger tight junctions zwischen
lebenden und toten Epidermisschichten sowie eine modifizierte Struktur der Lipidlayer
des Stratum corneum enthalt. Nach Modellberechnungen soll hiernach zwischen den Li-
pidlayern nur eine Wasserschicht von 0,16 nm Dicke feststellbar sein. Hieraus ergibt sich,

dass fiir den Arzneistofftransport durch die Hornschicht hindurch vor allem der inter-
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Abb. 2.4: Modellvorstellungen zur Struktur des Stratum corneum: Backstein-Mértel-Modell (links),
modifiziertes Modell (rechts) mit den vorstellbaren Permeationsrouten interzellulér (1), transzelluldr (2)
und corneodesmosomal (3); entnommen aus [33].

zellulare Weg sowie der corneodesmosomale Weg als wahrscheinlich erachtet werden,
wohingegen dem transzelluldren Weg entgegen der friiheren Auffassung in der Literatur

keine Bedeutung zugemessen wird (vgl. Abbildung 2.4).

2.1.1.2 Dermis

Unterhalb der Basalmembran befindet sich die auch als Lederhaut oder Corium bezeich-
nete Dermis. Neben den hier hauptsachlich anzutreffenden Fibroblasten kénnen auch
Mastzellen und Makrophagen vorgefunden werden. Das Gewebe erlangt seine Elastizitat
durch das Vorhandensein von Strukturproteinen wie dem Kollagen |, in welches die Zel-
len der Dermis eingebettet sind. Kollagen wird hierbei als Prokollagen von Fibroblasten
sezerniert und assoziiert zum Heterotrimer Kollagen | aus zwei a-1 Ketten und einer
a-2 Kette [34]. Neben diesen bindegewebsmaBigen Bestandteilen enthélt die Dermis
auch GefaBe und neurale Gewebe, die die Lederhaut durchziehen. Eine Unterscheidung
der Dermis in Zapfen- und Netzschicht ist moglich; die Zapfenschicht (Stratum pa-
pillare) tbernimmt die Verbindung mit der aufliegenden Epidermis. Hierbei vergroBert
die wellenférmige Auflageart die Diffusionsflache fiir den Nahrstofftransport aus der ge-
faBdurchzogenen Dermis in die gefaBfreie Epidermis. Die tieferen Bereiche der Dermis
kénnen der Netzschicht (Stratum reticulare) zugeordnet werden, die ein dichtes Netzwerk
aus Strukturproteinen enthélt und eine geringere Zellbesiedelung aufweist [16, 19, 18].
Bekannt ist, dass sich die Fibroblastenpopulationen der beiden Dermisschichten vonein-
ander unterscheiden: Nach Trennung der beiden Schichten und separater Kultivierung
der Fibroblastenpopulationen wiesen die papillaren Fibroblasten eine hohere Populati-

onsrate auf, wohingegen retikulare Fibroblasten Kollagenmatrices stéarker kontrahieren



KAPITEL 2. ALLGEMEINER TEIL 9

konnten [35].

Im Rahmen der natiirlichen (intrinsischen) Hautalterung nimmt die Dicke der Dermis
um ca. 20% ab, was unter anderem auf den verstarkten Abbau von Kollagen!| und
dessen verringerte Neusynthese in Fibroblasten zuriickzufiihren ist. Hierbei nimmt die
Kollagenkonzentration pro Lebensjahr um ca. 1% ab, wahrend sich der Quotient von
Kollagen Ill- zu Kollagen I-Anteil zu Ungunsten des Kollagen | verschiebt. UV-A-Strahlung
gilt als extrinsischer Aktivator der Hautalterung [36].

2.1.1.3 Subcutis

Die Subcutis (auch: Hypodermis) kann morphologisch nicht scharf von der Dermis abge-
grenzt werden; sie vermittelt als Bindegewebe die Verankerung der Haut zu den darunter
liegenden Knochen oder Muskeln und wird haufig nicht der Haut, sondern den ober-
flachlichen Faszien zugerechnet, also den bindegewebigen Umhiillungen der Muskeln.
Als Speicher und Thermoregulator fungiert das subcutane Fettgewebe [18, 19, 37].

2.2 Wundheilung der humanen Haut

2.2.1 Wundklassifikation

Nach Entstehung, Tiefe und Ausdehnung der Wunde kann unterschieden werden zwi-
schen mechanischen bzw. traumatischen Wunden, thermischen bzw. chemischen Wunden

sowie Geschwirwunden.

Mechanische Wunden entstehen nach Gewalt- oder Krafteinwirkung und koénnen ge-
schlossener Natur sein, das heiBt sie zeichnen sich durch Verletzungen der unter der
Haut befindlichen Gewebe aus. Oberflachliche Wunden betreffen lediglich die Epidermis;
derartige Wunden sind zur narbenfreien Regeneration befdhigt; bei Beteiligung tiefer
gelegener Hautareale und u. U. auch darunter gelegener Gewebe z. B. in Folge von
Bisswunden wird von perforierenden Wunden gesprochen, deren Heilungstendenz unter-
schiedlich ausfallen kann und mit der Bildung von Narbengewebe einhergeht. Treten
schwere Weichteilquetschungen oder offene Frakturen auf, bezeichnet man dies als kom-

plizierte Wunde.

Nach Einwirkung von Hitze werden die auftretenden thermischen Wunden in vier Schwe-
regrade eingeteilt: Grad | mit Schadigung der oberen Epidermis und Erythembildung;
Grad Ila mit vollstandiger Epidermisschadigung und Blasenbildung (bei Grad Ilb zu-

satzlich Verbrennung von Teilen der Dermis); Grad Ill mit vollstandiger Zerstérung von
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Epidermis, Dermis, teilweiser Beeintrachtigung der Subcutis sowie Nekrose und Grad 1V,
der Verkohlung der Haut bis hin zu Muskeln, Sehnen und Knochen betrifft. Wunden, die
durch Sauren, Laugen oder Erfrierungen entstanden sind, werden dem gleichen Schema

zugeordnet und analog behandelt.

Uber eine unterschiedliche Genese kommen Geschwiirwunden zustande; hierbei konnen
als auslosende Faktoren nicht von auBen einwirkende Ereignisse, sondern Storungen der
Homoostase der Haut in Folge von GefaBerkrankungen oder Neuropathien identifiziert
werden. Im Falle des Decubitus sind lokale, langer wahrende Druckeinwirkungen fiir die
Entstehung einer Geschwiirwunde verantwortlich. Diese Wunden benétigen zum Abheilen
in der Regel mehr als acht Wochen, so dass sie in die Kategorie der chronischen Wunden
fallen [16].

2.2.2 Latenzphase

Werden durch die Verwundung der Haut BlutgefaBe beschadigt, setzt zunachst die Blut-
gerinnung durch Verkleben von Thrombozyten und die Ausbildung eines Fibrinnetzes ein.
Dies wird ermdglicht durch die von Thrombin katalysierte Spaltung von Fibrinogen. Im
Fibrinnetz befinden sich auBerdem Thrombozyten, Fibronectin, Vitronectin und Throm-
bospondin. Durch die Aktivierung von Thrombocyten werden Zytokine in das Wundareal
hinein freigesetzt, so dass es zur Chemotaxis von Neutrophilen und Monocyten kommen
kann [38].

2.2.3 Exsudative Phase

Durch die Ausschiittung von Zytokinen werden innerhalb von Minuten Monocyten und
Neutrophile in das Wundareal rekrutiert. Von den Neutrophilen ist bekannt, dass sie
uber die Ausschiittung von weiteren Zytokinen die erste Aktivierung von Fibroblasten
und Keratinocyten in der Umgebung vornehmen koénnen. Hierzu zahlen Interleukin-1,
Tumornekrosefaktor-c, Transforming growth factor o und 3 (TGF-«, TGF-(3) und der
thrombozytare Wachstumsfaktor (PDGF). Anwesende Keime, die wahrend der Verwun-
dung in das Gewebe eindringen konnten, verstarken die Zytokinausschiittung. Blutplasma
stromt vermehrt in das Interstitium ein (Exsudat); es zeigen sich die klassischen Entziin-
dungszeichen Schmerz (Dolor), Schwellung (Tumor), Warme (Calor), Rétung (Rubor)
und ggf. eine beeintrachtigte Funktionalitat (Functio laesa) [15, 16, 38].
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2.2.4 Proliferative Phase

Granulationsgewebe beginnt den Wunddefekt aufzufiillen, indem Fibroblasten in das Fi-
brinnetz migrieren und von hier aus den Auffiillprozess initiieren. Die Aktivierung der Fi-
broblasten geht auf die im Wundareal sezernierten Zytokine zuriick. Wahrend der Aufbau
des Granulationsgewebes voranschreitet, werden die Fibrinnetze abgebaut, neue Blutka-
pillaren angelegt und durch Fibroblasten Proteoglykane und zu Fasern assoziierendes

Kollagen produziert, um die die Zelle umgebende Matrix wiederherzustellen [16].

Unter dem Einfluss von TGF-(3 und vermutlich auch von Mediatoren, die von Kerati-
nocyten abgegeben werden, differenziert ein Teil der Fibroblasten zu Myofibroblasten,
die das Wundgewebe kontrahieren kénnen um die mit neuem Gewebe zu verschlieBende
Flache moglichst gering zu halten. Als Zellmarker fiir die Differenzierung gilt das a-SMA
(a-smooth muscle actin) [39, 40].

2.2.5 Epithelisierungsphase

Nach der Verwundung der Epidermis wird die Mitoserate der Zellen der Basalzellschicht
enthemmt, so dass die Keratinocyten nun vom Wundrand her das Granulationsgewebe
besiedeln konnen (vgl. Abbildung 2.5). Dies setzt die Losung von hemidesmosomalen
Kontakten mit der Basalmebran sowie die moglichst vollstandige Auffiillung des Gewebs-
defekts mit Granulationsgewebe voraus. Es existieren Hinweise, dass zusatzlich auch
Zellen oberhalb der Basalzellschicht (iber Basalzellen hinweg in das Wundareal migrieren
konnen. Befinden sich innerhalb der Wunde Anteile intakt gebliebener Haarschafte, kon-
nen die duBeren Haarwurzelschaftzellen als zusatzliches Reservoir fiir epidermale Zellen
dienen [16, 38, 41].

Die Migration der Keratinocyten (iber das Granulationsgewebe hinweg kommt mit der
Ausbildung eines Monolayers zum Erliegen. Die Differenzierung des neuen epidermalen

Gewebes setzt ein, wobei die Verhornung von den Wundrandern her beginnt [38].

Keratinocyten und Fibroblasten stehen wahrend der Epithelisierungsrate tiber einen dop-
pelten parakrinen Mechanismus miteinander in Kontakt. Die Ausschiittung des sehr ef-
fektiven Wachstumssignals KGF (Keratinocyte growth factor), der die Mitoserate von
Keratinocyten erhéht und von Fibroblasten sezerniert wird, kann im Zellkulturexperi-
ment durch die Keratinocyten selbst getriggert werden, indem sie mit Interleukin 1av und
15 die KGF-Expression in Fibroblasten anregen [42]. Die KGF-Spiegel in Wundgewebe
steigen nach Aktivierung der Fibroblasten um den Faktor 100 [38].
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Reepithelisierung neu gebildeten Granulationsgewebes, aus
[16]
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Abb. 2.6: Strukturformel von Dexpanthenol

2.3 Evaluierte Wirkstoffe und Wirkstoffzubereitungen

2.3.1 Dexpanthenol

Dexpanthenol ((+)-(R)-2,4-Dihydroxy-N-(3-hydroxypropyl)-3,3-dimethylbutyramid, vgl.
Abbildung 2.6) stellt das Amid aus Pantoinsidure und (3-Alanol dar. Zur Bioaktivierung
wird die Alkoholfunktion des 3-Alanols zur Carbonsaure oxidiert, so dass Pantothensaure,
das Amid aus Pantoinsidure und (3-Alanin, entsteht, die auch als Vitamin Bs bezeichnet
wird. Als Bestandteil des Coenzyms A kann die Pantothensaure an einer Vielzahl von
Stoffwechselreaktionen beteiligt sein; dariiber hinaus ist auch der Einbau in das chemisch
ahnliche Acyl-Carrier-Protein moglich. Die biologische Wirksamkeit des Dexpanthenols,
wie auch der Pantothensaure, ist an die D-Konfiguration gekniipft. Dexpanthenol wurde
der GRAS-Status durch die FDA zuerkannt (Generally recognized as safe); unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen beschranken sich in aller Regel auf Unvertraglichkeitsreaktionen

in Form von Kontaktallergien [43, 44].

Dexpanthenol ist leicht in Wasser und Alkoholen l6slich und zeichnet sich in geloster

Form durch eine bessere Stabilitat als sein Metabolit Pantothensaure aus [45].

Es existieren Berichte, dass Dexpanthenol in Zellkulturen die Proliferation von Fibroblas-
ten stimuliert [43]. Als Bestandteil von Coenzym A, welches den Transfer von Acetyl-
Gruppen als Cofaktor enzymatischer Reaktionen bewerkstelligt, ist seine Wirkform am
Metabolismus von Kohlenhydraten, Fettsduren und Proteinen beteiligt und spielt auch
bei der Gluconeogenese, der Synthese von Steroidhormonen und Porphyrinen eine Rol-
le. Als Bestandteil des Acyl-Carrier-Proteins wirkt es an der Fettsidurebiosynthese mit.
Spezifische pharmakologische Effekte der Pantothensauregabe sind dariiber hinaus nicht
bekannt [45]. Durch den erhéhten Gehalt an Coenzym A nach Gabe von Dexpanthenol
oder Pantothensaure steigen bei kultivierten Zellen die Glutathion- und ATP-Spiegel an
[46].

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass Ratten mit Dexpanthenolmangel nach
Dexpanthenolgabe einen verbesserten Hautzustand aufweisen [43]; an Hybridomazellen

konnte durch Pantothensduremangel Apoptose induziert werden [47].
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Auf geschadigter humaner Haut und Schleimhaut soll die topische Dexpanthenolgabe
von Vorteil sein, da unter Stressbedingungen ein erhohter Pantothensaurebedarf herr-
sche, der sich durch Dexpanthenol ausgleichen lieBe [43]. In Ubereinstimmung hiermit
berichtet die Literatur von der Moglichkeit der Penetration von Dexpanthenol (im Unter-
schied zu Pantothensaure) in die lebenden Schichten exzidierter Humanhaut sowie der
Metabolisierung von Dexpanthenol zu Pantothensiure in der Haut [48, 49]. Als hygro-
skopische Substanz kann Dexpanthenol zur Verbesserung der Hautfeuchtigkeit beitragen
[45].

Dexpanthenol wird seit Jahrzehnten in der topischen Behandlung von Hautverletzungen
und gereizter Haut eingesetzt. In Studien konnte gezeigt werden, dass Dexpanthenol,
das in zwei unterschiedlichen W/O-Emulsionen mit Konzentrationen von 1 bzw. 2,5%
formuliert war, die Feuchtigkeit der Hornschicht der Haut verbessern konnte und auch ei-
ne Reduktion des transepidermalen Wasserverlustes hervorrief. Die Effekte unterschieden

sich signifikant von denjenigen der wirkstofffreien Vehikel [50].

Klinisch konnte auBerdem der Nutzen von einer 5 %-igen Dexpanthenolformulierung als
W /O-Creme in der Behandlung der Windeldermatitis gezeigt werden. Hierzu wurden 200
Kinder randomisiert in zwei Studien eingeschlossen. In der ersten Studie erhielten 80 Kin-
der in einem offenen Design entweder nur eine desinfizierende Behandlung oder zusatzlich
noch eine Behandlung mit der Dexpanthenol-Creme nach jedem Windelwechsel. In der
zweiten Studie wurden die (ibrigen 120 Kinder doppelbind entweder mit wirkstofffreiem
Vehikel oder wirkstoffhaltiger Dexpanthenol-Creme behandelt. Es zeigte sich, dass in bei-
den Studien die Kinder in den Verumgruppen einen groBeren Benefit als in den Gruppen
ohne Dexpanthenolbehandlung davontrugen; ein Teil der Wirksamkeit war jedoch auf
das Vehikel zuriickzufiihren. Bei der Vorbeugung der Windeldermatitis mit Dexpanthe-
nol, zu deren Evaluierung eine offene dritte Studie an 54 Frith- und Neugeborenen mit
der gleichen Dexpanthenol-Formulierung gegen keine prophylaktische Behandlung ange-
setzt wurde, zeigten sich lediglich tendenzielle Vorteile fiir die Dexpanthenolformulierung
[44].

Es existieren weitere Berichte tber klinische Anwendungen von Dexpanthenol: So erwies
sich die Gabe von 200 mg Dexpanthenol als Lutschtablette als geeignet zur Praventi-
on von Halsschmerzen in Folge einer Intubation [51]; nach Hautreizung mit Natrium-
laurylsulfat kann topisches Dexpanthenol die Hautbarriereeigenschaften verbessern und
antientziindlich wirken [52]. Auch zur ocularen und nasalen Applikation zum Zwecke der
Behandlung von leichten Lasionen der Hornhaut, Bindehaut oder Nasenschleimhaut sind

entsprechende Formulierungen zugelassen worden [53].

Neben den in der Europaischen Union gebrauchlichen topischen Dexpanthenol-Formu-
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lierungen mit 5% Wirkstoffanteil sind in den USA 2 %-ige Formulierungen tblich. Auch
von der systemischen Gabe von Dexpanthenol wird berichtet; hierbei wurden taglich
250-500 mg verabreicht [45].

2.3.2 Becaplermin

Unter dem INN-Namen Becaplermin wird der rekombinante humane thrombozytare
Wachstumsfaktor der Isoform BB verstanden (rh-PDGF-BB, recombinant human pla-
telet derived growth factor), der aus transgenen Stammen von Saccharomyces cerevisiae
gewonnen wird und ein Molekulargewicht von 24.000 D besitzt. In einer Formulierung als
Hydrogel mit 0,01 % Wirkstoffgehalt ist die Substanz zur Therapie schwerer chronischer
Wounden, z. B. diabetischer Ulcera, indiziert. Zusatzlich zur Arzneimitteltherapie muss

ein fachgerechtes Wundmanagement erfolgen [54].

PDGF wird physiologisch von Thrombozyten, Makrophagen, dem GefaBendothel, Zellen
der glatten Muskulatur und Fibroblasten produziert. PDGF stimuliert unter anderem die
Zellteilung von Fibroblasten und kann chemotaktisch auf Monocyten wirken. Sezernieren
Endothelzellen PDGF, stimulieren sie hierdurch benachbarte glatte Muskelzellen parakrin
zur Proliferation, die die Muskelzellen auch selbst autokrin tGber PDGF auslésen kénnen
[55].

Es existieren drei Isoformen von PDGF (AA, AB und BB), da PDGF ein Dimer darstellt;
am Dimeraufbau sind PDGF-Ketten beteiligt, die dem Typ A oder B zugeordnet werden
konnen. Die Assoziation zum Dimer wird Uber Disulfidbriicken konserviert. Der von hu-
manen Thrombozyten gebildete PDGF verteilt sich zu 12 % auf PDGF-AA, zu 65 % auf
PDGF-AB und zu 23 % auf PDGF-BB. PDGF ist stabil gegen Warmeeinwirkung, pH-
Verschiebungen und Proteasen [55]. Dies erleichtert die Anwendung von Becaplermin als
Modellarzneistoff in der Zellkultur.

Die Expression von PDGF wurde auch in relevanten Konzentrationen in Keratinocyten in
Kultur nachgewiesen: Hierbei wurden zwar alle drei PDGF-Isoformen (AA, AB und BB)
gefunden, allerdings sezernierten die Keratinocyten nur die Isoform AA in den Medien-
iberstand. Eine autokrine Wirkung des PDGF-AA auf die Keratinocyten selbst erscheint
unwahrscheinlich, da ein entsprechender PDGF-Rezeptor auf den Keratinocyten fehlt
[56]. Auch nach Inkubation von immortalisierten Keratinocyten der Zelllinie HaCaT mit
dem Nekroseinduktor Trichloressigsaure konnte eine temporare Upregulation von mRNA
der PDGF-B-Kette festgestellt werden [57].

PDGF stehen zwei physiologische Rezeptoren gegeniiber, der PDGF-a- und der PDGF-
(-Rezeptor. Dabei erkennt der PDGF-a-Rezeptor samtliche PDGF-Isoformen, im Ge-
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gensatz zum PDGF-(3-Rezeptor, an welchem vor allem PDGF-BB agonistisch wirkt,
PDGF-AB nur noch schwach aktiv ist und PDGF-AA nicht gebunden wird. Gleichzeitig
sind PDGF-/3-Rezeptoren wesentlich haufiger anzutreffen als die PDGF-a-Rezeptoren
[55, 58]. Daraus erklart sich die Verwendung von Becaplermin, der BB-Isoform, im Fer-

tigarzneimittel.

Die klinische Anwendung in den oben dargestellten Indikationsgebieten stiitzt sich unter
anderem auf eine Studie, in der multizentrisch 172 Typ-I- oder Typ-lI-Diabetiker ein-
geschlossen waren, die liber mindestens acht Wochen an Ulcerationen an den unteren
Extremitaten gelitten hatten. Im Vergleich zum wirkstofffreien Vehikel zeigte sich wah-
rend einer maximalen Behandlungsdauer von 20 Wochen ein signifikanter Vorteil fir die
Becaplermin-Behandlung. Wahrend in beiden Studienarmen eine fachgerechte Wundpfle-
ge durchgefiihrt wurde, wurde auch fiir das reine Vehikel ein positiver Effekt aufgrund

des Schaffens einer feuchten Wundumgebung vermutet [59, 60].

In einer kleineren Studie konnte am Tiermodell und auch am Menschen gezeigt werden,
dass Becaplermin ohne Vorliegen einer Wundkontraktion durch die Bildung von Granu-
lationsgewebe die Reepithelisierung von Wunden férdert und es 10-20 % schneller als in
Abwesenheit von Becaplermin zum Wundverschluss kommt. Als Mechanismus postulie-
ren die Autoren die verstarkte Proliferation von Fibroblasten; in der Folge konnen dann
die Fibroblasten eine Migration von Keratinocyten in die Wundoberflache initiieren, so

dass Becaplermin einen mittelbaren Einfluss auf die Keratinocyten ausiibt [61].

Seit eine retrospektive Studie gezeigt hat, dass Patienten mit Neoplasien unter Becapler-
min-Behandlung bei Verbrauch von drei oder mehr Tuben Becaplermin-Gel ein fiinffach
erhohtes Mortalitatsrisiko bezogen auf die Neoplasie im Vergleich zu nicht mit Becapler-
min behandelten Patienten haben, sollte der Proliferationsstimulator bei entsprechenden

Patienten nur unter strenger Indikationsstellung eingesetzt werden [62].

2.3.3 Epoetin beta

Epoetin beta stellt die rekombinante Version des humanen Erythropoetins dar, welches
z. B. aus dem Urin anamischer Patienten isoliert werden kann. Epoetin beta tragt das

identische Glycosilierungsmuster wie humanes Erythropoetin (vgl. Abbildung 2.7).

Erythropoetin wird physiologisch vor allem renal sezerniert in Folge hypoxischer Reize. In
der Folge steigt die Zahl an zirkulierenden Erythrocyten und der Hamoglobinwert nimmt
zu [63]. Den erhohten Einbau an radioaktiv markiertem Eisen nutzt das Europaische

Arzneibuch zur Wertbestimmung konzentrierter Erythropoetin-Losung [64].
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Abb. 2.7: Erythropoetin-Molekiil

Aus der Feststellung, dass Erythropoetin vor allem die Erythrozytenproduktion stimuliert,
leiten sich die klassischen Indikationsgebiete fiir Epoetin beta ab, die die Behandlung von
Anamien renaler Genese oder nach Applikation einer Chemotherapie sowie die Erhohung

der Eigenblutmenge bei Eigenblutspendern einschlieBen [63].

Dariiber hinaus existieren jedoch Berichte, die einen Nutzen von Epoetin beta in der
wundheilungsfordernden Brandwundentherapie postulieren. Hierbei wurden im Tierver-
such placebokontrollierte Daten erhoben, die nach Beibringung einer 6 cm? groBen Brand-
wunde an betdubten Mausen fiir eine beschleunigte Reepithelisierung, einen beschleu-
nigten Wundverschluss und eine verbesserte GefaBversorgung nach subcutaner Gabe von
Epoetin beta sprechen. Von Relevanz fiir die erleichterte Wundheilung im Tiermodell
konnte die vermehrte Synthese von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) und
NO im Wundareal als Reaktion auf die Epoetin beta-Gabe sein [65].

2.4 Zellkulturen und Zellmodelle

Die Grundlagen der Zellkultur reichen bis ins 19. Jahrhundert zuriick, als es Roux 1885
erstmals gelang embryonale Zellen aus Hiihnereiern kurzzeitig in einer salinischen Lésung
zu kultivieren. 1913 erreichte dann Carrel durch die Verwendung aseptischer Kulturtech-
niken eine verlangerte Kultivierungsdauer. 1952 eroffnete Gey den Zugang zu immorta-

lisierten Zelllinien, mit denen die Subkultivierungsbeschrankungen von Primarzellen aus
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Explantaten iberwunden wurden [66].

2.4.1 Kultivierung von dermalen Zellen im Monolayer

Im Rahmen der Kultur humaner dermaler Zellen stehen dermale Fibroblasten bzw. Ke-
ratinocyten im Fokus des Interesses, da diese die dominierenden Zellarten in der Dermis
bzw. der Epidermis der Humanhaut darstellen. Dariiber hinaus spielen auch Sebozyten,
die Lipide des Sebums sezernieren, sowie Melanozyten, die fiir die Hautpigmentierung

verantwortlich sind, eine Rolle [11, 67].

2.4.1.1 Fibroblasten

Fibroblasten lassen sich leicht in Standardmedien wie DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium) auf unbeschichteten Kunststoffsubstraten kultivieren und zeichnen sich
durch hohe Proliferationsraten aus (siehe hierzu auch Abschnitt 3.2.2). Vom Einsatz
humaner immortalisierter Fibroblasten wird in der Literatur nicht berichtet. Zwar gehen
primare Fibroblasten in Entsprechung zu anderen Primarzellarten nach haufiger Subkulti-
vierung ebenfalls in die Seneszenz liber, in welcher sie ihre mitotische Aktivitat einstellen,
jedoch sind sie leicht zuganglich, so dass in aller Regel kein Bedarf fiir eine immortali-
sierte Zelllinie besteht. Kommerziell erhéltliche Fibroblastensuspensionen sind haufig aus
Neugeborenenvorhauten nach Beschneidungen isoliert, da diese Fibroblasten eine héhere

Teilungsaktivitat als adulte Zellen aufweisen [68].

2.4.1.2 Keratinocyten

Primare humane Keratinocyten (PHK), die dhnlich wie Fibroblasten z. B. aus Neuge-
borenenvorhduten oder auch Spenderhduten nach operativen Eingriffen isoliert werden,
stellen besondere Anspriiche an die Kultivierung. So empfehlen kommerzielle Anbie-
ter von Primarzellen die Beschichtung von Kunststoffsubstraten mit Kollagen | oder die
Verwendung von serumfreien Spezialmedien, die mit rekombinanten Wachstumsfakto-
ren - wie dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) - oder bovinem Hypophysenextrakt
anzureichern sind, um Anheftung und Proliferation der Keratinocyten sicherzustellen.
Zusatzlich verlieren primare Keratinocyten rasch ihre Teilungsfahigkeit, sowohl nach we-
nigen Passagen der Subkultivierung (5-6) als auch nach Erreichen von Konfluenz, die

eine irreversible Proliferationshemmung auszulésen vermag [69, 70, 71].

Alternativ bieten sich immortalisierte Zelllinien an, die zwar z. T. mehr als 100-fach

subkultiviert werden konnen, deren Verwendung jedoch auch Risiken in sich bergen kann:
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Haufig werden Zelllinien aus entartetem Gewebe gewonnen, in denen durch Mutation die
Proliferationshemmung entfallen ist. Eine andere Moglichkeit besteht in der Einbringung
von Vektoren, die die gewiinschte Immortalisierung herbeifiihren sollen. In jedem Falle
besteht jedoch die Moglichkeit, dass die Zellen bereits bei Erzeugung der Zelllinie oder
auch erst im Laufe der Subkultivierungen ein Genexpressionsmuster zeigen, das von
dem der abzubildenden Primirzellen deratig abweicht, dass eine Ubertragbarkeit von
Ergebnissen, die an Zelllinien generiert worden sind, nicht immer gesichert ist. AuBerdem
konnen wahrend langfristiger Kultivierung entdifferenzierte Mutanten entstehen, die die
Zelllinie in der Fahigkeit zur Proliferation Gbertreffen und daher iberwuchern kénnen
[68].

Mit der HaCaT-Zelllinie, die auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, steht al-
lerdings eine immortalisierte Keratinocytenlinie zur Verfligung, die in ihrem Expressions-
muster dem von primaren Keratinozyten entspricht, was die Autoren damit begriinden,
dass die Transformation spontan durch Anderung der Kultivierungsbedingungen (Tem-
peraturerhéhung auf 38,5 °C) erreicht wurde ohne Vektoren einzusetzen. Zwar stammt
die Hautspende, aus der heraus die HaCaT-Zellen generiert wurden, aus der Operation
eines Melanoms, jedoch wurde peripheres, histologisch unauffalliges Material benutzt.
Bekannt ist, dass im Verlaufe der Kultivierung von HaCaT-Zellen UnregelmaBigkeiten
im Chromosomensatz in Form von Aneuploidie vorkommen; dies soll sich jedoch nicht
auf das fir die Kultivierung relevante Differenzierungsmuster der Zellen auswirken; auch
konnte im Fall einer Transplantation auf Versuchstiere kein invasives Wachstum detek-
tiert werden [72].

2.4.2 Kokultivate

Primare Keratinocyten stellen hohe Anspriiche an die Kultivierungsmethoden; werden
diese nicht angeboten, kann von einer ausreichenden Proliferation nicht ausgegangen
werden. Als Losungsansatz bieten sich neben Spezialmedien auch Kokulturen mit Fibro-
blasten an. Um ein Uberwuchern der Keratinocyten durch die Fibroblasten zu verhindern,
besteht ein Lésungsansatz darin Fibroblasten zu verwenden, die durch Einwirkung von
Gammastrahlung nicht mehr zur Mitose befahigt sind, jedoch noch mit den Keratinocy-
ten parakrin wechselwirken konnen. Hierzu sind in der Literatur murine 3T3-Fibroblasten

erwahnt, die als ,Feeder layer" fiir Keratinocyten dienen [70].

In einem anderen Losungsansatz werden durch Fibroblasten konditionierte Medien ge-
nutzt, um eine ausreichende Proliferation zu erzielen oder auch einen mehrschichtigen
Epidermisaufbau mit Zelldifferenzierung zu erreichen. Dabei zeigt sich, dass einerseits

Fibroblasten benétigt werden, damit die Proliferationsrate der Keratinocyten deutlich
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ansteigt gegeniiber einer Kultivierung in unkonditioniertem Standardmedium. Anderer-
seits liefert die beiderseitige Interaktion zwischen Keratinocyten und Fibroblasten in ei-
nem Kokultivat oder durch Kultivierung mit einem durch beide Zellarten konditionierten
Medium eine besser an die in vivo-Situation angenaherte Epidermis. Dies wird durch
parakrine Mechanismen und die Ausschiittung von Wachstumsfaktoren begriindet; ne-
ben KGF spielt wohl auch GM-CSF (Granulocyten Macrophagen-Kolonie stimulierender
Faktor) eine relevante Rolle [42, 71, 73, 74].

Kokulturen aus HaCaT-Zellen mit Feeder-Layern aus 3T3-Zellen wurden als einfaches
Wundheilungsmodell vorgeschlagen, indem eine Traumatisierung durch den 48-stiindigen
Entzug von Serum (0,1% anstelle von 10% Serum im Kultivierungsmedium, ,,serum
starving") eine Arretierung der Zellen in der G- / Gi-Phase des Zellzyklus hervorrief
[75].

2.4.3 Organotypische Hautaquivalente

Organotypische Hautdquivalente sind in verschiedenen Auspragungen in der Literatur be-
schrieben worden und zum Teil auch kommerziell erhiltlich. Sie dienen verschiedensten
Zwecken in Kosmetikindustrie, Pharmazie und Medizin, indem sie zum Fomulierungs-
screening im Sinne von Permeationsuntersuchungen [9, 10, 11, 76, 77, 78], zum Ersatz
von Tierversuchen bei der Risikoeinschatzung von chemischen Substanzen [1, 79], als
Transplantat nach Traumata oder operativen Eingriffen [41, 80, 81, 82, 83|, oder zum
Aufklaren von biochemischen Signalwegen z. B. im Rahmen eines Wundheilungsmodells
eingesetzt werden [84]. Auch der Versuch eines Wirkungsnachweises fiir Hautschutz-

produkte anhand von organotypischen Hautdquivalenten ist in der Literatur aufzufinden
[85, 86].

Organotypische Hautaquivalente bieten realistischere Versuchsbedingungen als die klassi-
sche zweidimensionale Zellkultur, da die Anndherung an strukturelle und funktionale Cha-
rakteristika des modellhaft nachgestellten Gewebes aufgrund von Zell-Zell-Interaktionen
und dem dreidimensionalen Aufbau unter Zuhilfenahme von angepassten Kultivierungs-
techniken und -medien verbessert wird [84]. Zur Zeit existieren jedoch keine Hautiquiva-
lente, die die Anatomie, die Physiologie oder die mechanische Festigkeit der unverletzten
menschlichen Haut nachstellen kénnen [87]. Auch fehlen Haarfollikel, Driisen und Im-

munzellen [88].

In den Modellen kann lediglich eine Abbildung der humanen Epidermis vorgenommen
werden oder es konnen auch kombinierte Modelle aus Dermis und Epidermis konstru-

iert werden. Beide Varianten sind kommerziell erhaltlich; die Epidermismodelle unter-
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schiedlicher Hersteller wurden in einer multizentrischen Studie validiert, um auch im

regulatorischen Bereich einsetzbar zu sein [1, 79].

Als Modell fiir Regeneration und Wundheilung wurden bislang Hautkonstrukte genutzt,
deren Regeneration nach einer Inzision histologisch und immunhistochemisch ausgewer-
tet wurde [89, 90]. Alternativ wurden die histologische Entwicklung und die Expression
von Markerproteinen nach Vereisung durch Aufsetzen eines in fliissigem Stickstoff ge-

kiihlten Metallkorpers evaluiert [91].

2.5 Zellulare Assays

2.5.1 Aligemeines

Zelluldre Assays finden z. Zt. einen breiten Einsatz in der Biotechnologie und werden
genutzt, um Zustandscharakteristika eines Gewebes, eines zweidimensionalen Zellver-
bandes, einer Zelle oder eines zellinternen Vorganges zu ermitteln, zu Gberwachen und
aufzuklaren. Heute gebrauchliche Assays bedienen sich haufig einer Farbreaktion mit Ab-
sorption im UV-Wellenlangenbereich oder im Bereich des sichtbaren Lichtes, der Bildung
und Quantifizierung eines Fluorophores oder auch der Emission biochemischen Lichtes

als Lumineszenz.

Neben den im Rahmen dieser Arbeit von besonderem Interesse befindlichen Vitalitéts-
assays werden zellbasierte Assays auch eingesetzt um z. B. die Proteasomen-Aktivitat
der Zelle durch Lumineszenz [92], die Aktivitat der posttranslationellen Modifizierung
durch Fluoreszenz [93] oder auch Interaktionen von Arzneistoffen mit metabolisierenden
Enzymen zu bestimmen. Eine Anwendungsmoglichkeit fiir die letztgenannte Fragestel-
lung ist die Aktivitdtsbestimmung der Monoaminoxidasen (MAO) nach Inkubation mit

potentiellen MAO-Inhibitoren und Auslesung eines Lumineszenzsignals [94].

2.5.2 Vitalitatsassays
2.5.2.1 Begriffsbestimmung

Unter dem in der Literatur gebrauchlichen Begriff ,Vitalitat" wird das AusmaB der Stoff-
wechselaktivitat und damit das AusmaB der Lebens- oder Uberlebensfihigkeit einer Zelle
oder eines Gewebes verstanden. Dies kann iber Mediatoren des zelluldren Stoffwechsels,
Stoffwechselsubstrate oder -produkte einer quantitativen Betrachtung und Verlaufskon-

trolle zugefiihrt werden.
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Da in einem proliferierenden Gewebe oder Zellmonolayer die Zellzahl parallel zum Ge-
samtstoffumsatz ansteigt, kann unter den Bedingungen einer noch nicht eingetretenen
Wachstumshemmung eine Vitalitdtsmessung auch zur Zellzdhlung herangezogen wer-
den. Sobald sich jedoch eine Monolayerkultur dem Stadium der Konfluenz annahert, in
dem durch das zunehmende Bedecken der Anheftungsfliche und das gegenseitige Be-
rihren der Zellen eine Teilungshemmung eintritt, werden sich Zellzahl und Zellvitalitat
nicht mehr parallel bewegen: Wahrend im Stadium der Konfluenz die Zellzahl anndhernd
konstant bleibt, wird der Zellstoffwechselumsatz herunter reguliert, da keine mitotischen
Prozesse mehr aufrecht erhalten werden miissen. Insofern darf die Zellvitalitat nur un-
ter den genannten Voraussetzungen auch als ,Zahl lebensfahiger Zellen® interpretiert

werden.

Indem zytotoxische Agenzien lebensfahige Zellen eliminieren und den Stoffwechselumsatz
tberlebender Zellen zumindest temporar beeintrachtigen, konnen Vitalitatsassays auch
zur Quantifizierung zytotoxischer Effekte herangezogen werden. Hierzu muss dann das
Messsignal korreliert werden mit einer Referenz, die keinem zytotoxischem Einfluss unter-
legen ist, sowie einer Probe, die durch Einsatz einer bekanntermaBen zum Zelltod fiihren-
den Agenzkonzentration einem maximalen zytotoxischen Effekt unterzogen wird. Werden
verschiedene Konzentrationsreihen oder Einwirkzeiten eines zellschadigenden Agenz ein-
gesetzt, kdnnen Parameter wie die halbmaximale inhibitorische Konzentration ermittelt

werden.

Wird die Zytotoxizitat einer Substanz bestimmt, kann mit Vitalitdtsassays nicht direkt
aufgeklart werden, auf welchem Wege zytotoxische Agenzien den Zelltod hervorrufen.
Hierbei sind zwei Hauptwege zu unterscheiden; namlich der unphysiologische Zelltod

durch Nekrose oder der programmierte Zelltod durch Apoptose.

Apoptose

Im Falle der Apoptose existieren zwei unterschiedliche Wege, um die Apoptose einzulei-
ten. Den extrinsischen Weg konnen Zytokine wie der Tumornekrosefaktor-« initiieren,
indem sie an den sogenannten Todesrezeptor auf der Zellmembran binden. Nach Asso-
ziation von drei Rezeptor-Ligand-Komplexen zu einem Trimer entsteht auf der cytoplas-
matischen Seite eine Interaktionsdomane, die den Beginn einer Reaktionskaskade des
gegenseitigen Aktivierens von proapoptotischen Proteasen zu aktiven Caspasen ermog-
licht. Hierbei kommt es zunachst zur Aktivierung der Caspase 8, die dann den Zelltod

uber eine Caspasekaskade mit den Effektorcaspasen 3 und 7 auslést [95].

Darliber hinaus besteht die Moglichkeit der Einleitung der Apoptose lber den intrinsi-

schen Weg, indem Cytochrom C aus der Mitochondrienmembran freigesetzt wird. Mog-
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licherweise wird dies in bestimmten Signalwegen angeregt durch eine Calciumspiegeler-
hohung, die im Endoplasmatischen Retikulum ihren Ursprung hat. Cytochrom C findet
sich in der Folge mit dem Protein Apaf-1 und hieran aggregierenden und sich aktivie-
renden Caspasen zum sogenannten Apoptosom zusammen. In diesem Signalweg ist die
Aktivierung von Caspase 7 und 9 besonders relevant. Fiir den Fall, dass nach extrinsi-
scher Aktivierung der Apoptose die exprimierten Signalwege alleine nicht geniigen um
den Zelltod herbeizufiihren, kann der intrinsische Weg sekundar aktiviert werden um die

Bildung des Apoptosoms zu induzieren [95].

Morphologisch zeichnet sich die Apoptose durch das sogenannte ,Blebbing”, die Ab-
schniirung von cytoplasmatischen Partikeln nach Schrumpfung der Zelle und Zunahme
der optischen Dichte aus. Die an Histone assoziierte DNA wird durch Endonucleasen zwi-
schen den Histonen in Strangbruchstiicke geschnitten, so dass sich nach Elektrophorese
eine DNA-Leiter nachweisen lasst. Nach 1-4 Stunden ist die Apoptose abgeschlossen.
Neben den morphologischen Veranderungen und dem elektrophoretischen Bild kann der
Nachweis der Apoptoseinduzierung in der Zell- und Gewebskultur liber die Aktivierung
von Caspasen, die sich iiber Fluoreszenz- oder Lumineszenzreaktionen sichtbar machen
lassen, gefiihrt werden [95, 96]. Uber einen selektiven Nachweis von Caspase 8 bzw.
Caspase 9 lasst sich ermitteln, ob die Apoptose liber den extrinsischen oder intrinsischen
Weg abgelaufen ist [97].

Nekrose

Die Nekrose stellt den unphysiologischen Zelltod als Antwort auf extrem unphysiologi-
sche Bedingungen dar, z. B. nach der Einwirkung hoher Konzentrationen von Noxen.
In diesem Falle kann keine geordnete Einleitung des Zelltodes eintreten. Die nekrotische
Zelle schwillt im mikroskopischen Bild an, entlasst Cytoplasma in den Extrazelluldrraum
und geht unter. Bei diesem ungeordneten Zelluntergang werden unter anderem proin-
flammatorische Cytokine freigesetzt. Unter optimalen Bedingungen in der Zellkultur nur
intrazelluldr anzutreffende Enzyme lassen sich nach Verlust der Membranintegritat ex-
trazellular nachweisen, wie z. B. die Lactatdehydrogenase (LDH). Deren extrazellulares
Vorliegen weist in der Zell- und Gewebskultur auf nekrotische Prozesse hin, wahrend
die Bestimmung von LDH in der Labormedizin genutzt wird, um das Untergehen von
Zellen in Herz oder Leber aufzuzeigen. Uber die Quantifizierung von LDH-Isoenzymen
ist eine Differentialdiagnose moglich. Bei der Nekrose kommt es nicht zur Aktivierung

von Caspasen [98].
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2.5.2.2 Vitalitatsassays auf Tetrazoliumsalzbasis
MTT-Assay

Bereits 1983 wurde von Mosmann ein Testsystem vorgeschlagen, das auf der Basis eines
Tetrazoliumsalzes je nach Versuchsaufbau eine Aussage liber die Proliferationsrate einer
Zellkultur, Zellwachstum, Uberlebensrate und (iber zytotoxische Effekte zulieB [99]. Die
Methode fuBt auf der Verstoffwechslung eines Tetrazoliumsubstrates zu einem Metabo-
liten, der ein vom Substrat verschiedenes Absorptionsmaximum zeigt, so dass der Test

uber kolorimetrische Messungen ausgewertet werden kann.

Mosmann schlagt als Substrat MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-
umbromid) vor. Dieses gelbe, wasserl6sliche Salz kann von lebensfahigen, stoffwechselak-
tiven Saugerzellen unter Reduktion und Ringo6ffnung zu einem blau-violetten Formazan
umgewandelt werden [100]. Durch die Notwendigkeit einer bis zu vierstiindigen Inkuba-
tion der zelluldren Systeme mit dem Tetrazoliumsalz kénnen Vorgange, die in kiirzeren
Zeitfenstern stattfinden, mit diesem Assay nicht ausreichend aufgeldst werden. Da das
Endprodukt wasserunloslich ist und z. T. intrazelluldr in Kristallnadeln ausfallt, ist zur
Auswertung die Zelllyse mit einem Tensid und das Auflésen des Farbstoffes in einer
salzsauren isopropanolischen Losung erforderlich. Wahrend das farbige Formazan in der
Néhe seines Absorptionsmaximums bei 570 nm vermessen wird, absorbieren MTT und
Zelltrimmer praktisch nicht. Fiir eine Zellzahlbestimmung mit MTT wurde eine Linea-
ritat zwischen 200 und 50.000 Zellen nachgewiesen [99].

Die Reaktion des MTT zum ringoffenen Formazan (vgl. Abbildung 2.8) geschieht un-
ter Oxidation der Pyridinnucleotide Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid (NADH) und
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH). Diese Reaktion wird von mi-
krosomalen Enzymen und Enzymen der duBeren mitochondrialen Membran katalysiert.
Eine weitere Moglichkeit fiir die NADH-abhangige Reduktion ergibt sich aus in der Zell-
membran lokalisierten Enzymen [101]. Die succinatabhangige Reduktion von MTT im
Rahmen der Elektronentransfers der Atmungskette, der in fritheren Publikationen eine
groBe Bedeutung beigemessen wurde, tragt lediglich zu ca. 10% zum MTT-Umsatz
bei [102]. Diese Resultate lassen sich experimentell untermauern, indem trotz Inhibition
von Atmungskettenenzymen mit Natriumazid, einem Inhibitor der Cytochrom-c-Oxidase,
oder Rotenon, einem Inhibitor der NADH/Coenzym-Q-Oxidoreduktase der inneren mit-
ochondrialen Membran, die MTT-Reduktion weiter ablaufen kann [102, 103].

Daraus ergibt sich, dass die MT T-Reduktion vor allem tiber Pyridin-Nucleotide aufrecht-
erhalten wird, die aus der Glycolyse hervorgehen, in deren Verlauf je mol Glucose anaerob
zwei mol NADH gebildet werden. Aufgrund des in aller Regel hohen Néhrstoffangebotes
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Abb. 2.8: Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid zum ringoffenen
Formazan

in Zellmedien werden die darin angebotenen Zucker meist nur anaerob verstoffwechselt,
so dass sich der MTT-Test als geeigneter Test im Rahmen der Zell- und Gewebskultur

auszeichnet, da er einen fiir die Energiegewinnung maBgeblichen Weg evaluiert [68, 102].

Die Anwendung des MTT-Tests ist auch auf dreidimensionale Gewebe ausgedehnt wor-
den [104].

Tetrazoliumsalz-Tests neuerer Generation

Neben dem MTT-Test sind weitere Tetrazoliumsalze zur Vitalitidtsmessung eingefiihrt
worden. Hierbei handelt es sich z. B. um XTT (3'-[1-[(Phenylamino)-carbonyl]-3,4-
tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)benzensulfonsaure-Hydrat), MTS (3-(4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; innere Salz-
bildung) und WST-1 (4-(3-4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzen-
disulfonat) [105].

Diese Systeme bieten den Vorteil, dass sie nach Uberfiihrung in die reduzierte Form was-
serlosliche Produkte bilden, so dass eine Aufnahme des Reaktionsproduktes mit organi-
schen Losemitteln vermieden werden kann. Eine Zelllyse ist nicht zwingend notwendig,
so dass im Rahmen des Multiplexings auch noch weitere Messvorgange an die Vitali-
tatsevaluation angeschlossen werden kénnen. Im Falle von XTT bleibt der entstehende

Farbstoff allerdings nur iiber einige Stunden stabil [102].

Unterschiede in der Assaychemie der neueren Tetrazoliumsalze gegeniiber dem klassi-
schen MTT-Test wirken sich jedoch auch auf das Resultat des Assays aus, so dass die
Ergebnisse nicht ohne weiteres miteinander verglichen werden konnen: In Anwesenheit
zelluldrer Systeme und deren Enzyme wird die Reduktion von XTT und WST-1 vor al-
lem durch die Succinat-Dehydrogenase des Mitochondriums katalysiert. Zwar lassen sich
beide Tetrazoliumsalze auch durch NADH und NADPH leicht und spontan reduzieren;
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diese Reduktion unterbleibt jedoch in Anwesenheit mitochondrialer Enzyme. Ein wei-
terer Reduktionsweg, der nur in Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies ablauft,
wird in Anwesenheit von Zellen durch deren Superoxiddismutaseaktivitat unterbunden.
Im Umkehrschluss bedeutet dies auch, dass Inkompatibilitaten auftreten kdnnen, wenn
Multiplexing mit Assays betrieben wird, die NADH oder NADPH beinhalten, da eine
rasche Farbvertiefung auftreten kann. Auch die Anwesenheit anderer reduzierender Stof-
fe im zu vermessenden System, die zum Beispiel durch das Zellmedium eingetragen
werden, konnen die Tetrazoliumsalze reduzieren, so dass zu hohe Vitalitatswerte vorge-
tauscht werden. Hier kommen Ascorbinsaure, Cystein und Glutathion als Stérsubstanzen
in Betracht. Vorteilhaft hingegen ist jedoch die bereits nach Minuten einsetzende Farb-

entwicklung bei der Verwendung von neueren Tetrazoliumsalzen [102].

MTS, das auch als Owens Reagenz bezeichnet wird, stellt eine Weiterentwicklung von
MTT dar, die auf gleichem Wege wie MTT reduziert wird, jedoch auch den Vorteil
des Multiplexings und der Wasserloslichkeit der reduzierten Form enthalt, wie dies auch
bei XTT und WST-1 verwirklicht ist. Die Inkubationszeit ist mit der des klassischen
MTT-Tests vergleichbar [106].

2.5.2.3 Vitalitatsassays auf Resazurin-Basis

Resazurin stellt einen Redoxfarbstoff dar, der durch zellulire Redoxenzyme in Anwe-
senheit von NADH oder auch anderen Reduktionsaquivalenten zu Resorufin umgesetzt
werden kann (vgl. Abbildung 2.9). Als Ort der Reduktion kommen mitochondriale, mikro-
somale und cytosolische Enzymsysteme in Betracht. Die Reduktion verlduft intrazellular
und wird nicht durch Zellkulturiiberstande beeinflusst [107, 108].

Die Menge an gebildetem Resorufin kann ahnlich wie bei den Tetrazoliumsalzassays
iber eine kolorimetrische Bestimmung quantifiziert werden; allerdings (iberlappen sich
die Absorptionsspektren des Redoxpaars Resazurin / Resorufin (vgl. Abbildung 2.10).
Eine Auswertung ist moglich durch Absorptionsmessungen bei 570 nm fiir Resorufin und
600 nm fiir Resazurin, sofern durch entsprechende Kalkulationen die Uberlappung be-
ricksichtigt werden kann [106, 109].

Vorteilhafter ist die Bestimmung jedoch fluorimetrisch durchzufiihren, da nur das pink-
farbene Resorufin, jedoch nicht das blaue Resazurin, Fluoreszenz zeigt und auf diese Wei-
se das Uberlappungsproblem der Absorptionsmessung umgangen werden kann. Fiir das
Wellenlangenpaar 540 nm (Excitation) und 600 nm (Emission) wurde eine erhohte Sen-
sitivitdt des Tests im Vergleich zur kolorimetrischen Bestimmung postuliert [106, 109].
Der Redoxfarbstoff kann fiir Untersuchungen zur Vitalitat, Proliferation und Zytotoxizi-

tat eingesetzt werden und muss dhnlich lange wie MTT inkubiert werden; am Beispiel
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Abb. 2.9: Reduktion von Resazurin zu Resorufin
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Abb. 2.10: Absorptionsspektren fir Resorufin und Resazurin (A) sowie Anregungs- und Fluoreszenz-
spektrum fiir Resorufin (B); Aufnahme in Gegenwart von serumhaltigem Zellkulturmedium. Quelle:

[109]
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von 3T3-Fibroblasten ergab sich laut Literatur ein linearer Zusammenhang zwischen Zell-
zahl und Messsignal im Bereich von 100 - 20.000 Zellen, so dass der Assay im Vergleich
zum MTT-Test fiir eher geringere Zellzahlen geeignet ist und durch ein wasserlosliches

Reaktionsprodukt zusétzlich dem Multiplexing zuganglich ist [110].

2.5.2.4 Vitalitatsassays auf Biolumineszenzbasis

Eine erhohte Sensitivitadt im Vergleich mit fluorimetrischen oder kolorimetrischen Assays
lasst sich erzielen, indem die Luciferin-Luciferase-Reaktion ausgenutzt wird, um z. B.
den ATP-Spiegel in der Zelle zu quantifizieren. Hierzu wird eine im Sdugerorganismus
nicht vorkommende enzymatische Reaktion genutzt und lber die Assaychemie einge-
bracht, in deren Verlauf aufgrund eines exothermen Reaktionsmechanismus Lichtquan-
ten emittiert werden und somit Biolumineszenz erzeugt wird. Bendtigt wird einerseits
als Enzymkomponente eine Luciferase, die z. B. der Feuerfliege (Photinus pyralis), einer
besonders stark lumineszierenden Gattung, entstammt und rekombinant gewonnen wer-
den kann [111, 112]. Andererseits wird ein Photonen emittierendes Substrat eingesetzt,
das Luciferin, welches nach Bindung von ATP unter Abspaltung von Pyrophosphat inter-
mediar Luciferyl-AMP bildet, das mit Sauerstoff zu energiereichem Oxyluciferin weiter
reagiert. Dieses relaxiert unter Aussendung von Photonen im Wellenlangenbereich von
ca. 560 nm (gelblich-griinlich). Die Verwendung von Luciferasen anderer Gattungen ist
ebenfalls moglich; diese emittieren das Lumineszenzlicht jedoch in anderen Wellenlan-
genbereichen. So lumineszieren die Gemeine Seefeder (Renilla reniformis) und Aequorea

victoria, eine Quallenart, im Bereich des blauen sichtbaren Lichts [113, 114].

Ahnlich wie bei fluorimetrischen Bestimmungsmethoden werden emittierte Lichtquanten
mittels Photomultiplier detektiert und quantifiziert bzw. lber einen vorgewahlten Zeit-
raum integriert. Im Unterschied zur Fluoreszenz wird bei Lumineszenzreaktionen der an-
geregte Zustand in einem Molekiil, aus dem heraus die Photonenemission erfolgen kann,
nicht durch die Einstrahlung von Licht auf einer excitatorischen Wellenlange, sondern
durch eine chemische Reaktion erreicht (vgl. Abbildung 2.11). Man spricht von Chemilu-
mineszenz, sofern die Lichtemission nicht thermisch angeregt wurde. Biolumineszenz ist
ein Spezialfall der Chemilumineszenz; sie findet jedoch enzymkatalysiert statt. Wahrend
Fluoreszenzassays liblicherweise lichtintensiver als Lumineszenzassays erscheinen und da-
her breit eingesetzt werden, zeichnen sich Lumineszenzassays durch das Fehlen storenden

Streulichts aus, da keine Anregungsstrahlung benétigt wird [113, 115].

Lumineszenzassays zur Quantifizierung von ATP-Spiegeln in Zellen sind robust gegen-
uber der Einwirkung von Tensiden, die bendtigt werden, um Zellen aufzuschlieBen, und

gegeniiber ATPase-Inhibitoren. Die Sensitivitdt der Tests wird in der Literatur als den
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Abb. 2.11: Unterschiede zwischen Fluoreszenz (links) und Lumineszenz (rechts); So: Grundzustand,
S1: Anregungszustand nach strahlungslosem Schwingungsiibergang, So: Anregungszustand [113, 116].

Tetrazoliumassays lberlegen beurteilt, so dass unter optimalen Bedingungen zwischen
10 und 50.000 Zellen ein linearer Zusammenhang zwischen Zellzahl und Lumineszenz-
signal bestehen kann. Resultate aus MTT-Versuchen lieBen sich nach Literaturangaben
mit Lumineszenzassays reproduzieren. Da ATP als wichtigster Energietrédger des Stoff-
wechsels direkt quantifiziert werden kann, kénnen entsprechende Assays zur Ermittlung
der Zellproliferation, der Zellvitalitat sowie der Toxizitat von Substanzen herangezogen
werden; hierbei ist aufgrund der kurzen Inkubationsdauer im Minutenbereich auch eine
Auflosung und Erfassung schnell ablaufender Prozesse und Veranderungen in der Zelle
moglich [106, 113, 117, 118, 119, 120].



Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Dexpanthenol

Bei dem verwendeten Dexpanthenol Ph. Eur. handelte es sich um ein Muster, das von
der Firma BASF (D-Ludwigshafen) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt worden war.
In den hier beschriebenen Versuchen kam es in Form einer jeweils frisch hergestellten

und sterilfiltrierten 10 %-igen Stammldsung in bidestilliertem Wasser zum Einsatz.

3.1.2 Verwendete Fertigarzneimittel
3.1.2.1 Regranex

Regranex (Janssen-Cilag NV, B-Beerse) enthélt den rekombinanten thrombozytaren
Wachstumsfaktor Becaplermin in einer Konzentration von 0,01% und wird in Form
eines sterilen, konservierten Hydrogels in den Handel gebracht. Als Gelbildner fungiert
Carmellose-Natrium, wahrend die Konservierung des Mehrdosenbehaltnisses durch den
herstellerseitigen Zusatz von Methyl- und Propylparaben sowie von m-Kresol gewahrleis-
tet wird, so dass eine Verwendung des Gels noch sechs Wochen nach Anbruch méglich
ist. Die bei 2-8°C aufzubewahrende Zubereitung diente im Rahmen dieser Arbeit als

Positivkontrolle einer wundheilungsférdernden Zubereitung.

3.1.2.2 NeoRecormon

Das gentechnisch erzeugte Epoetin beta, der wirksame Bestandteil von NeoRecormon

(Roche Ltd., UK-Welwyn Garden City), wird in verschiedenen parenteral zu applizieren-

30
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den Handelsformen vermarktet. Neben Fertigspritzen und Injektionslosungen in Mehrdo-
senbehiltnissen (,,Multidose") wird NeoRecormon auch in Zweikammerpatronen ange-
boten, die ein wirkstoffhaltiges Lyophilisat sowie konserviertes Losungsmittel enthalten.
Unmittelbar vor dem Anbruch der Patrone rekonstituiert der Anwender das Lyophilisat
durch Einsetzen in den dazugehérigen Applikator, den RecoPen. Da mit diesem Applika-
tionssystem eine exakte Dosierung vergleichsweise kleiner Mengen von Epoetin beta (ab
250 IE) moglich ist und die rekonstituierte Losung tiber 4 Wochen stabil bleibt, wurde
dieses System ausgewahlt, um einen moglichen Einfluss des Epoetins auf die Gewebsre-

generation in vitro zu evaluieren.

3.2 Methoden

3.2.1 Humane Zellkulturen
3.2.1.1 Humane dermale Fibroblasten

Humane dermale Fibroblasten (HDF) wurden nach der Isolierung aus Neugeborenenvor-
hiuten von der Firma Cascade (UK-Mansfield) bezogen und als Priméarzellen eingesetzt.
Nach initialer Subkultivierung der in flissigem Stickstoff eingefrorenen Zellen wurden
fur die folgenden Untersuchungen die Passagen 2-9 verwendet. Als Primarzellen gin-
gen die Fibroblasten nach ca. 13-17 Passagen in die Seneszenz (iber, d. h. eine weite-
re Proliferation war unter den gewahlten Kulturbedingungen nicht hervorrufbar. In der
Monolayerkultivierung wurde als Wachstumsmedium Dulbecco’s Modified Eagles Medi-
um (DMEM) genutzt, welches 10 % fotales Kalberserum und 2mM L-Glutamin sowie
Penicillin G (1001E/ml), Streptomycin (0,1 mg/ml) und Amphotericin B (0,25 pg/ml)
enthielt.

3.2.1.2 Primdre humane Keratinocyten

Unter serumfreien Bedingungen wurden priméare humane Keratinocyten (PHK, Invitro-
gen, D-Karlsruhe) in Kultur gehalten. Hierzu diente ein chemisch definiertes Medium als
Wachstumssubstrat (K-SFM, Keratinocyte Serum Free Medium), dem boviner Hypophy-
senextrakt, rekombinanter epidermaler Wachstumfaktor (alle Invitrogen, D-Karlsruhe)
und Gentamicin (PAA, A-Pasching) zugesetzt wurden. Bereits nach sechs Subkultivie-

rungen war ein Erreichen der Seneszenz feststellbar.
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3.2.1.3 HaCaT-Zelllinie

Die HaCaT-Zelllinie (human adult keratinocytes, low calcium conditions, elevated tem-
perature) besteht aus Keratinocyten humanen Ursprungs, die unter den im Akronym
bezeichneten Bedingungen spontan zu einer immortalisierten Zelllinie transformierten.
Diese Zellen wurden von Prof. Dr. N. E. Fusenig vom Deutschen Krebsforschungs-
zentrum (D-Heidelberg) zur Verfiigung gestellt. Laut Literaturangaben weisen sie ho-
he Proliferationsraten auf und befinden sich mit ihrem Expressionsmuster dicht an nicht
transformierten Keratinocyten. Als Wachstumsmedium wurde ebenfalls supplementiertes
DMEM verwendet (siehe Abschnitt 3.2.1.1). Fiir die Untersuchungen im Rahmen dieser
Arbeit wurden die Passagen 57-90 eingesetzt. In Ubereinstimmung mit den Erwartungen
an eine immortalisierte Zelllinie war auch nach Erreichen der Passage 90 kein Ubergang

in die Seneszenz feststellbar.

3.2.2 Monolayerkultivierung

Die beschriebenen Zellarten wurden unter Standardbedingungen bei 37 °C, 100 % rela-
tiver Luftfeuchte und 5% CO, in Kulturflaschen mit 25 oder 75 cm? Wachstumsflache
submers und adharent kultiviert [68]. Der Medienwechsel erfolgte drei mal wochentlich.
Im Falle serumhaltig kultivierter Zellen erfolgte eine Passagierung nach Besiedelung von
ca. 75-100% der Wachstumsflache, bei serumfrei kultivierten Zellen im Bereich von

60-80 % Konfluenz, um eine irreversible Wachstumshemmung zu vermeiden.

Zur Passagierung wurde das Wachstumsmedium abgenommen, mit salinischem Phos-
phatpuffer (PBS) gewaschen und mit EDTA-LSsung 5-10 min lang inkubiert. Die Zugabe
der EDTA-Losung war im Falle der Subkultivierung von humanen dermalen Fibroblasten
nicht erforderlich. Im Anschluss wurden die Zellen durch die Zugabe einer Trypsinlosung
von der Kulturflasche abgelost. Die Zugabe von DMEM Wachstumsmedium konnte fiir
die HDF- und HaCaT-Zellen zum Beenden des Trypsinisierungsprozesses genutzt wer-
den, da das im Medium enthaltene Kéalberserum eine Antitrypsinaktivitat aufweist [121].
Um serumfrei kulitivierte PHK-Zellen nicht mit Serum in Kontakt bringen zu mdssen,
wurde hier durch Zugabe einer Trypsininhibitorlésung, die aus Sojabohnen gewonnen

wurde (Invitrogen, D-Karlsruhe), die Reaktion abgestoppt.

Vor der erneuten Aussaat der subpassagierten Zellen wurden evtl. noch vorhandene
Zellverbande durch kraftiges Auf- und Abpipettieren dispergiert und die entstehenden
Zellsuspensionen nach 20-facher Verdinnung mit einem Coulter Counter Z2 (Beck-
man, USA-Fullerton) gezihlt. Im entsprechenden Wachstumsmedium suspendiert wur-

den die Zellen anschlieBend wieder in Kulturflaschen eingesat, wobei eine Zelldichte von
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6.000 - cm~2 gewahlt wurde.

3.2.3 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden frisch subpassagierte Zellen abzentrifugiert und im zuge-
horigen Wachstumsmedium, das mit 20 % Dimethylsulfoxid als Kryoprotektor supplemen-
tiert war, resuspendiert. Ein Aliquot dieser Suspension, das 1 Million Zellen entsprach,
wurde in Kryokonservierungsrohrchen Gberfiihrt und fiir ca. 2h in der Gasphase (iber
siedendem Stickstoff abgekiilt. Im Anschluss konnte das Kryorohrchen in den flissigen

Stickstoff abgesenkt werden.

Bei Bedarf wurden die eingefrorenen Zellsuspensionen rasch auf 37 °C erwarmt. Die Sus-
pension wurde dann in Kulturflaschen, die DMSO-freies Wachstumsmedium enthielten,
einpipettiert. Das weitere Vorgehen bei der Kultivierung war identisch zu den in Abschnitt

3.2.2 gemachten Angaben.

3.2.4 Proliferationsuntersuchungen

Zur Untersuchung der Generationszeit der besprochenen Zellarten wurden Proliferati-
onsuntersuchungen durchgefiihrt, indem je 10.000 Zellen / cm? in jede Vertiefung einer
24-Well-Zellkulturplatte (TPP, CH-Trasadingen) aliquotiert wurden. Fiir jede untersuch-
te Zellart bzw. Kultivierungsvariante wurde eine derartige Platte angesetzt. Wahrend
eines Zeitraums von 14 Tagen wurde an 8 Tagen die Zellzahl in jeweils drei Wells einer
Platte nach Trypsinisieren durch Zahlen mit dem Coulter Counter Z2 festgestellt. Aus

der exponentiellen Anstiegsphase konnte die Verdopplungszeit berechnet werden.

Nachdem im Verlauf langerfristiger Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit
festgestellt worden war, dass Zellen aus der HaCaT-Zelllinie, die in groBeren Mengen
zur Kultivierung der organotypischen Hautaquivalente bendtigt wurden, sich nur noch
mit einer geringeren Proliferationsrate teilten als urspriinglich durch eigene Versuche und
friihere Arbeiten [8] ermittelt worden war, wurde durch einen vollfaktoriellen Versuchs-
plan der Einfluss dreier moglicher Faktoren auf die Zellteilungsrate untersucht: Einfluss
der zur Kultivierung verwendeten Charge von fotalem Kalberserum, Einfluss der Inku-
bationsdauer mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) vor der Passagierung und der
Einfluss der Verwendung von EDTA-Losungen verschiedener Hersteller. Zusammen mit
zwei zusatzlichen Versuchen fiir die Passagierung ohne Zuhilfenahme von EDTA erga-
ben sich 22 + 2 = 10 Versuche, die in der Tabelle 3.1 beschrieben sind. Diese Versuche

wurden iiber einen Zeitraum von 12 Tagen nach Kultivierung in dem in Tabelle 3.1 be-
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Lfd. Nr. Serumcharge EDTA-Hersteller Inkubationsdauer [min]

1 R M 10
2 F M 10
3 R B 10
4 F B 10
5 R M 5
6 F M 5
7 R B 5
8 F B 5
9 R - -
10 F - -

Tab. 3.1: Vollfaktorieller Versuchsplan; Ready-Mix-Fertigmedium mit 10% FCS, A-Grédig (R);
Biochrom-FCS, 10 %, D-Berlin (F); EDTA-Reagenz von MP, D-Eschwege (M); Biochrom-EDTA (B)

schriebenen Medium und Passagierung unter den dort genannten Bedingungen analog
zu der Vorgehensweise in Absatz 1 dieses Abschnitts durchgefiihrt.

Die Auswahl der Faktoren basierte auf der Identifizierung von Veranderungen unmittelbar
vor dem Abfall der Effizienz der in Kultur gehaltenen HaCaT-Zellen. Das Vorliegen von

Infektionen, auch von Mykoplasmenbefall, war ausgeschlossen worden.

Unter der Annahme, dass Interaktionen zwischen zwei oder sogar allen drei der gepriif-
ten Faktoren unwahrscheinlich waren, konnte die Signifikanz der Haupteffekte bestimmt
werden, da dann die Interaktionseffekte als zufallige Schwankungen betrachtet werden
konnten, so dass sich die Standardabweichung fiir den Versuchsplan bestimmen lieB.
Haupteffekte wurden dann als statistisch signifikant befunden, wenn diese mindestens

dreifach groBer waren als der fiir die Standardabweichung ermittelte Wert.

3.2.5 Osmolalitatsmessungen

An einem Halbmikroosmometer der Firma Knauer (D-Berlin) wurden Messungen der Os-
molalitdt von Zellkulturmedien liber die Gefrierpunktserniedrigung durchgefiihrt, nach-
dem eine Kalibrierung des Messgerates mit bidestilliertem Wasser sowie einer Natri-
umchlorid-Referenzlésung (400 mosmol/kg) entsprechend den Herstellerangaben erfolgt
war. Die Osmolalitatsmessungen der zu bestimmenden Zellkulturmedien wurden jeweils

als Vierfachbestimmung ausgefiihrt.
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3.2.6 Identifizierung von Mykoplasmeninfektionen

Zur Erkennung von aufgetretenen Infektionen mit Mykoplasmen wurden die in Mono-
layerkultur gehaltenen Zellarten mindestens alle zwei Monate untersucht. Der hierzu ver-
wendete zweischrittige MycoAlert Assay (Lonza, B-Verviers) beruht auf der Reaktion von
Mykoplasmenenzymen mit Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP).
Im ersten Schritt wird die Ausgangskonzentration an ATP im Medienlberstand kulti-
vierter Monolayer bestimmt. Hierzu macht man sich die Luciferin-Luciferase-Reaktion
zu nutze, die in Anwesenheit von Luciferase und Magnesiumionen gemaB Gleichung 3.1

Photonen emittiert.

ATP + Luciferin + Oy — AMP + PP, + Oziluciferin + COs + h-v  (3.1)

Im Anschluss werden die ggf. im Medieniiberstand befindlichen Mykoplasmen durch die
Assaychemie lysiert. Freiwerdende mykoplasmale Enzyme reagieren mit ADP zu ATP,
welches in einer zweiten Lumineszenzmessung erneut bestimmt wird. Liegt die im zwei-
ten Schritt gemessene ATP-Konzentration auf dem Niveau der ersten Messung, kann
von der Abwesenheit von Mykoplasmen ausgegangen werden. Ein Ansteigen der gemes-
senen ATP-Konzentration hingegen deutet auf ein Vorhandensein einer mykoplasmalen

Kontamination hin.

In diesem Falle wurden die positiv getesteten Kulturen entweder verworfen und durch
eine kryokonservierte Kultur ersetzt oder einer antimykoplasmalen Therapie unterzogen.
In beiden Fallen schloss sich ein erneuter Testzyklus an, um sich von der Abwesenheit

einer Kontamination zu tiberzeugen.

3.2.7 Kaultivierung organotypischer Hautkonstrukte

Zum Aufbau der organotypischen Hautmodelle (artificial skin constructs, ASC) wurde
die in der Literatur beschriebene Methode [10, 11] modifiziert. Hierdurch konnte neben
den bereits beschriebenen Hautkonstrukten auch eine in der Flachenausdehnung klei-
nere Varietat zuganglich gemacht werden, die aufgrund der geringeren Masse und des

geringeren Volumens vorteilhafter in zellularen Assays eingesetzt werden konnte.

In einem ersten Schritt wurden 300.000 frisch passagierte Fibroblasten in einer Gel-
vormischung suspendiert, die aus aus 2,2 ml zehnfach konzentriertem MEM (Minimal
Essential Medium, Biochrom, D-Berlin), 0,2 ml L-Glutamin (Gibco, D-Miinchen), 0,7 ml
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Natriumhydrogencarbonatlésung (71,2 mg/ml, Sigma, D-Deisenhofen) und 2,5 ml féta-
lem Kalberserum (Gibco, D-Miinchen) bestand. Diese alkalische Zellsuspension wurde
rasch mit 19 ml einer essigsauren Kollagenlosung (2 mg/ml Kollagen, gelost in 0,05 %-
iger Essigsaure) vermischt, so dass ein neutraler pH resultierte. Bevor die Gelbildung
des Kollagens einsetzte, die durch die Neutralisierung des pH-Wertes angestoBen wur-
de, erfolgte das AusgieBen der entstandenen Fibroblastensuspension in Transwellplatten
auf Polycarbonatmembranen (Costar-Corning, NL-Amsterdam). Im Falle der Herstel-
lung in Kulturplatten mit sechs Transwelleinsdtzen wurden jeweils 4 ml Suspension in
jedes Transwell eingefiillt, so dass sich aus der oben dargestellten Rezeptur sechs Haut-
konstrukte anfertigen lieBen. Alternativ konnten miniaturisierte Hautkonstrukte (mASC)
angefertigt werden, indem jeweils 1 ml in jedes Transwell einer Kulturplatte mit zwolf
Einsatzen eingefiillt wurden, so dass die GieBsuspension nach der genannten Rezeptur

fur 24 Hautkonstrukte ausreichte.

Nach der abgeschlossenen Gelierung wurde das entstandene Dermisaquivalent durch
einen sterilisierten Spatel von der Transwellwand abgelost und fiir eine Woche sub-
mers in DMEM-Wachstumsmedium (siehe Abschnitt 3.2.1.1) kultiviert. Wahrend dieser
Kultivierungsperiode, in der das Medium nicht gewechselt wurde, erfolgte aufgrund der
metabolischen Aktivitat der Fibroblasten eine Kontraktion des Dermisaquivalentes. Auch
im Anschluss an die erste Kultivierungswoche war eine weitere Kontraktion feststellbar;
allerdings fand der iberwiegende Hauptanteil der Kontraktion in der ersten Kultivie-

rungswoche statt.

Im zweiten Schritt wurden Keratinocyten der HaCaT-Zelllinie unmittelbar nach der Pas-
sagierung auf die kontrahierten Dermisaquivalente aufgesat, um den Aufbau einer epi-
dermalen Struktur nachzuvollziehen. Hierzu wurden je Konstrukt 300.000 bzw. 75.000
HaCaT-Zellen fir ein ASC bzw. fir ein mASC nach Abzentrifugieren in 50 pl bzw. 10-
20 pl DMEM-Wachstumsmedium aufgenommen, durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt
und auf die flache Oberseite des kontrahierten Kollagengels gegeben, nachdem dieses von
dem umgebenden Kultivierungsmedium befreit worden war. Nach einer zweistiindigen In-
kubationsphase ohne Medium bei 37 °C und 5% CO,, die der erleichterten Anheftung
der Zellen an die Kollagenunterlage und einem Vermindern von Zellabschwemmung ins
Medium diente, wurde wieder DMEM-Wachstumsmedium aufgegeben, welches im Zeit-
raum von einer Woche noch zwei Mal gewechselt wurde, da durch die vergleichsweise

groBe Zahl proliferierender HaCaT-Zellen ein erhohter Substratbedarf feststellbar war.

In der dritten Kultivierungsphase, die tiber 14 Tage angesetzt war, wurde durch ein An-
heben der Hautkonstrukte an die Luft-Medium-Grenze (Air-Liquid-Interface, ALI) ein
Differenzierungsreiz gesetzt, der die HaCaT-Zellen des Epidermisaquivalentes zu einer

Verhornung anregen sollte, da die Nahrstoffversorgung nun nur noch durch Diffusion
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Bestandteil Volumen bzw. Bestandteil Volumen bzw.
Konzentration Konzentration
DMEM (ohne 375 ml Transferrin 5 pg/ml
Glucose und
L-Glutamin)
Ham's F12 125 ml Triiodthyronin 13,5 pg/ml
Fotales 10 ml Selenige Saure 6,8 ng/ml
Kalberserum
Hydrocortison 0,4 pg/ml Adenin 24,3 mg/ml
Ethanolamin 6,1 pg/ml CaCly 0,2 mg/ml
Phosphoryl- 14,1 pg/ml Penicillin G 100 U/ml
ethanolamin
Insulin 5 pg/ml Streptomycin 0,1 mg/ml
Amphotericin B 0,25 pg/ml

Tab. 3.2: Zusammensetzung des Differenzierungsmediums MSBM 2 %

der Medienbestandteile durch das Dermisaquivalent hindurch méglich war. Hierbei war
eine Anreicherung des Mediums mit Botenstoffen der inkorporierten Fibroblasten inten-
diert, die parakrin auf die HaCaT-Zellen einwirken konnten. Technisch wurde dies durch
eine Anhebung der Transwelleinsatze mit einer zwischen Transwellplatte und Einsatze
zu legenden Metallscheibe erreicht, so dass dem Zellmetabolismus angemessen groBe

Medienmengen unterhalb der Transwellmembran einpipettiert werden konnten.

Weiterhin wurde zeitgleich zum Anheben der Hautkonstrukte ein Medienwechsel vom
DMEM-Wachstumsmedium auf ein Differenzierungsmedium vorgenommen, um die Aus-
bildung einer verhornenden Epidermis zusatzlich zu beférdern. Hierzu wurde MSBM 2 %
verwendet, dessen Zusammensetzung in Tabelle 3.2 angegeben ist und vornehmlich lber
einen erhohten Calciumspiegel sowie einen geringeren Serumanteil antiproliferativ und

differenzierungsfordernd wirkte.

Im Anschluss an die insgesamt vierwochige Kultivierung konnten die dreidimensionalen
Hautkonstrukte der weiteren Verwendung zugefiihrt werden. Einen schematischen Uber-
blick tiber die Schritte der Kultivierung liefert die Abbildung 3.1; Tabelle 3.3 fasst die
Charakteristika der beiden verschieden groBen Hautkonstruktvarianten zusammen.

3.2.8 Charakterisierung organotypischer Hautkonstrukte
3.2.8.1 Histologische Charakterisierung

Zur histologischen Charakterisierung wurden ausgewahlte Hautkonstrukte zunachst bei

2-8°C in einer 4 %-igen wassrigen Formaldehydlésung, die neutral phosphatgepuffert war
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Abb. 3.1: Abfolge der Kultivierungsphasen eines Hautkonstruktes (Quelle: [11])
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ASC

mASC

Kultivierung im
Transwell

6 / Platte

12 / Platte

Kultivierungsflache
Transwelleinsatz

4,67 cm? / Transwell

1,12 cm? / Transwell

GieBvolumen Fibro-
blastensuspension

4 ml

1 ml

Zahl der eingesaten
Fibroblasten

50.000 / ASC

12.500 / mASC

Zahl der aufgesaten
HaCaT-Zellen

300.000 / ASC

75.000 / mASC

Volumen DMEM-
Wachstumsmedium

3 ml unterhalb und 2

ml oberhalb der Poly-

carbonatmembran

1,5 ml unterhalb und
0,5 ml oberhalb der
Polycarbonatmem-

bran

Volumen MSBM-

Differenzierungsmedium

3 ml unterhalb der
Polycarbonatmem-
bran

1,25 ml unterhalb der
Polycarbonatmem-
bran

Einsatzgebiete

Histologie und Meta-

bolisierungsversuche

Zellassays

Tab. 3.3: Spezifikation der beiden Hautkonstruktvarianten
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(Roth, D-Karlsruhe), fiir 24 Stunden fixiert. Im Anschluss fand eine Dehydratisierung
der Hautkonstrukte statt, indem man die Konstrukte jeweils 30 min lang in Ethanol-
Wasser-Mischungen aufsteigenden Ethanolgehaltes inkubierte (30 %, 50%, 70 % und
90 %) und abschlieBend drei mal iiber 30 min mit Ethanol 96 % (V/V) behandelte. Als
Einbettungsmaterial wurde das kalt polymerisierbare Glycolmethacrylat Technovit 7100
ausgewahlt (Heraeus-Kulzer, D-Hanau; [122, 123]); die Polymerinfiltration sowie die
Polymerisierung und anschlieBende Aufblockung des Kunststoffes wurden entsprechend

der Herstelleranweisung ausgefiihrt.

Von den ausgeharteten Kunststoffblocken wurden auf einem Microtom (HM355S, Mi-
crom GmbH, D-Walldorf) Schnitte mit einer Dicke von jeweils 4 um angefertigt, die
anschlieBend mit Toluidinblau angefarbt, mit Leitungswasser gebldut und zur besseren
Kontrastierung mit Ethanol-Wasser-Gemischen partiell entfarbt wurden [124]. Die ferti-
gen Schnitte konnten nach Eindecken mit Eukitt (Fluka, D-Seelze) im Lichtmikroskop
(DMLM, Leica Microsysteme, D-Wetzlar) betrachtet und fotografiert werden.

3.2.8.2 Permeationsuntersuchungen

Die kultivierten Hautkonstrukte wurden exemplarisch einer Permeationsuntersuchung mit
Ibuprofen aus Ibutop-Creme (Deutsche Chefaro Pharma, D-Waltrop) unterzogen, um
im Sinne einer Qualitatskontrolle die Vergleichbarkeit der hier verwendeten Konstrukte
hinsichtlich des Parameters , Ausbildung einer Permeabilitdtsbarriere” mit den in Vor-

gangerarbeiten charakterisierten Konstrukten zu untersuchen [8, 11].

Die fiir die Permeationsuntersuchungen ausgewahlte Creme enthielt 5% Ibuprofensaure
in einer konservierten Ol-in-Wasser-Emulsion [125]. Diese wurde in die Donorkompar-
timente von 12 modifizierten Franzzellen eingefiillt, deren Einsatz fiir Permeationsex-
perimente anerkannt ist ([10, 126, 127], sieche Abbildung 3.2). Die Volumina der Ak-
zeptorkompartimente bewegten sich in einem Bereich von 5,90 bis 7,82 cm3; die durch
die Bauart vorgegebenen Permeationsflachen lagen zwischen 0,048 und 0,145 cm?, wo-
bei die individuell unterschiedlichen Dimensionen in der spateren Ergebnisberechnung
Beriicksichtigung fanden. Zwischen Donor- und Akzeptorkompartiment, deren Schlifffla-
chen zur Abdichtung mit Baysilone-Paste (GE Bayer Silicones, D-Leverkusen) bestrichen
waren, befand sich das Hautkonstrukt, welches vor dem Einsatz visuell auf Beschadigun-
gen gepriift worden war. Als stiitzende Unterlage wurde das Hautkonstrukt auf einem
Isopore-Filter (PorengréBe: 5 mm, Millipore, Eschborn) eingebracht, der kein Diffusions-
hindernis fiir den Arzneistoff darstellte. Nach dem Zusammenbau der Zelle konnte das
Akzeptormedium, welches salinischen Phosphatpuffer darstellte, luftblasenfrei eingefiillt

werden und unter Zuhilfenahme eines Wasserbades sowie eines Magnetkerns (150 upm)
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auf 32 °C temperiert und fortlaufend durchmischt werden. Der Zeitpunkt des Pufferein-
fullens wurde als Beginn des Experiments (¢t = Omin) festgesetzt und fiir jede Franzzelle
individuell aufgezeichnet. Zwischen dem ersten Kontakt der Creme mit dem Hautkon-
strukt und dem Zeitpunkt des Puffereinfiillens vergingen maximal 3 min. Zum Schutz vor
Austrocknung und einer damit einhergehenden Veranderung des Donorvehikels wurde das

DonorgefaB mit Parafilm verschlossen, ebenso wie der Probenzugsstutzen.

Aus jeder Franzzelle wurden 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6 und 7 Stunden nach Beginn des Ex-
perimentes Proben zu 250 pl entnommen und der Hochleistungsfliissigchromatographie
(HPLC) zugefiihrt. Aus der Franzzelle entnommener Puffer wurde durch frischen Puffer
ersetzt. Die Bestimmung der permeierten Ibuprofen-Mengen wurde mit einem HPLC-
System der Firma Waters (D-Eschborn) durchgefiihrt, das aus zwei HPLC-Pumpen (Typ
515), einem Autosampler (Typ 717 plus) und einem UV-Detektor (Typ 486) mit Deuteri-
umlampe bestand. Als stationare Phase wurde eine Cyg-Umkehrphase verwendet (Saule
Hypersil-ODS, PartikelgroBe 5pm, Saulenabmessungen 125 mm x4 mm, Alltech Grom,
D-Rottenburg-Hailfingen) und als mobile Phase kam eine Mischung aus 54 Volumenteilen
gereinigten Wassers, 46 Volumenteilen Acetonitril (Acros Organics) und 2 Volumentei-
len Essigsaure (Merck, D-Darmstadt) zum Einsatz. Bei Einhaltung einer Flussrate von
1, 7% konnte Ibuprofen nach ca. 4,8 min Laufzeit bei einer Wellenlange von 246 nm de-
tektiert werden. Der Umrechnung von Peakflachen in Arzneistoffkonzentrationen lag eine
Mehrpunktkalibrierung im Bereich von 1—25%2% Ibuprofen zu Grunde (BestimmtheitsmaB
R? > 0,999) [11, 128]. Aus den ermittelten permeierten Arzneistoffmengen konnten un-
ter Zuhilfenahme von Microsoft Excel 2003 die kumuliert permeierten Arzneistoffmengen
gegen die Zeit aufgetragen werden. Aus den linearen Abschnitten dieses Auftrags lieB sich
der Arzneistoffflux fiir Ibuprofen bestimmen, der fiir den Vergleich mit den Literaturdaten

herangezogen wurde.

3.2.8.3 Metabolisierungsversuche

Zur Klarung der Frage, ob organotypische Hautkonstrukte in der Lage sind, ihnen (iber
das Zellkulturmedium angebotenes Dexpanthenol zum Metaboliten Pantothensaure zu
verstoffwechseln und somit fiir ihren Zellorganismus nutzbar zu machen, wurde ein Spe-
zialmedium verwendet (MSBM-PF, Biochrom, D-Berlin), das in seiner Zusammenset-
zung dem MSBM 2% entsprach (siehe hierzu Tabelle 3.2), jedoch nicht den in der Zell-

kultur Gblichen Calciumpantothenatzusatz enthielt.

Drei Tage vor dem Beginn des Experimentes wurde das zur ASC-Kultivierung eingesetz-
te MSBM 2% gegen MSBM-PF ausgetauscht, um sicherzustellen, dass die Metabolisie-

rungsmessung nicht durch in der Kultivierungsfliissigkeit enthaltenes Pantothenatsup-
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Abb. 3.2: Modifizierte Franzzelle

plement beeintrachtigt wurde. Zu Beginn der Messung wurde 1 ml MSBM-PF mit 1 mg
Dexpanthenol (BASF, D-Ludwigshafen) versetzt, was einer Konzentration von 0,1 %
(m/V) entsprach. Je ein ASC wurde in jeweils 1 ml der supplementierten Flissigkeit drei

Tage lang unter Standardbedingungen kultiviert.

Dariiber hinaus wurden auch abweichend von der in Abschnitt 3.2.7 vorgestellten Me-
thodik kultivierte Hautkonstrukte in die Metabolisierungsstudie miteinbezogen: Dabei
handelte es sich zum einen um Hautkonstrukte, die unter serumfreien Bedingungen ge-
ziichtet worden waren (ASC-SF), und zum anderen um Hautkonstrukte ohne lebende, d.
h. ohne metabolisch aktive Zellen (ASC-NV). Hautkonstrukte ohne metabolisch aktive
Zellen wurden erhalten, indem ASC 24 h lang in einer SDS-Lésung (200 pg/ml) inkubiert
wurden. Uber einen MTT-Test wurde die Abwesenheit von metabolisch aktiven Zellen
uberprift (vgl. Abschnitt 3.2.9.2).

Der Einschluss von Hautkonstrukten ohne metabolisch aktive Zellen diente dem Zweck
ein mogliches falsch-positives Ergebnis der Studie identifizieren zu kdnnen, falls Dexpan-
thenol aufgrund einer Affinitat zum zellularen Material oder zum Kollagen des Dermisa-
quivalentes einer physikalischen Umverteilung aus dem Kulturmedium unterliegen sollte.
Serumfrei kultivierte Hautkonstrukte wurden eingeschlossen, da nach fritheren Ergeb-
nissen mit Monolayern [129] eine geringere metabolische Aktivitat als bei herkdmmlich

kultivierten Hautkonstrukten erwartet wurde.

Weiterhin wurde mit Dexpanthenol supplementiertes MSBM-PF als zusétzliche Kontrolle
ohne die Zugabe eines Hautkonstruktes (iber drei Tage unter identischen Bedingungen
kultiviert, um eine mogliche Instabilitdt des Dexpanthenols im Medium detektieren zu

kdnnen.
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Nach drei Tagen Inkubation aller Proben und Kontrollen bei 37 °C und 5% CO; wurde
die Konzentration von Dexpanthenol und von dessen Metabolit Pantothensaure im Me-
dium bestimmt und zur Ausgangskonzentration von Dexpanthenol im supplementierten
MSBM-PF ins Verhaltnis gesetzt. Als Bestimmungsmethode wurde eine Modifizierung
der Methode von Nag und Das [130] verwendet, die die quantitative Hochleistungsdiinn-
schichtchromatographie (HPTLC) verwendet, da nach Vorversuchen iiber HPLC keine
ausreichende Trennung der beiden zu bestimmenden Substanzen vom Vielstoffgemisch

Kultivierungsmedium moglich schien.

Proben und Standardlésungen von Dexpanthenol und Calciumpantothenat wurden hierzu
auf HPTLC-Platten (Kieselgel ohne Fluoreszenzindikator, Merck KGaA, D-Darmstadt)
mit einem Dispenser aufgetragen (Linomat-lll, Camag, CH-Muttenz). Uber einen Zeit-
raum von etwa 20 min wurden die HPTLC-Platten in einer Mischung aus 2-Propanol und
gereinigtem Wasser (85+15 Teile (V/V)) entwickelt, bis die FlieBmittelfront ca. 80 % der
HPTLC-Platte erreicht hatte. Es bildeten sich farbige Flecke, nachdem als Spriihreagenz
eine Ninhydrinlésung (3 mg/ml) in mit Wasser gesattigtem n-Butanol auf die getrock-
nete Platte appliziert worden war und die Platte im Anschluss an das Besprithen 10 min
lang auf 105 °C erhitzt worden war, um eine Fraktionierung von Dexpanthenol und Pan-
tothensaure in (B-Alanol bzw. (-Alanin zu erreichen, deren Aminofunktionen dann mit

Ninhydrin zu farbigen Addukten reagieren konnten.

Eine reprasentative entwickelte HPTLC-Platte ist in Abbildung 3.3 zu sehen. Die gefarb-
ten Bereiche konnten im Anschluss an die Entwicklung der Platte durch eine Integration
mit dem Scanner Il unter Nutzung der CATS Software 3.18 (beides Camag, CH-Muttenz)

densitometrisch quantifiziert werden.

3.2.9 Vitalitatsmessungen
3.2.9.1 Lumineszenz-Assay (ATP-Assay)

Bestimmungen des Adenosintriphosphatgehaltes in Zellen, die in Monolayern organisiert
waren, konnten mit einem auf der Emission von Lichtquanten beruhenden Assay (Cell-
TiterGlo, Promega, USA-Madison) nach der Luciferin-Luciferase-Reaktion (vgl. Formel
3.1) durchgefiihrt werden. Hierzu verwendete man frisch passagierte Zellen, die in weiBe
96-Wellplatten (Nunc, DK-Roskilde) in einer Konzentration von 1000 Zellen /Well ein-
gesat wurden. Dabei wurde das einzupipettierende Volumen auf 100 pl eingestellt. Nach
mindestens 24 Stunden Zeitspanne, die der moglichst vollstandigen Anheftung dienen
sollte, jedoch noch vor dem Erreichen der Konfluenz wurde das Medium abgesaugt und

zwei Stunden lang gegen die zu testende Zubereitung ausgetauscht. Im Anschluss daran
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Abb. 3.3: HPTLC-Platte nach der Entwicklung mit Ninhydrin-Sprithreagenz. (A) Chromatogramm
der Standardlésungen mit unterschiedlichen Gehalten an Dexpanthenol und Calciumpantothenat; (B)

Chromatogramm der zu quantifizierenden Proben; (S) Startposition; farbige Bereiche in der markierten
Héhe kennzeichnen Dexpanthenol (D) bzw. Calciumpantothenat (P).
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wurde das nach Herstellerangaben frisch rekonstituierte Assay-Reagenz, das auch eine
Zelllysekomponente enthielt, einpipettiert (jeweils 100 pl pro Well), in einem Multiplat-
tenreader (Genios, Tecan, A-Grddig) durch Schiitteln homogenisiert, 10 min inkubiert
und die aus den Vertiefungen austretenden Lichtquanten 1000 ms lang integriert. Zur
Vermeidung des Auffangens von Lichtquanten benachbarter Vertiefungen wurde dabei
eine ca. 6 mm dicke schwarz lackierte Metallschablone mit zur Multiwellplatte passen-
den Bohrungen auf die zu vermessende Platte aufgelegt. In friiheren Versuchen konnte
eine Linearitat fir den Zusammenhang zwischen der Zahl vitaler Zellen und dem De-
tektorsignal, angegeben in relativen Lumineszenzeinheiten (RLU) fiir einen Bereich von
100-10.000 Zellen / Well demonstriert werden [129]. Zum Vergleich verschiedener Mes-
sungen miteinander und zwecks Umrechnung der RLU in ATP-Konzentrationen wurden
zusatzlich ATP-Standardlsungen auf die zu vermessenden Platten aufgetragen und nach

Zugabe der Assaylosung mitvermessen (ATP Standard Solution, Lonza, B-Verviers).

Fir die Bestimmung des ATP-Gehaltes in dreidimensionalen Geweben war eine Anpas-
sung des Assays notwendig, da dieser lediglich fir die Bestimmung an Monolayern oder
Suspensionszellen intendiert und in der Literatur beschrieben war [131]. Da die lytische
Aktivitat nicht ausreichte um Hautkonstrukte in angemessener Zeit und ohne Signalver-
lust aufzuarbeiten, wurde das zu vermessende Hautkonstrukt (mASC) in eine Mischung
aus 300 pl PBS, 300 pl Assaylosung und 5 pl Silicon-Antischaummittel (Sigma-Aldrich, D-
Seelze) gegeben, die sich in einem Eppendorf-ReaktionsgefaB befand. Nach der Zugabe
von etwa 600 mg Glasperlen (Durchmesser 0,50-0,75 mm, Retsch, D-Haan) als Mahlhilfe
wurde das Gewebe in einer Schwingmiihle (MM301, Retsch, D-Haan) 10 min lang bei
30 Hz homogenisiert, so dass im Gewebe enthaltenes ATP durch die Assaychemie erfasst
werden konnte. Zur Erfassung eines Signalabfalls durch die starke mechanische Bean-
spruchung wurde eine ATP-haltige Standardlésung mit den oben genannten Mengen an

Reagenzien versetzt und ebenfalls der Schwingmiihlenbehandlung unterzogen.

Aus dem Homogenisat wurden je drei Aliquots zu 100 pl gezogen, die in weiBe 96-
Wellplatten iberfiihrt und im Anschluss nach Zugabe von 100 pl des Assayreagenzes

analog zu dem fiir Monolayer beschriebenen Verfahren vermessen wurden.

In Voruntersuchungen wurde dariiber hinaus der zweischrittige Lumineszenzassay Via-
Light HS (Lonza, B-Vervies) eingesetzt, der demselben Prinzip folgt wie der CellTiter
Glo Assay und vergleichbare Ergebnisse erzeugte. Aufgrund des benutzerfreundlicheren
Einschrittverfahrens wurde jedoch der CellTiter Glo Assay standardmaBig anstelle des
ViaLight HS verwendet.
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3.2.9.2 Kolorimetrischer Assay (MTT-Assay)

Die Erfassung der glycolytischen Aktivitat des zelluldren Materials und damit seines
Metabolisierungsstatus geschah durch die Verwendung von Dimethylthiazolyldiphenylte-
trazoliumbromid (MTT, Sigma-Aldrich, D-Seelze) in 0,5 %-iger wassriger Losung.

Zur Analyse von im Monolayer gewachsenen Zellen wurden diese nach der Passage in
transparente 24-Well-Platten eingesat. Hierzu wurden 100.000 Zellen enthaltende Ali-
qouts der Zellsuspension verwendet, sofern nicht anders angegeben. Nach dreitagiger
Inkubation und vor Erreichen der Konfluenz wurde das Medium abgesaugt und gegen
eine Untersuchungslosung ausgetauscht, die das zu charakterisierende Agenz enthielt.
Bei Anwendung einer Verdiinnungsreihe sowie einer Negativkontrolle (Lésung ohne zu
prifendes Agenz) konnten im Rahmen der spateren Auswertung Parameter wie die 1Cs
(Konzentration, bei der die Vitalitat auf 50 % des Ausgangswertes abfillt) angegeben
werden. Nachdem die das zu untersuchende Agenz enthaltende Losung entfernt und
anhaftende Reste mit salinischem Phosphatpuffer abgespiilt worden waren, konnte der
Zellrasen mit einer Mischung aus MTT-Stamml6sung (100 pl) und Kultivierungsmedium
(900 pl) zwei Stunden lang unter Standardbedingungen inkubiert werden. Im Anschluss
wurde die (iberstehende Losung verworfen, so dass das je nach glycolytischer Aktivitat
mehr oder weniger stark durch das entstehende Formazan blau-violett gefarbte biologi-
sche Material mit einer Lyselosung aufgeschlossen werden konnte. Die Lyselosung setzte
sich zusammen aus Natriumlaurylsulfat (2,73 g), Salzsaure (32-35%-ig; 3,64 g), gerei-
nigtem Wasser (88,18 g) sowie 2-Propanol (905,45 g) [132] und war durch das enthaltene

2-Propanol in der Lage, das schlecht wasserlosliche Formazan in Losung zu bringen.

Die entstandene blau-violette Losung konnte in einem Multiplattenreader mit Monochro-

mator (KC4, BioTek, D-Berlin) bei einer Wellenldnge von 570 nm vermessen werden.

Sollten anstelle von Monolayern organotypische Hautkonstrukte charakterisiert werden,
wurden diese zwei Stunden lang (sofern nicht anders angegeben) in eine 12-Well-Platte
gegeben, die Losungen der zu priifenden Substanz in verschiedenen Konzentrationen ent-
hielt, und nach Abschluss der Inkubation mit salinischem Phosphatpuffer gespiilt. Dieser
Inkubationsschritt konnte entfallen, wenn die zu beantwortende Fragestellung nicht die
Akuttoxizitat einer Substanz beinhaltete. Zur Anfarbung der Konstrukte fand die oben
beschriebene Mischung aus MTT-Stammlésung und Kulturmedium Verwendung, in wel-
cher die Konstrukte zwei Stunden unter Standardkulturbedingungen verblieben um dann
in der MTT-Lyselosung aufgeschlossen zu werden. Nach der Entnahme der entfarbten
Konstrukte konnte die gefarbte Losung wie oben beschrieben in einem Multiplattenreader

vermessen werden.
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3.2.10 Studienaufbau zur Regenerationsmessung am Monolayer

Zur Aufklarung der Frage, ob Untersuchungen am einfachen Monolayer dermaler Zellen
(HDF oder HaCaT) geniigen, um potentiell regenerative Therapieoptionen abzupriifen,
wurden entsprechende Untersuchungen durchgefiihrt, indem die betreffenden Zellarten
unmittelbar nach Passagierung in eine 24-Well-Zellkulturplatte ausgesat wurden (100.000
Zellen je Well) und bis zur Konfluenz im Zellkulturmedium weiterkultiviert wurden. Der
Zeitpunkt des Erreichens der Konfluenz wurde durch Betrachten im Lichtmikroskop be-

urteilt.

Nach Erreichen der Konfluenz wurde der Monolayer einer der folgenden Traumatisie-

rungsoptionen unterworfen:

= Inkubation mit cytotoxischen Agenzien, Konzentration entsprechend der 1C5,. Hier-

zu wurden Diclofenac-Natrium, Natriumlaurylsulfat und Cetrimid verwendet.

» Traumatisierung entsprechend der Methode von Grossman et. al. [75] durch ,,Serum-
Starving", den 48-stiindigen Entzug von Serum (0,1 % statt 10 % im Kultivierungs-
medium, vgl. Abschnitt 2.4.2).

Nach Zusatz verschiedener Konzentrationen (1,0; 0,1 und 0,0 %) von Dexpanthenol als
bekanntermaBen wirksamem Arzneistoff zur Wundheilungsférderung wurde die Vitalitat
des Monolayers durch den MTT-Test quantifiziert und gegen einen nicht traumatisierten
und nicht mit Dexpanthenol behandelten Monolayer verglichen. Die Datenaufnahme

erfolgte 72 h nach Traumatisierung als Sechsfachmessung.

Im Falle des Serum-Starvings wurde wahrend der 48-stiindigen Entzugsphase Dexpan-
thenol in Konzentrationen von 1,0; 0,1 und 0,0% dem serumarmen Medium zugesetzt
und direkt nach der Entzugsphase ebenfalls als Sechsfachmessung gegen einen nicht dem

Serumentzug ausgesetzten Monolayer iber den MTT-Test gemessen.

3.2.11 Studienaufbau zur Evaluation von Arzneistoffen und Arz-

neistoffzubereitungen
3.2.11.1 Aligemeiner Aufbau

Zur Evaluation einer Substanz oder einer Zubereitung hiervon hinsichtlich ihrer wund-
heilungsférdernden Eigenschaften wurde eine Charge miniaturisierter Hautkonstrukte

(mASC) eingesetzt. Zum Nachweis der in Frage stehenden Eigenschaften erschien es



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN 48

Gruppe Traumatisierung anschlieBende Behandlung

+ Verum
B + Placebo
C - Verum
D - Placebo

Tab. 3.4: Zuordnung der vier Studienarme zur jeweils gewahlten Vorgehensweise

ratsam, einen Teil der Konstrukte zwecks Traumatisierung vor Beginn der Untersuchun-
gen mit einer Noxe in Kontakt zu bringen, nach deren Einwirken sich eine Regenerati-
onsphase anschlieBen konnte. Zusatzlich sollten die Daten placebokontrolliert erhoben
werden. Daher wurden die Konstrukte dieser Charge vier Gruppen zugewiesen, die alle
Kombinationen aus Taumatisierung (ja / nein) und Behandlung mit Verum (ja / nein)
abbildeten (Tabelle 3.4). Eine Verblindung der Zuordnung fand aus personellen Griinden
nicht statt.

Als traumatisierendes Agens wurde Natriumlaurylsulfat (SDS) gewahlt. Da das Anspre-
chen der Konstrukte auf SDS von Charge zu Charge schwanken konnte, wurde vor Beginn
der eigentlichen Studie mit 12 Konstrukten ein Vorversuch entsprechend den Ausfiihrun-
gen in Abschnitt 3.2.9.2 durchgefiihrt, um diejenige SDS-Konzentration zu bestimmen,
mit der ein Absinken der Zellvitalitat von 100 % auf ca. 65-75% erreicht werden kann.
Die auf diese Weise bestimmte SDS-Konzentration wurde dann zur Traumatisierung der

hierzu ausgewahlten Konstruktgruppen im Rahmen der eigentlichen Studie eingesetzt.

Zu Beginn der Studie (Tag0) wurden die Konstrukte der Gruppen A und B der SDS-
Traumatisierung, gefolgt von Spiilen mit salinischem Phosphatpuffer, unterworfen, wo-
hingegen die Konstrukte der Gruppen C und D in dieser Zeit lediglich in PBS kulti-
viert wurden. Die Konstrukte wurden im Anschluss auf Transwelleinsidtzen an der Luft-
Medium-Grenze fiir sieben weitere Tage kultiviert. Den Gruppen A und C wurde in dieser
Zeit die Verumbehandlung zur Verfiigung gestellt, wiahrend in den Gruppen B und D ein
korrespondierendes Placebo zum Einsatz kam.

An den Tagen 0, 3 und 7 wurden jeweils acht Konstrukte einer jeden Gruppe dem Trans-
well entnommen; hiervon wurden vier mittels kolorimetrischem Assay (vgl. Abschnitt
3.2.9.2) und vier mittels Lumineszenzassay aufbereitet (vgl. Abschnitt 3.2.9.1). Die Er-
gebnisse der Einzelmessungen wurden getrennt nach jeweiligem Assay ausgewertet und
als relative GroBe in Bezug auf den Mittelwert der Vitalitat der Gruppe D am Tag0
(=100 %) aufgetragen. Eine Signifikanzanalyse schloss sich mittels F- und t-Test an,
die durch das Analyse-Add-On der Microsoft Excel 2007 Software geleistet wurde. Als
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Signifikanzniveau wurden 5% gewahlt bzw. 0,1 % fir ein hochsignifikantes Ergebnis.

3.2.11.2 Dexpanthenol-Studie

Da die verwendeten Zellkulturmedien standardmaBig mit Calciumpantothenat versetzt
waren (im Falle des hier verwendeten MSBM 2% lag die Konzentration bei 3,2 ppm),
welches den aktiven Metaboliten von Dexpanthenol darstellt, war es erforderlich dieses
Medium drei Tage vor Beginn der Studie gegen pantothenatfreies MSBM-PF zu ersetzen
(vgl. Abschnitt 3.2.8.3) um die Moglichkeit einer Beeinflussung des Studienergebnisses

durch Pantothenatsupplemente zu minimieren.

Als Verumbehandlung erhielten Konstrukte der Gruppen A und C ab Tag0 MSBM-PF
als Medium, das 0,1 % Dexpanthenol enthielt, wohingegen die Konstrukte der Gruppen B
und D in nicht supplementiertem MSBM-PF weiter kultiviert wurden. Zusatzlich wurden
weitere Konstrukte in die Gruppe A eingeschlossen, die mit Dexpanthenolkonzentrationen
von 0,05%, 0,25% und 1,0% in MSBM-PF behandelt wurden, um eine zusatzliche

Aussage iiber dosisabhangige Effekte erhalten zu konnen.

3.2.11.3 Epoetin beta-Studie

Zur Herstellung des Verums wurde Epoetin beta aus rekonstituiertem NeoRecormon dem
Kultivierungsmedium (MSBM 2%, vgl. Tabelle 3.2) in einer Konzentration von 15 U/ml
beigemischt. Alle zwei Tage erhielten Konstrukte der Gruppen A und C diese Losung als
Medium. In den Gruppen B und D wurde als Placebokontrolle nicht supplementiertes
MSBM 2% ausgewahlt. Die Dosis fiir Experimente am Hautkonstrukt wurde auf 15U /ml
alle zwei Tage festgelegt, nachdem in ersten Studien von subcutanen systemischen Gaben
von drei mal wochentlich 150 U Epoetin alfa je kg Korpergewicht berichtet worden war
[133], so dass die Auslésung von Effekten im Modell angesichts der Dosis wahrscheinlich

schien.

In einer Variation des im Abschnitt 3.2.11.1 dargestellten allgemeinen Studienablaufs
wurde die Epoetin beta-Studie wiederholt, wobei statt SDS Diclofenac-Natrium als
traumatisierendes Agens gewahlt wurde (Fagron, D-Barsbiittel). Aus organisatorischen
Griinden wurden hier abweichend zum allgemeinen Studienaufbau die Proben an den

Versuchstagen 0, 5 und 7 gezogen.
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Bestandteil Funktion Massenanteil [%]
Hydroxyethylcellulose 250 HX Pharm Gelbildner 3
Glycerol, wasserfrei Isotonisierung 2,4
Wasser fir Injektionszwecke 94,6

Tab. 3.5: Zusammensetzung des Placebo-Hydrogels

3.2.11.4 Becaplermin-Studie

Im Fall des Wachstumsfaktors Becaplermin wurde der Wirkstoff nicht dem Medium bei-
gemischt, sondern als Wirkstoffzubereitung in Form des Fertigarzneimittels auf die Kon-
strukte der Gruppen A und C aufgetragen. Durch Vergleichswagungen konnte hierbei eine
mittlere Auftragemenge von ca. 25 pg Becaplermin je cm? Konstruktoberflache ermit-
telt werden. Als Placebokontrolle fiir die Gruppen B und D fungierte ein wirkstofffreies
Hydrogel (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.5), das zuvor unter Standardbedingungen

durch gesattigten, gespannten Wasserdampf sterilisiert worden war [64, 134].

In allen vier Studiengruppen erfolgte das Auftragen des jeweiligen Hydrogels zweitéglich.

3.2.11.5 Hydrogel-Studie

Das in der Becaplermin-Studie als Placebo verwendete Hydrogel (Zusammensetzung sie-
he Tabelle 3.5) wurde ebenfalls hinsichtlich seiner regenerationsférdernden Eigenschaften
untersucht und nahm in dieser Studie daher den Platz des Verums ein, das alle zwei Ta-
ge auf die entsprechenden Konstrukte zu applizieren war. Als Placebokontrolle kam kein
Gel zum Einsatz, vielmehr wurde hier unter Standardbedingungen in MSBM 2% weiter

kultiviert.



Kapitel 4

Versuchsergebnisse und Diskussion

4.1 Proliferationsuntersuchungen

4.1.1 Bestimmung der Proliferation der kultivierten Zellarten

Aus den in der Abbildung 4.1 dargestellten Proliferationsverlaufen lieBen sich die Gene-
rationszeiten der betrachteten Zellarten bestimmen. Fiir die HaCaT-Zellen wurde mit
einem auf die HaCaT-Kultivierung optimierten Zellkulturmedium eine Generationszeit
von 0,9 Tagen ermittelt, was mit fritheren Untersuchungen ibereinstimmte [8]. Die ent-
sprechenden serumfrei kultivierten Priméarzellen benétigten zur Zellteilung mit 1,1 Tagen
einen etwas langeren Zeitraum. Die Fibroblasten benétigten wie die HaCaT-Zellen eben-
falls nur 0,9 Tage, was bestatigte, dass Fibroblasten in Kokultur mit (primaren) Kerati-

nocyten diese tiberwuchen konnen.

Ermittelte man parallel dazu an jeweils 3000 Zellen in einem Vierfachexperiment die
Vitalitat der einzelnen Zellarten mittels des ATP-Assays, so erhielt man eine Reihung, die
sich mit den Ergebnissen aus der Proliferationsuntersuchung deckte: Wahrend HaCaT-
Zellen und HDF-Zellen etwa tber die gleiche Menge ATP verfligten und daher gleich
stoffwechselaktiv waren (24.478 + 2.100 RLU (Relative Lumineszenzeinheiten, Angabe
als Mittelwert £ Standardabweichung) bzw. 26.481 + 399 RLU), konnte den serumfrei
kultivierten primaren Keratinocyten erwartungsgemaB ein geringerer Wert zugeordnet
werden, der fiir die niedrigere Stoffwechselrate sprach (8.624 + 1.530 RLU).

51
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Abb. 4.1: Zellproliferation von primiren humanen Keratinocyten (PHK), humanen dermalen Fibroblas-
ten (HDF) und von Zellen der HaCaT-Linie Giber einen Zeitraum von 2 Wochen

4.1.2 \Vollfaktorieller Versuchsplan zur Optimierung der Prolife-
ration der HaCaT-Zelllinie

Nach Kalkulation aller Generationszeiten (vgl. Tabelle 4.1) und der daraus resultierenden
Haupteffekte sowie der Standardabweichung (vgl. Tabelle 4.2) konnte ermittelt werden,
dass die Veranderung der genutzten Serumcharge wahrscheinlich den Abfall der Zelltei-
lungseffizienz hervorgerufen hatte. Durch die Auswahl eines geeigneteren Serums lieB sich
die Generationszeit wieder um 0,88 Tage verkiirzen. Dass dennoch ausnahmslos langere
Generationszeiten als bei den in Abschnitt 4.1.1 dargestellten Ergebnissen erzielt wur-
den, lieB sich durch unterschiedliche Medienchargen bzw. verschiedene Medienhersteller

erklaren.

Die Verwendung eines Passagierungsreagenzes eines anderen Herstellers hatte nur einen
tendenziellen Einfluss auf die Generationszeit, da der Wert fiir den Haupteffekt mit 40,54
Tagen noch unter dem Dreifachen der Standardabweichung lag. Durch eine Wiederho-
lung des Experiments konnte hier ggf. eine weiterfiihrende Aussage getroffen werden.
Die verkiirzte Inkubationszeit blieb ohne Einfluss auf die Generationszeit, so dass ohne

Leistungsverlust eine Variation der Inkubationszeit moglich blieb.
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Tab. 4.1: Erhaltene Verdopplungszeiten aus dem vollfaktoriellen Versuchsplan; fiir die Zuordnung der
Versuche vgl. Tabelle 3.1

| Faktor | Einfluss auf Generationszeit [d] | Stabw. [d] |
Serumcharge (Biochrom) -0,880 * 40,246
EDTA-Hersteller (Biochrom) +0,540 +0,246
EDTA-Inkubationsdauer (5 min) -0,185 +0,246

Tab. 4.2: Berechnung der Haupteffekte unter Angabe der Standardabweichung; positiver Zahlenwert
= Verlangerung der Generationszeit um die angegebene Zeit; negativer Zahlenwert = Verkiirzung der
Generationszeit; (x)= signifikanter Effekt

Aus Abbildung 4.2, in der die beiden verwendeten Serumchargen farblich unterschiedlich

gekennzeichnet wurden, lieB sich der Einfluss des Serums ebenfalls erkennen.

Fir das weitere Vorgehen lieB sich ableiten, dass beim notwendigen Wechsel von Serum-
chargen diese einem Screening in Form einer Proliferationsuntersuchung unterworfen
werden sollten, um fiir den jeweiligen Zellstamm optimale Wachstumsbedingungen zu
schaffen. Wegen der unter Umstanden stark schwankenden Zusammensetzung tierischen

Serums wird diese Vorgehensweise auch in der Literatur empfohlen [68].
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Abb. 4.2: Darstellung aller Zdhlversuche des Versuchsplans incl. der Kontrollen; schwarze Symbole =
Verwendung von Biochrom-FCS; rote Symbole = Verwendung von Fertigmedium Ready-Mix; fir die
Zuordnung der Legendensymbole vgl. Tabelle 3.1
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Medium Mittelwert [mosmol/kg] Stabw. [mosmol/kg]
MSBM-PF 328 2
MSBM-PF mit 0,1 % Dexpanthenol 329 1
MSBM-PF mit 1,0 % Dexpanthenol 351 2

Tab. 4.4: Osmolalitdten von Kultivierungsmedien fiir Regenerationsuntersuchungen; n=4.
4.2 Osmolalitatsmessungen

Fir die Kultivierungsmedien, die in den Regenerationsuntersuchungen verwendet wurden,

konnten die in Tabelle 4.4 ausgewiesenen Osmolalitaten ermittelt werden.

Bereits das fertig aliquotierte Medium stellte sich als leicht hyperton heraus, so dass
der weitere Zusatz von Dexpanthenol einen limitierenden Faktor fiir das Zellwachstum
darstellen konnte. Wahrend dies bei einem 0,1 %-igen Zusatz praktisch nicht feststellbar
ist, bedeutete eine Supplementierung des Kultivierungsmediums mit 1% Dexpanthenol

bereits eine Zunahme um 23 mosmol /kg.

Eine Alternative zur Erreichung hoherer Supplementkonzentrationen ohne den Verlust
an Zellvitalitdt aufgrund von zu hypertonen Medien in Kauf nehmen zu mussen stell-
te die Verwendung hypotoner Medien dar, die dann mit entsprechenden Konzentratio-
nen an Supplementen auf isotone Werte eingestellt werden konnten. Im Rahmen einer
Wahlpflichtarbeit konnte gezeigt werden, dass HaCaT-Zellen und Fibroblasten hypo-
tone Medien tolerierten und in diesen proliferierten, so dass aufgrund des geringeren
Nahrstoffangebotes bei einem regelmaBigen Medienwechsel keine Einschrankungen zu

erwarten waren [135].

4.3 Regenerationsversuche am Monolayer

Die in der Abbildung 4.3 ausgewiesenen Resultate demonstrierten deutlich, dass durch ei-
ne Supplementation mit Dexpanthenol iiber einen Zeitraum von drei Tagen kein positiver
Effekt auftrat, wenn eine Traumatisierung mit Natriumlaurylsulfat in einer Konzentration
entsprechend der 1C5y vorangegangen war. Sowohl bei Monolayern, die aus immortali-
sierten Keratinocyten aufgebaut waren, als auch bei solchen, die durch Fibroblasten
aufgebaut waren, nahmen tendenziell mit zunehmenden Dexpanthenolkonzentrationen

die Vitalitatswerte ab. Fir die Fibroblasten schien sich unter den Versuchsbedingungen
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Abb. 4.3: Vitalitatsuntersuchungen an Monolayern nach Traumatisierung mittels SDS und Inkubation
mit Dexpanthenol; Referenz = nicht traumatisierter Monolayer; links: HaCaT-Zellen; rechts: HDF-Zellen
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Abb. 4.4: Vitalitadtsuntersuchungen an Monolayern nach Traumatisierung mittels Diclofenac-Natrium

und Inkubation mit Dexpanthenol; Referenz = nicht traumatisierter Monolayer; links: HaCaT-Zellen;
rechts: HDF-Zellen

eine geringere Neigung zur Regeneration des traumatisierten Monolayers zu zeigen, da
die Vitalitatswerte deutlicher hinter die Referenz zurlickfielen, als dies bei den Keratino-
cyten der Fall war.

Fir die Traumatisierungsversuche mit Diclofenac-Natrium ergab sich ein ahnliches Bild
(vgl. Abbildung 4.4), nachdem auch fiir Diclofenac eine Konzentration entsprechend der
IC50 eingesetzt worden war: Wahrend sich im Fall der Untersuchungen an Keratinozyten
wiederum ein Zusammenhang von héheren Dexpanthenolkonzentrationen mit niedrige-
ren Vitalitdtswerten manifestierte, schienen fiir Fibroblasten verschiedene Arzneistoff-
konzentrationen auf dem hier gewahlten Traumatisierungsweg mit der Vitalitat in keiner
Korrelation zu stehen. Tendenziell erreichten die Fibroblastenkulturen in diesem Versuch

allerdings hohere Vitalitatswerte als nach Traumatisierung mit Natriumlaurylsulfat.

Cetrimid schadigte Fibroblastenkulturen nachhaltiger als Natriumlaurylsulfat und Diclofe-
nac-Natrium (vgl. Abbildung 4.5); dies war tendenziell auch fiir die Keratinocytenkulturen

zu beobachten. Ubereinstimmend mit den zuvor besprochenen Versuchsreihen konnten
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Abb. 4.5: Vitalititsuntersuchungen an Monolayern nach Traumatisierung mittels Cetrimid und Inku-

bation mit Dexpanthenol; Referenz = nicht traumatisierter Monolayer; links: HaCaT-Zellen; rechts:
HDF-Zellen
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Abb. 4.6: Vitalititsuntersuchungen an Monolayern nach Traumatisierung mittels Serumentzug und

Inkubation mit Dexpanthenol; Referenz = nicht traumatisierter Monolayer; links: HaCaT-Zellen; rechts:
HDF-Zellen

regenerative Effekte an den Monolayern durch die Gabe von Dexpanthenol ebenfalls nicht
beobachtet werden.

Die Ubertragung der Methode von Grossman et al. [75] auf Monolayer ergab keine Vor-
teile fir die Dexpanthenolsupplementation (vgl. Abbildung 4.6). Besonders auffallig war
hierbei der Abfall der Vitalitdt nach Dexpanthenolsupplementation in den Fibroblasten-
monolayern. Jedoch zeigte sich auch im Falle der Keratinocytenkulturen ein schwach

ausgepragter Zusammenhang zwischen erhohten Dexpanthenolgaben und fallenden Vi-
talitatswerten.

Zusammenfassend blieb festzustellen, dass es trotz Verwendung vier unterschiedlicher
Traumatisierungsverfahren mit diesem Modell nicht gelungen war in Zellmonolayerkul-
turen von humanen dermalen Fibroblasten oder Keratinocyten klinisch relevante Effekte
von Dexpanthenol abzubilden. Zwar war es nicht auszuschlieBen, dass aufgrund von os-

motischen Gegebenheiten die 1%-ige Supplementierung (berdosiert war und toxische
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Effekte liberwogen; dies konnte jedoch nicht erkldren, aus welchem Grund auch in der

niedrigeren Dosierung keine Effekte erkannt wurden.

Daher musste das einfacher als das organotypische Hautkonstrukt aufzubauende Mono-
layersystem als nicht geeignet klassifizert werden mogliche wundheilungsfordernde Wirk-
stoffe auf ihre regenerativen Eigenschaften hin abzupriifen. Die Testung von Wirkstoff-
zubereitungen ware mit Monolayerkulturen ohnehin nur eingeschrankt moglich, da ein
Auftragen direkt auf die Kultur im Unterschied zum Hautaquivalent nicht praktikabel
ist und allenfalls wassermischbare oder in Wasser dispergierbare Systeme prinzipiell einer

Analyse zuganglich sind.

4.4 Charakterisierung von Hautadquivalenten

4.4.1 Organotypische Hautadquivalente

Zur Uberpriifung der Vergleichbarkeit der hier eingesetzten organotypischen Hautiqui-
valenten mit denen aus Vorgangerarbeiten wurde der Arzneistoffflux fiir Ibuprofen aus

Ibutop Creme mittels Permeationsuntersuchungen quantifiziert.

Die Darstellung der kumulierten permeierten Arzneistoffmenge gegen die Zeit findet sich
in Abbildung 4.7. Eine lag-Time war nicht festzustellen. Aus dem linearen Anstieg der
Beziehung zwischen permeierter Arzneistoffmenge und der Zeit wurde ein Arzneistoffflux
von (2,640, 3)-107%—%— ermittelt. Im Vergleich zu den Literaturangaben ((3,8+0,6)-

cm?-s

10_8(%’%2'5, [8]) ergab sich fiir das gleiche Fertigarzneimittel ein geringfiigig kleinerer
Flux, der auf eine vergleichbar gute bis etwas starker ausgepragte Barriereeigenschaft
hinwies. Daher ergaben sich keine Indizien, die eine Vergleichbarkeit der kultivierten

Hautdquivalente mit Hautaquivalenten aus fritheren Untersuchungen in Frage stellten.

4.4.2 Miniaturisierte organotypische Hautaquivalente

Exemplarisch wurden auch miniaturisierte organotypische Hautaquivalente (mASC) einer
Charakterisierung durch histologische Schnittbilder unterzogen, obwohl mASC fiir die
Verwendung in zellbasierten Assays intendiert waren und in allen anderen Fallen klassische
organotypische Hautdquivalente (ASC) ihrer GroBe und besseren Handhabbarkeit wegen

fur histologische Fragestellungen Verwendung fanden.

Die Charakterisierung der mASC erschien notwendig um sicherzustellen, dass auch im

kleineren MaBstab eine vergleichbare Morphologie im Epidermisaquivalent wie bei den
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Abb. 4.7: Kumulierte permeierte Ibuprofen-Menge durch organotypische Hautdquivalente; dargestellt
als Mittelwerte + Standardabweichung

bereits charakterisierten ASC erreicht werden konnte. In Abbildung 4.8 ist der Schnitt
durch ein mASC im Anschluss an die vierwochige Kultivierungsphase dargestellt.

Ahnlich zu klassischen organotypischen Hautiquivalenten (vgl. hierzu auch Abbildung
4.13A) zeichneten sich auch die miniaturisierten Hautaquivalente durch einen geordneten
Epidermisaufbau aus, der zwar nicht die Verhornung der humanen Epidermis nachstellen
konnte, dessen Zellen sich jedoch partiell abgeflacht haben und damit Hinweise auf eine
beginnende Differenzierung lieferten. Deutlich erkennbar war der mehrschichtige Aufbau,
hier mit etwa 6-9 Zelllayern. Die epidermale Schicht saB dem Dermisaquivalent auf, in
dessen praktisch nicht angefarbter Kollagenmatrix die spindelférmige Morphologie der

anwesenden Fibroblasten erkennbar war.

4.5 Dexpanthenol-Metabolisierung

Die Resultate des Dexpanthenol-Metabolisierungsexperimentes an organotypischen Haut-

aquivalenten sind in Tabelle 4.5 dargestellt.

Nach Supplementation des pantothensaurefreien Zellkulturmediums MSBM-PF mit 1 mg
Dexpanthenol je ml Medium wurden durch HPTLC-Densitometrie 1021,5 pg/ml wieder-

gefunden; die Abweichung zu den theoretisch zu erwartenden 1000 pg/ml lag im Bereich
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Abb. 4.8: mASC im mit Toluidinblau angefarbten Schnittbild

Probe Konz. PS [pg/ml] Konz. DP [pg/ml] Wiederfindung DP [%]
MSBM-PF Tag 0 0,0 1021, 5 100
MSBM-PF Tag 3 0,0 1012,5+ 2,2 99,1

ASC Tag 3 0,0 623,0 £ 23,7 61,0
ASC-SF Tag 3 0,0 804,9 £ 58,0 78,9
ASC-NV Tag 3 0,0 951, 7+ 4,4 93,2

Tab. 4.5: Durch HPTLC-Densitometrie gemessene Konzentrationen an Pantothensiure (PS) und
Dexpanthenol (DP) in mit Dexpanthenol supplementiertem Medium, angegeben als Mittelwert + Stan-
dardabweichung, n=4.
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der Messungenauigkeit, so dass eine Interaktion der Messmethode mit den Bestand-
teilen des Zellkulturmediums als unwahrscheinlich anzusehen war. Die bestimmte Kon-
zentration wurde zu 100 % gesetzt. ErwartungsgemaB konnte keine Pantothensiure als

Intermediat gefunden werden.

Da nach drei Tagen unter Kulturbedingungen der Dexpanthenolgehalt im zellfreien Me-
dium nur auf 99,1 % abgefallen war und sich weiterhin keine Pantothensaure detektieren
lieB, konnte von der chemischen Stabilitdt des Analyten im Rahmen des experimentellen

Versuchsaufbaus ausgegangen werden.

Wurde die Losung hingegen zusammen mit einem vitalen organotypischen Hautkonstrukt
(ASC) tiber die Versuchsdauer hinweg betrachtet, so stellte sich ein deutlich reduzierter
Gehalt an Dexpanthenol ein, da nur 61,0 % der Ausgangskonzentration an Dexpanthenol
wiedergefunden werden konnten. Da sich das Intermediat Pantothensaure erneut nicht
nachweisen lieB, lag der Schluss nahe, dass das vitale ASC in der Lage war Dexpanthenol
zu verstoffwechseln. Hierbei kam es jedoch nicht zu einer Sezernierung des Metaboliten
Pantothensaure in das umgebende Medium hinein; vielmehr musste von einem intrazel-
luldren Gebrauch des Metaboliten z. B. durch Synthese von Acetyl-CoA ausgegangen

werden.

Diese Annahme lieB sich dadurch erharten, dass fiir solche Hautaquivalente, die unter
serumfreien Bedingungen geziichtet worden waren und niedrigere Stoffwechselumsatze
aufwiesen (ASC-SF), eine geringere Umsatzrate fir Dexpanthenol bestimmt wurde, da
in diesen Proben nach drei Tagen noch 78,9 % der Ausgangskonzentration an Dexpan-
thenol feststellbar waren. Das AusmaB des Abbaus von Dexpanthenol schien also mit der

metabolischen Aktivitat der Hautaquivalente zu korrelieren.

In Proben mit Hautdquivalenten, die keine metabolisch aktiven Zellen mehr beinhal-
teteten (ASC-NV), fiel die Dexpanthenolkonzentration auf 93,2 % des Ausgangswertes
am Tag 0 ab. Zwar sank der Dexpanthenolgehalt starker als in den Kontrollproben, die
ausschlieBlich Medium und Dexpanthenol enthielten (MSBM-PF; -0,9 % versus -6,8 %),
dennoch war klar ersichtlich, dass der in den Proben ASC und ASC-SF festzustellende
Gehaltsabfall nicht in erster Linie auf Effekte wie Verdiinnungs- oder Verteilungsvor-
gange bzw. Adsorption an Kollagen oder durch Kollagen katalysierte Abbauvorgange
zuriickzufiihren war. Wesentlich wahrscheinlicher erschien eine Verstoffwechslung durch
die vitalen Zellen der eingebrachten Hautaquivalente. Somit erschien es sinnvoll das Re-
generationsmodell ,organotypisches Hautaquivalent” mit dem bekanntermaBen wund-
heilungsfordernden Wirkstoff Dexpanthenol zu evaluieren, da von dessen Verwertbarkeit

durch die Konstrukte auszugehen war.
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4.6 Evaluierung des Regenerationsmodells organoty-

pisches Hautaquivalent

Um die prinzipielle Eignung des organotypischen Hautaquivalents als Regenerationsmo-
dell analysieren zu koénnen, wurden mit Dexpanthenol und Becaplermin-Hydrogel ein
Wirkstoff sowie eine Wirkstoffformulierung in die Untersuchungen miteinbezogen, deren

regeneratives Potential unter klinischen Bedingungen bekannt war.

4.6.1 Ermittlung der IC;; zur Herstellung der traumatisierenden
SDS-L6sung

Vor der eigentlichen Untersuchung wurde die 1C5q fiir die in der jeweiligen Untersuchung
zu verwendende Charge an mASC evaluiert. Die Ergebnisse sind exemplarisch fiir eine
Charge graphisch in Abbildung 4.9 dargestellt. Fiir die hier dargestellte Charge wurde die
IC50 bei einer SDS-Konzentration von 230 pg/ml ermittelt. Um keine irreparable Trau-
matisierung zu induzieren wurde jedoch eine geringere Konzentration an SDS vorgewahlt,
so dass noch etwa 75-65 % Restvitalitat nach Inkubation mit der SDS-Lésung zu erwar-
ten waren. Im vorliegenden Fall wurde die Traumatisierungslésung daher auf 200 pg/ml
eingestellt. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen befanden sich
stets in einem Bereich von 100-200 pg/ml. Diese Bandbreite ging auf die trotz dhnli-
cher morphologischer Merkmale festzustellende Chargenvariabilitdt der Hautaquivalente

zuriick.

4.6.2 Alterungsstabilitat

Es musste gewahrleistet sein, dass die verwendeten Hautdquivalente lber den Untersu-
chungszeitraum hinweg eine fiir die Messungen ausreichend groBe Vitalitat aufwiesen.
Ideales Verhalten der Konstrukte hatte eine gleichbleibende Vitalitat tber den zeitlichen
Verlauf des Experimentes (1 Woche nach Abschluss der Konstruktkultivierung) voraus-
gesetzt. In Abbildung 4.10 sind die Ergebnisse einer einwochigen Kultivierung unter
Standardbedingungen im Anschluss an die vierwdchige Kultivierungsdauer der Hauta-
quivalente dargestellt. Um eine hohere Aussagekraft der (iber den MTT-Test ermittelten
Daten zu erreichen, wurden zur Bestimmung jedes Datenpunktes 9-10 Hautdquivalente

eingesetzt.

Wahrend einer Periode von sieben Tagen war kein Abfall der Vitalitat erkennbar. Durch

die Zunahme der Vitalitdt und auch deren Standardabweichung im zeitlichen Verlauf ver-
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Abb. 4.9: Ermittlung der ICsgeiner beispielhaften Charge von Hautdquivalenten iiber den MTT-Test;
Vitalitit einer Positivprobe ohne SDS = 100 %
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Abb. 4.10: Alterungsstabilitat der Hautiquivalente iiber 7 Tage im Anschluss an ihre Fertigstellung;

Vitalititsdaten aus dem MTT-Test, n=9-10 je Datenpunkt, Vitalitit am Tag 0 = 100 %



KAPITEL 4. VERSUCHSERGEBNISSE UND DISKUSSION 64

500,00%

400,00%

300,00%

Vitalitat

200,00%

100,00% -

0,00% -

Zeit [d]

M PBS/PLAC M PBS/D0,1% SDS/PLAC ®SDS/D1,0% mSDS/D0,25% mSDS/D0,1% ®5SDS/DO,05%

Abb. 4.11: Zeitlicher Verlauf der Vitalitat in der Dexpanthenol-Studie bei Auswertung iiber MTT. Keine
Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit SDS (SDS); Placebogruppen (PLAC), Verumgrup-
pen (D) mit Konzentrationsangaben fiir Dexpanthenol, n=4 fiir jeden Datenpunkt, (x) = P<0,05.

hielten sich die Konstrukte jedoch nicht idealtypisch. Die zeitliche Entwicklung konnte
auf eine noch vorhandene Proliferationsrate im Epidermisdquivalent des Hautkonstruk-
tes zuriickgefiihrt werden, die sich in einer Vitalitatssteigerung von 28 % manifestierte.
Da weder ein deutlicher Vitalitatsverlust noch ein Absterben der Hautdquivalente de-
tektiert wurde, konnte dennoch die prinzipielle Eignung des Modells in Bezug auf die

Kultivierbarkeitsdauer bejaht werden.

4.6.3 Dexpanthenol-Studie
4.6.3.1 MTT-Test

Zur Feststellung einer moglichen Dosisabhangigkeit der Dexpanthenol-induzierten Effekte
wurden in derjenigen Charge, deren Auswertung tber den MTT-Test vollzogen wurde,
Dexpanthenol-Konzentrationen zwischen 0,05 % und 1 % nach Exposition gegeniiber der
traumatisierenden SDS-L6sung evaluiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.11 und in
Tabelle 4.6 dargestellt; dabei entsprechen 100 % der Vitalitat eines nicht traumatisierten
Konstruktes zu Beginn der Untersuchung.

Im Verlauf der Kultivierung der nicht traumatisierten und nicht mit Dexpanthenol be-
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Gruppe Tag O Tag 3 Tag 7
PBS 100+12 185416 396472 %
PBS/D 0,1% 197415  239+23
SDS 44+4 93421 95455
SDS/D 1,0% 46+11 30+10
SDS/D 0,25 % 74+18 40+5
SDS/D 0,1% 118+11 158+46 f
SDS/D 0,05 % 78+7 51+14

Tab. 4.6: Werteblatt zur Abbildung 4.11; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der nicht
traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0; (D) = Dexpanthenolzusatz in angegebener Konzentration; (%)

= signifikant verschieden von der korrespondierenden Verumbehandlung; (1) = signifikant verschieden
von SDS/D 1,0%, 0,25 % und 0,05 %; P<0,05.

handelten Konstrukte stellten sich steigende Vitalitatswerte ein, die zwar in der Tendenz
mit den Ergebnissen zur Alterungsstabilitat ibereinstimmten (vgl. Abschnitt 4.6.2), die
sich jedoch im AusmaB der Vitalitdtszunahme von den zuvor an einer anderen Charge
ermittelten Werten unterschieden, da nach einer Woche etwa das Vierfache der Aus-
gangsvitalitdt erreicht wurde, was fiir eine starkere Proliferationsneigung in den hier
untersuchten Hautaquivalenten sprach. Neben unterschiedlichen Medienchargen wurde
im Unterschied zum hier besprochenen Experiment bei der Ermittlung der Daten zur
Alterungsstabilitat ein pantothensdurehaltiges Standardmedium verwendet. Dies konnte
neben prinzipiellen Unterschieden zwischen einzelnen Chargen auch einen Beitrag zur
Differenz der beiden Versuchsreihen geliefert haben. Da auch in der hier vorgestellten
Reihe kein Absterben der Kontrollgruppe stattfand, konnte trotz der Chargenvariabilitat

von einer Aussagekraft der Daten ausgegangen werden.

Diejenige Gruppe von Hautaquivalenten, die nicht traumatisiert wurde, jedoch mit dem
Verum, einer 0,1 %-igen Dexpanthenolkonzentration im Medium, weiterbehandelt wurde,
trug erwartungsgemaB keinen Nutzen aus der Supplementation davon. Wahrend nach
drei Tagen noch keine Unterscheidung im Messignal der beiden nichttraumatisierten
Gruppen moglich war, stellte sich nach einer Woche ein signifikanter Unterschied ein, der
einen Nachteil fiir eine Inkubation mit Dexpanthenol ohne vorangehende Traumatisierung
bedeutete.

Traumatisierte Hautdquivalente zeichneten sich zu Beginn der Untersuchung duch eine
in etwa halbierte Vitalitdt gegeniiber den nicht traumatisierten Hautaquivalenten aus.
Der Unterschied zur Kontrollgruppe war signifikant. Zwar fiel die Schadigung durch

SDS damit starker aus, als es mit der verwendeten SDS-Konzentration intendiert war.
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Dennoch konnten sich einzelne Subgruppen der Studie nach Traumatisierung im Verlauf
der Studie wieder dem Ausgangswert von 100 % Vitalitat annidhern oder diesen Wert
sogar ibertreffen (SDS/PLAC nach 3 und 7 Tagen sowie SDS/D0,1 % nach ebenfalls 3
und 7 Tagen). Es konnte daraus abgeleitet werden, dass auch nach entsprechend starken
Traumatisierungen von Konstrukten prinzipiell noch die Moglichkeit zur Regeneration
bestand.

Wourde nach Traumatisierung kein Dexpanthenol verwendet, regenerierte sich das Kon-
strukt folglich dennoch, so dass sich zur mit 0,1 % Dexpanthenol supplementierten Grup-
pe nur tendenzielle Unterschiede ausmachen lieBen, die hinter der statistischen Signifi-
kanz zuriick blieben. Von Interesse war jedoch, dass in der mit Dexpanthenol nachbe-
handelten Gruppe nach drei Tagen tendenziell und nach sieben Tagen auch signifikant
zwischen der 0,1 %-igen Supplementierung und allen anderen Supplementkonzentratio-
nen differenziert werden konnte. Die 1 %-ige Konzentration bewirkte einen Abfall in der
Zellvitalitat, der vermutlich mit den osmotischen Effekten dieser Wirkstoffkonzentration
in Verbindung stand (vgl. Abschnitt 4.2). Die Ursache fiir den Abfall der Vitalitat in
Konzentrationen, die kleiner als 0,1 % waren, blieb unklar: Zwar erschien es plausibel,
dass geringere Wirkstoffkonzentrationen eines regenerativen Wirkstoffes kleinere Vitali-
tatswerte hervorriefen, jedoch sollten dann fiir diese geringeren Konzentrationen keine
Nachteile gegeniiber einer Dexpanthenol-freien Kultivierung erwartet werden, wie sie hier

festgestellt wurden.

4.6.3.2 ATP-Test

Zur Untermauerung der Ergebnisse wurde die Studie mit einer neuen Konstruktcharge
wiederholt und (iber einen zweiten Vitalitdtsassay, den ATP-Assay, abgesichert, indem
in den mit Dexpanthenol behandelten Gruppen eine Konzentration von 0,1 % Wirkstoff
ausgewahlt wurde. Die Resultate konnen der Abbildung 4.12 sowie der Tabelle 4.7 ent-
nommen werden. Wiederum entsprechen 100 % einer Vitalitat eines nicht traumatisierten

Konstruktes zu Beginn der Untersuchung.

Die Traumatisierung zu Beginn der Studie fiihrte zu einem Vitalitatsverlust von 31 % ge-
genlber den nichttraumatisierten und in salinischem Phopsphatpuffer inkubierten Haut-
aquivalenten. Der Vitalitatsunterschied war signifikant und lag bei dieser Charge im
Bereich des intendierten SchadigungsausmaBes. Drei Tage nach Beginn der Untersu-
chungen zeigte sich in der nichttraumatisierten und nicht behandelten Kontrollgruppe
ein Vitalitatsanstieg. Dies konnte sich erneut lber eine Proliferation im Epidermisaquiva-
lent erklaren lassen. Allerdings fiel die Vitalitat im Unterschied zu den mittels MT T-Assay

erhobenen Daten am siebten Tag der Untersuchung wiederum ab. Anders als die fiir den
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Abb. 4.12: Zeitlicher Verlauf der Vitalitdt in der Dexpanthenol-Studie bei Auswertung iiber ATP-Assay.
Keine Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit SDS (SDS); Verumgruppen (Dexpanthenol)
behandelt mit 0,1 % Dexpanthenol, n=4 fiir jeden Datenpunkt, (x) = P<0,05; (»x) = P<0,001.

Gruppe Tag O Tag 3 Tag 7
PBS 100+15  429+38 180+79
PBS/Verum 458+88 23947
SDS 69+22 138422 8+4
SDS/Verum 200459 % 17745 %«

Tab. 4.7: Werteblatt zur Abbildung 4.7; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der nicht
traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0; (x) = signifikant verschieden von der korrespondierenden
Verumbehandlung (P<0,05); (%x) = hochsignifikant verschieden von korrespondierender Placebobe-

handlung (P<0,001).



KAPITEL 4. VERSUCHSERGEBNISSE UND DISKUSSION 68

MTT-Assay verwendete Charge schien die hier in die Untersuchung eingebundene Charge
bereits nach sieben Tagen das Ende der moglichen Kultivierungsdauer erreicht zu ha-
ben, was sich in sinkenden Vitalitatswerten durch Zelluntergang und / oder durch eine
Einstellung der Proliferation ausdriickte, in deren Folge der Zellmetabolismus herunter

reguliert worden war.

Da die relative Konstruktvitalitat an diesem Datenpunkt (Kontrollgruppe nach sieben
Tagen) immer noch 180 % betrug und der Zellstoffwechsel trotz abnehmender Vitalitat
nicht zum Erliegen gekommen war, lagen keine Anhaltspunkte vor, die gegen eine Aus-
sagefahigkeit der erhobenen Daten sprachen. Dennoch blieb als Ergebnis festzuhalten,
dass Konstruktchargen, die sich weder in ihren Kulitivierungsparametern (Proliferati-
on der eingesetzten Zellen, Kultivierungstechnik, Medien- und Serumchargen) noch in
ihrem duBeren Erscheinungsbild unterschieden, eine Chargenvariabilitdt aufweisen konn-
ten, die sich im zeitlichen Verlauf der Vitalitat ausdriickte. Daher erschien es sinnvoll fiir
die folgenden Studien das Abpriifen von Fragestellungen an einer einzelnen Charge von

Konstrukten vorzunehmen.

Unter Einbeziehung der mit Dexpanthenol behandelten nicht traumatisierten Hautaqui-
valentgruppe ergab sich, dass die Vitalitdtswerte statistisch nicht signifikant von den-
jenigen der Kontrollgruppe abwichen. Insoweit wurden die Erwartungen gestiitzt, dass
sich kein Vorteil einer Dexpanthenolsupplementation ohne vorherige Traumatisierung
einstellen wiirde. Nach sieben Tagen resultierte - unter Beriicksichtigung der Standard-
abweichungen - nur eine Tendenz (P ~ 0, 05), die fiir eine Favorisierung der Dexpanthe-
nolgabe sprach, wahrend sich im MT T-Assay noch ein statistisch nachweisbarer Nachteil
durch die Dexpanthenolsupplementierung ergeben hatte. Wahrscheinlich beruhte dieser
Befund auf den unterschiedlichen intrazelluldren Zielstrukturen, die durch die beiden

verschiedenen Assays adressiert wurden.

Wahrend die im MTT-Assay ausgewertete Kontrollgruppe der dort benutzten Hautaqui-
valentcharge nach drei Tagen ihre Vitalitat verdoppelt und nach sieben Tagen wiederum
etwa verdoppelt hatte auf das Vierfache der urspriinglichen Vitalitat, erreichte die Kon-
trollguppe im ATP-Assay schon nach drei Tagen das in etwa Vierfache (429 %) der
Ausgangsvitalitat. Dies konnte als eine anfanglich starkere Neigung zur Proliferation der
im ATP-Assay benutzten Charge sprechen. Infolge dieses iiberschieBenden Vitalitatszu-
wachses konnte sich die folgende Depletion des intrazellularen Pantothensaurespiegels
dann in einer raschen Begrenzung der weiteren Proliferation ausgewirkt haben, so dass
nach sieben Tagen eine Herunterregulierung des Stoffwechsels erfolgte und die Dexpan-
thenolgabe tendenzielle Vorteile bieten konnte. Diese Hypothese kann zwar nicht den
sich im MTT-Assay ergebenden Nachteil aus der Dexpanthenolsupplementation erkla-

ren, der sich fiir nicht traumatisierte Hautdquivalente einstellte, unterstreicht aber die



KAPITEL 4. VERSUCHSERGEBNISSE UND DISKUSSION 69

Forderung nach Verwendung einer einzelnen Charge fiir die jeweilige Fragestellung.

Im ATP-Assay stellten sich in der Gegeniiberstellung der beiden traumatisierten Hauta-
quivalentegruppen nach drei Tagen signifikante und nach sieben Tagen sogar hochsigni-
fikante Unterschiede ein. Eine 0,1 %-ige Supplementierung mit Dexpanthenol bedeutete
einen statistisch belegbaren Vorteil fiir diejenigen Hautaquivalente, die einer vorherigen
Traumatisierung unterzogen worden waren. In der traumatisierten und nicht mit Verum
behandelten Gruppe fielen die Vitalitatswerte auf nahezu 0% ab, was einen Untergang

der lebensfahigen Zellen in den untersuchten Konstrukten nahelegte.

Zusammenfassend lasst sich fiir MTT- und ATP-Test sagen, dass sich die klinischen
Effekte von Dexpanthenol am In-vitro-Experiment mittels Hautdquivalent reproduzieren
lieBen, sofern die Hautdquivalente zuvor mit SDS (hier: 200 pg/ml) inkubiert worden
waren und gleichzeitig Dexpanthenol in einer Konzentration zugesetzt wurde, die an die
osmotischen Zwange angepasst war und sich daher von den in zugelassenen Externa

verwendeten Konzentrationen unterschied.

4.6.3.3 Histologische Analyse

Wie sich an Abbildung 4.13, Bildteil A, erkennen lasst, wiesen die Hautaquivalente am
Tag 0 der Studie, d. h. am Tag ihres Kultivierungsabschlusses im Rahmen der Her-
stellung, eine mehrschichtige Entsprechung zur humanen Epidermis auf. Das Epidermi-
sdquivalent enthielt etwa 4-6 Zelllayer, die keine Hornschicht ausbildeten, wie sie von
humaner Haut bekannt ist. Dennoch lieBen sich Abflachungen von Zellen ausmachen,
die fiir eine fortschreitende Differenzierung sprachen. Das Epidermisidquivalent ruhte auf
einem Dermisaquivalent, dessen Hauptbestandteil Kollagen sich kaum mit Toluidinblau
anfarben lieB. Ansatzweise konnten Fibroblasten nachgewiesen werden, die sich in we-
sentlich geringerer Zahl als Keratinocyten im Hautkonstrukt befanden und in der Dermis

eingebettet waren.

Wurde mit Natriumlaurylsulfat (hier: 200 pg/ml) inkubiert, fihrte dies zu einer partiellen
Zerstorung der epidermalen Barriere (vgl. Abbildung 4.13, Bildteil B). Im Einzelnen be-
deutete die SDS-Einwirkung das Ablosen der duBersten Zellschichten, was durch sich aus
dem Zellverbund I6sende Zellen erkenntlich war, einen Organisationsverlust der Epider-
mis im Vergleich zum Bild 4.13A sowie eine Zellschwellung, die mit einem nekrotischen
Geschehen in den mit SDS in Kontakt gekommenen Zellen assoziiert sein konnte. Zu-

satzlich waren einzelne kollabierte Zellen (nach Cytoplasmaaustritt) sichtbar.

Wurden die traumatisierten Konstrukte nach drei Tagen erneut histologisch analysiert,

so stellten sich erkennbare Unterschiede ein, je nachdem ob das betreffende Konstrukt
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Abb. 4.13: Schnitt durch mit Toluidinblau angefirbte Haut3quivalente (ASC) am Tag O der Dexpan-
thenolstudie. Nichttraumatisiertes ASC (A), ASC nach Traumatisierung mit Natriumlaurylsulfat (B)
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unter Zusatz von 0,1% Dexpanthenol im Medium kultiviert worden war oder ob ein

Dexpanthenolzusatz nicht vorgenommen worden war (vgl. Abbildung 4.14).

Trotz des geringen Kontrastes im Toluidinblauschnitt in Abbildung 4.14A erkennt man,
dass eine Kultivierung tber drei Tage ohne Dexpanthenolzusatz eine fortschreitende
Zerstorung der epidermalen Barriere induzierte. Im Schnittbild dominierten aufgeblahte
Zellkorper, die deutlich fiir das Vorliegen von nekrotischen Vorgangen sprachen. Diese
Entwicklung erfasste das Epidermisaquivalent in vollem Umfang. Da Nekrose tiblicherwei-
se innerhalb eines kurzen Zeitrahmens von Minuten bis wenigen Stunden nach Kontakt
mit der Noxe auftritt, dieses Bild jedoch drei Tage nach Inkubation mit SDS entstand,
spricht der histologische Befund dafiir, dass das SDS trotz Abwaschens mit salinischem
Phosphatpuffer nach Abschluss der Inkubationsphase zu einem AusmaB noch im oder am
Hautdquivalent verblieben sein musste, das relevanten Konzentrationen fiir zytotoxische

Effekte entsprach.

Unter Dexpanthenolsupplementierung waren bereits nach drei Tagen erste deutliche An-
zeichen einer Regeneration des Epidermisaquivalentes feststellbar (vgl. Abbildung 4.14B).
Offensichtlich bedingt durch 0,1 % Dexpanthenol im Kultivierungsmedium wurde eine
Proliferation von Keratinocyten der HaCaT-Linie in den tiefer gelegenen Regionen des
Epidermisaquivalentes angestoBen. Diese Lokalisierungshypothese wurde dadurch unter-
mauert, dass sich die oberen epidermalen Schichten als nekrotische, aufgebldhte und kon-
trastschwache Regionen prasentierten, unterhalb derer normales Keratinocytenwachstum
sichtbar war. Da im Zellkulturmodell praktisch kaum Méoglichkeiten fiir eine Abschilfe-
rung toter Zelllayer bestanden, erschien es plausibel, dass diese toten Layer den sich von

unten regenerierenden Zelllayern aufgelagert bleiben mussten.

Die Hypothese, dass die Regeneration des Epidermismodells durch vermehrte Prolifera-
tion in den tiefer gelegenen Keratinocytenschichten vollzogen wird, lasst sich auf zwei
Arten untermauern: Einerseits besteht die Moglichkeit, dass tiefer gelegene Zelllayer tem-
porar besser vor der SDS-Einwirkung geschiitzt waren. Hierfiir spricht der an Bild 4.13B
besprochene Befund. Andererseits konnte aufgrund einer partiellen Differenzierung der
Keratinocyten im Epidermisidquivalent eine hohere Mitoserate nur noch in tiefer gele-
genen Regionen festgestellt werden, was dann den physiologischen Verhaltnissen in der
Humanhaut entsprache, da dort die Mitoseaktivitat berwiegend von den Zellen des

Stratum basale ausgeht [20].

Nach insgesamt sieben Tagen seit der Exposition gegeniiber SDS setzten sich die be-
schriebenen Befunde fort, indem die epidermale Zellschicht deutlich proliferierte und
Keratinocyten mit aberranter Histologie nur noch in den duBersten Zellschichten fest-

stellbar waren, wie in der Abbildung 4.15A zu sehen ist. Es bildete sich eine vielschich-
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Abb. 4.14: Schnitt durch mit Toluidinblau angefirbte Haut3quivalente (ASC) am Tag 3 der Dexpan-
thenolstudie. Traumatisiertes ASC, kultiviert ohne Dexpanthenolsupplementation (A), traumatisiertes
ASC mit Dexpanthenolsupplementation (B)
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Abb. 4.15: Schnitt durch mit Toluidinblau angefirbte Hautiaquivalente (ASC) am Tag 7 der Dex-
panthenolstudie. Traumatisiertes ASC, kultiviert mit Dexpanthenolsupplemenation (A), traumatisiertes
ASC ohne Dexpanthenolsupplementation (B)

tige Struktur aus, die in ihrer Morphologie als typisch fiir proliferierende Keratinocyten
beschrieben werden kann und mehr Zelllayer als in der Ausgangssituation am Tag 0 bein-
haltete (im Vergleich zu Abbildung 4.13A). Bis zu 9 tbereinander geschichtete Zelllagen

waren sichtbar.

Den Erwartungen entsprechend schritt der Organisationsverlust des Epidermisaquivalen-
tes ohne Dexpanthenolzugabe fort (vgl. Abbildung 4.15B). Das Bild war gekennzeichnet
durch Zelltrimmer und nekrotische Zellen. Die epidermalen Strukturen Isten sich flachig
von ihrer Kollagenunterlage ab. Dies sprach fiir den Untergang des Epidermisaquivalen-

tes.

4.6.3.4 Zwischenfazit

Es ist gelungen die aus der klinischen Anwendung bekannten regenerativen Eigenschaften
von Dexpanthenol im Modell nachzustellen. Hierzu wurden Daten aus zwei verschiede-
nen zelluldren Assays sowie histologischen Untersuchungen eingesetzt. In der zentralen

Aussage kamen beide zelluldren Assays zu dhnlichen Ergebnissen, obwohl der Vorteil der
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0,1 %-igen Dexpanthenolsupplementation nur im ATP-Assay die Hiirde zur statistischen
Signifikanz nahm. Die Standardabweichungen, die beim ATP-Test auftraten, libertrafen
die in der Literatur beschriebenen und fiir dermale Zellen reproduzierten Standardab-
weichungen, die bei Monolayern gemessen wurden. Offensichtlich ging im Rahmen der
komplexen Probenaufbereitung dreidimensionaler Gewebe ein Teil der Prazision verloren,

so dass diese nun mit dem MTT-Assay am Hautkonstrukt vergleichbar war.

Die Datenlage der zellularen Assays lieB sich durch die histologischen Untersuchungen
eindeutig belegen; auch hier war ein relevanter Vorteil durch die Supplementation von

Dexpanthenol festzustellen.

Im Ergebnis wird das Konzept des traumatisierten Konstruktes als Regenerationsmodell
durch dieses Resultat gestiitzt, indem ein Modellarzneistoff als solcher eingesetzt und
dem Kulturmedium beigemischt wurde. Die Bearbeitung einer Fragestellung an einer

Hautaquivalentcharge schien empfehlenswert.

4.6.4 Becaplermin-Studie

In der zweiten Studie wurde der Modellarzneistoff nicht als solcher, sondern im Un-
terschied zur Dexpanthenol-Studie als Zubereitung (hier: als 0,01 %-iges Hydrogel) zur
Evaluation des Regenerationsmodells herangezogen. Die Untersuchungen an zelluldren
Assays erfolgten an mASC-Chargen einer Charge; die histologischen Untersuchungen
wurden an einer aus dem selben Herstellprozess gewonnenen ASC-Charge durchgefiihrt.
Als Placebo fungierte ein wirkstofffreies Gel, dessen Zusammensetzung in Tabelle 3.5

vorgestellt wurde.

4641 MTT-Test

Die Resultate des MTT-Assays sind in der Abbildung 4.16 sowie der besseren Uber-
sicht wegen zusatzlich in Tabelle 4.8 dargestellt. Im Ausgangspunkt kam es wieder zu
einer nachweislichen Traumatisierung der Hautkonstrukte durch die ausgewahlte SDS-
Konzentration; hierbei fiel die Vitalitat auf 60 % der Vitalitat der nicht traumatisierten

Gruppe, deren Vitalitat erneut als 100 %-Wert festgelegt wurde.

Bei der hier verwendeten Konstruktcharge blieb in der nur mit Placebo behandelten und
nicht mit SDS traumatisierten Kontrollgruppe die Vitalitat im weiteren zeitlichen Verlauf
tendentiell stabil; nach sieben Tagen war im Rahmen der Messwertschwankungen wieder
die Vitalitat des Ausgangspunktes erreicht. Dies sprach fiir die Eignung der hier einge-

setzten Konstruktcharge im Rahmen des einwochigen Versuchsaufbaus, auch wenn der
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Abb. 4.16: Zeitlicher Verlauf der Vitalitit in der Becaplermin-Studie bei Auswertung tiber MTT-Assay.
Keine Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit SDS (SDS); Verumgruppen (Becaplermin)
behandelt mit 0,01 %-igem Hydrogel, n=4 fiir jeden Datenpunkt, (x) = P<0,05

zeitliche Vitalitatsverlauf vom in der Dexpanthenolstudie mit anderen Konstruktchargen
generierten Verlauf erneut abwich. Da sich die Kontrollgruppe iiber die Studiendauer hin-
weg als ausreichend vital erwies, bestand kein Grund die in diesem Versuch erhaltenen
Daten zu verwerfen. Zusatzlich konnte erwartungsgemal von der fehlenden Toxizitat des
Placebohydrogels ausgegangen werden.

Wahrend es nach drei Tagen weder innerhalb der traumatisierten noch innerhalb der nicht
vorgeschadigten Gruppen zu signifikanten Unterschieden mit bzw. ohne Becaplermin-

Gabe gekommen war, lieB sich nach sieben Tagen der Einfluss des rekombinanten Wachs-

Gruppe Tag0 Tag3 Tag 7

PBS 100+£22 66£7 87+60

PBS/Verum 88+15 363+£87 %
SDS 60+16 47421 35+5
SDS /Verum 45+19 110420 %

Tab. 4.8: Werteblatt zur Abbildung 4.16; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der nicht
traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0; (x) = signifikant verschieden von der korrespondierenden
Placebobehandlung; P<0,05.
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Abb. 4.17: Zeitlicher Verlauf der Vitalitat in der Becaplermin-Studie bei Auswertung iber ATP-Assay.
Keine Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit SDS (SDS); Verumgruppen (Bec) behandelt
mit 0,01 %-igem Hydrogel, n=4 fiir jeden Datenpunkt, (x) = P<0,05; (xx) = P<0,001.

tumsfaktors deutlich feststellen: Das Auftragen des wirkstoffhaltigen Hydrogels rief einen
Anstieg in der Vitalitdt hervor. Die Unterschiede zwischen Verum- und Placebobehand-
lung erreichten jeweils die Signifikanzschwelle, so dass mittels MTT-Assay die regene-
rative Wirkung der Modellzubereitung abgebildet werden konnte. Im Vergleich zu Tag
3 stiegen die Vitalitatswerte um etwa den Faktor vier fiir die nichttraumatisierten Kon-
strukte bzw. den Faktor 2,4 fiir traumatisierte Konstrukte. Demgegeniiber war in den
korrespondierenden Placebogruppen nur eine leichte Zunahme (ohne SDS) bzw. eine
Vitalitdtsabnahme (nach SDS-Inkubation) zu verzeichnen.

4.6.4.2 ATP-Test

Auch in diesem Falle wurde die Modellarzneistoffzubereitung einem zweiten Testverfahren
unterzogen. Die zugehorigen Resultate sind in der Abbildung 4.17 und der Tabelle 4.9

ausgewiesen.

Trotz einer starker als intendiert hervorgerufenen Traumatisierung (73 % Vitalitatsab-
nahme durch SDS-Inkubation) war der Unterschied zur nichttraumatisierten Gruppe am

Beginn der Studie (Tag 0) nicht signifikant, da in der Kontrollgruppe eine erhohte Stan-
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Gruppe Tag 0 Tag 3 Tag 7
PBS 1004+£69 3034217 5414367
PBS/Verum 631+184 513612054 %
SDS 27+4 712 29+13
SDS/Verum 3354176 %+ 1009+391

Tab. 4.9: Werteblatt zur Abbildung 4.17; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der
nicht traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0; (x) = signifikant verschieden von der korrespondie-
renden Placebobehandlung; P<0,05; (xx) = hochsignifikant verschieden von der korrespondierenden
Placebobehandlung; P<0,001.

dardabweichung gemessen worden war. Von der Validitdt der Resultate war dennoch
auszugehen, da sich iiber die Studie hinweg zwischen unterschiedlichen Behandlungsar-
men, insbesondere zwischen den beiden stark durch SDS geschadigten Studiengruppen
(SDS bzw. SDS/Verum) statistisch differenzieren lieB.

Fir die nicht traumatisierte und nur mit Placebo behandelte Kontrollgruppe stellte sich
eine Vitalitatsentwicklung ein, die tber sieben Tage hinweg deutlich ansteigende Ten-
denz aufwies. Trotz Verwendung gleicher Chargen stellte sich daher zwischen MTT-
und ATP-Test ein leicht differierendes Bild ein. Zwar bilden MTT- und ATP-Assay dif-
ferierende Stoffwechselwege ab, weshalb ein identisches Ergebnis nicht erwartet werden
konnte. Dennoch unterschied sich die hier dargestellte Tendenz auch von dem Verlauf der
Vitalitat der Kontrollgruppe in der Dexpanthenol-Gruppe, die (iber den ATP-Assay ausge-
wertet wurde (vgl. Abbildung 4.12). Neben unterschiedlichen Chargen wurden in beiden
Gruppen jedoch auch unterschiedliche Kultivierungen als Placebo-Behandlung definiert,
so dass sich nicht nur ein chargenbezogener Effekt, sondern auch ein studienbedingter
Effekt postulieren lieB. Im Rahmen der Becaplermin-Studie wurde ein wirkstofffreies Hy-
drogel als Placebo definiert, wahrend bei der Dexpanthenolgruppe kein Placebo-Gel zum
Einsatz kam. In der letztgenannten Studie wurde vielmehr der Wirkstoff in das Medium
eingebracht, so dass keinerlei Zubereitungsaufgabe auf die Oberflache der Konstrukte

erfolgt war.

Um auch diese Moglichkeit einer Beeinflussung der zeitabhdngigen Vitalitatsverlaufe
evaluieren zu konnen, wurde der Faktor (wirkstofffreies Hydrogel) separat geprift (vgl.
Abschnitte 3.2.11.5 und 4.7.2).

Beim Vergleich der beiden nichttraumatisierten Verum- und Placebogruppen ergab sich
nach drei Tagen ein nur tendenzieller, jedoch nach sieben Tagen signifikanter Unterschied
durch den Auftrag von Becaplermin-Gel. Der proliferations- und vitalitatsfordernde Ef-

fekt des Wachstumsfaktors konnte deutlich erkannt werden, nachdem die Vitalitat der
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Hautaquivalente um das etwa 50-fache gegeniiber Tag 0 angestiegen war.

Auch fiir die pratraumatisierten Gruppen ergaben sich Unterschiede zwischen Verum-
und Placebobehandlung; hierbei wurde bereits nach drei Tagen ein hochsignifikanter
Unterschied festgestellt, der nach sieben Tagen immer noch als signifikant zu bezeichnen
war. Die Gabe des Wachstumsfaktors Becaplermin als Gel fiihrte zu einem etwa 37-
fachen Anstieg der Vitalitat traumatisierter Konstrukte bezogen auf den Stand nach
Traumatisierung am Tag 0, so dass von einer ausgepragten Regeneration zu sprechen

war.

Die Vitalitat der traumatisierten und nur mit Placebo behandelten Gruppe stieg nach
einem Abfall auf nur noch 7% der Ausgangsvitalitit zum Tag sieben hin wieder auf
29% an, was etwa dem Niveau direkt nach SDS-Behandlung entsprach. Auch dieser
erneute Vitalitatanstieg, der in der Dexpanthenol-Studie im ATP-Assay nicht festgestellt
wurde, konnte neben Chargeneffekten auf unterschiedlich definierte Studienbedingungen

zuriickzufiihren gewesen sein.

4.6.4.3 Histologische Analyse

Bei der Auswertung histologischer Schnittbilder von Hautaquivalenten, die zuvor mit
Hydrogelen (wirkstoffhaltig oder wirkstofffrei) im Rahmen des Studiendesigns behandelt
worden waren, stellte sich heraus, dass im Zuge der Praparierung das Epidermisaqui-
valent haufig von der Dermisunterlage groBflachig abgetrennt oder abgerissen worden
war. Zusammenhangend vollstindige und damit der Auswertung zugangliche Abschnitte
lieBen sich regelmaBig nicht auffinden, so dass davon ausgegangen werden musste, dass
durch den Auftrag von Zubereitungen wie halbfesten Gelen eine Erweichung und Auf-
lockerung der Epidermis im Hautkonstrukt hervorgerufen wurde. Die fiir die folgenden

Aufbereitungsschritte notwendige Stabilitat war somit nicht mehr gegeben.

Ein reprasentatives Beispiel eines solchen Schnittbildes findet sich in der Abbildung 4.18.

4.6.4.4 Zwischenfazit

In der Becaplermin-Studie lieB sich mit einem zweiten Modellarzneistoff erneut das kli-
nische Bild reproduzieren und am Regenerationsmodell in vitro nachweisen. Das Modell
bewies seine Funktionstiichtigkeit damit auch fir Zubereitungen aus Wirkstoffen und
nicht nur fir Wirkstoffbeimischungen zum Medium. Allerdings entfiel dabei die Moglich-

keit die Ergebnisse der zellbasierten Assays mit der Histologie zu korrelieren.

Beide zellularen Assays zeigten qualitativ ahnliche Resultate auf, jedoch war es mit dem

ATP-Assay moglich in der traumatisierten Gruppe bereits nach drei Tagen den aufge-
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Abb. 4.18: Mit Toluidinblau eingefarbter Schnitt durch ein mit Becaplermin-Hydrogel behandeltes
Hautkonstrukt ohne vorangegangene Traumatisierung am Tag 7.
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tretenen Effekt statistisch abzusichern, wahrend der MTT-Assay erst spater reagierte.
Nach sieben Tagen zeigten sich sowohl fiir traumatisierte als auch fiir nicht traumati-
sierte Hautkonstruke deutliche Effekte, die auf die starke Wirksamkeit des Becaplermins
als Wachstumsfaktor zuriickzufiihren waren, so dass im Unterschied zur Dexpanthenol-
Studie eine Pratraumatisierung nicht zwingend notwendig war. Um auch weniger stark
ausgepragte Effekte evaluieren zu konnen, erschien die Pratraumatisierung dennoch sinn-
voll. Hierfiir sprach auch, dass signifikante Unterschiede in der Becaplermin-Studie nur
dann bereits friihzeitig ausweisbar waren, wenn - wie im ATP-Assay geschehen - zuvor
eine Inkubation mit SDS stattgefunden hatte.

4.7 Evaluierung von Wirkstoffen und Wirkstoffzube-

reitungen am Regenerationsmodell

Nach der Evaluation des Regenerationsmodells durch Wirkstoffe bzw. Wirkstoffzuberei-
tungen mit bekannten regenerationsfordernden Effekten schloss sich die Evaluation von
Wirkstoffen bzw. Zubereitungen an, von denen mangels zugelassener Indikation unbe-
kannt war, ob entsprechende Effekte in vivo vorliegen konnten. Hiermit sollten erste
Schritte unternommen werden, die das vorgeschlagene Modell anwendeten um entspre-

chende Daten in vitro erzeugen zu konnen.

4.7.1 Epoetin beta-Studie

Die Motivation zur Untersuchung von Epoetin beta ergab sich aus Literaturberichten,
die positive Effekte des Wirkstoffs auf die Abheilung von Brandwunden postuliert hatten,
wahrend sich in dieser Indikation noch kein zugelassenes Arzneimittel im Markt befand
(vgl. hierzu Abschnitt 2.3.3).

4711 MTT-Test

Die Resultate des MTT-Tests sind in Abbildung 4.19 und Tabelle 4.10 ausgewiesen.
Erfolgreich verlief erneut die Traumatisierung des Hautkonstruktes durch die Gabe von
Natriumlaurylsulfat, was in einem Verlust von 59 % der Ausgangsvitalitit am Tag 0
resultierte. Damit wurde das Konstrukt etwas starker beeintrachtigt als es durch die
SDS-Konzentration beabsichtigt war. Nach einem initialen tendentiellen Anstieg der Vi-
talitatswerte fiir die Kontrollgruppe (weder traumatisiert noch behandelt) fiel die Vitalitat

- ebenfalls tendentiell - wieder auf den Ausgangswert von Tag 0 zuriick. Im Vergleich zu
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Abb. 4.19: Zeitlicher Verlauf der Vitalitadt in der Epoetin-Studie bei Auswertung Gber MTT-Assay.
Keine Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit SDS (SDS); Placebogruppen (PLAC); Ver-
umgruppen (EPO) behandelt mit 15 U Epoetin beta je ml Medium, n=4 fiir jeden Datenpunkt; (x) =
P<0,05.

denjenigen Konstruktchargen, die fiir den Alterungsstabilitdtstest herangezogen worden
waren (vgl. Abschnitt 4.6.2), war die Stabilitat iber sieben Tage in der hier untersuchten

Charge weniger stark ausgepragt.

Nahezu analog verlief die Vitalitdtsentwicklung der nicht mit Epoetin beta behandel-
ten, aber traumatisierten Hautaquivalentegruppe aus, die ebenfalls einen temporéren
Vitalitatsgipfel nach drei Tagen aufwies um danach erneut auf den Ausgangswert nach

SDS-Inkubation am Tag 0 zuriick zu fallen.

Vergleicht man nun die mit Epoetin behandelten Hautaquivalentegruppen mit den jeweils
korrespondierenden Placebogruppen, so stellt man fest, dass sich die Vitalitatswerte der
beiden Placebogruppen jeweils parallel zu den Verumgruppen entwickelt haben. Nume-
rische Unterschiede in den jeweiligen Daten lagen im Bereich der Schwankungsbreite, so
dass auch keine Tendenzen angegeben werden konnten. Zwischen den einander zugehori-
gen Placebo- und Verumarmen der Studie konnten somit keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.
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Gruppe Tag O Tag 3 Tag 7

PBS 100+£31 146+29 98+9

PBS/Verum 120+16 110416
SDS 41+12 68435 48+20
SDS/Verum 75+44 35426

Tab. 4.10: Werteblatt zur Abbildung 4.19; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der
nicht traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0.

Gruppe Tag 0 Tag 5 Tag 7

PBS 100£40 233+87 160+21
PBS/Verum 257+96 169142
Diclo 58+5 120454 124431
Diclo/Verum 160+72 107468

Tab. 4.11: Werteblatt zur Abbildung 4.20; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der
nicht traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0; (Diclo) = Diclofenac-Natrium.

Um auszuschlieBen, dass lediglich aufgrund des gewahlten Traumatisierungsweges liber
das Tensid Natriumlaurylsulfat kein regenerativer Effekt nachgewiesen werden konnte,
wurde zusatzlich eine weitere Testreihe angeschlossen, in welcher die Traumatisierung
durch die Inkubation mit einer Losung von Diclofenac-Natrium erfolgte; die Vitalitat
nahm bei diesem Traumatisierungsweg in der vorliegenden Hautkonstruktcharge um etwa
42 % ab; die Ergebnisse sind in der Abbildung 4.20 und im zugehérigen Werteblatt 4.11
zusammengefasst. Als Konzentration der Diclofenac-Natrium-L6ésung wurden nach einer

vorangehenden Zytotoxizitatsbestimmung 800 mg/ml vorgewahlt.

Fir den Verlauf der weder traumatisierten noch behandelten Kontrollgruppe ergaben
sich entsprechend Abbildung 4.20 qualitativ ahnliche zeitliche Veranderungen wie bei der
SDS-Traumatisierung. Auch die Reduktion der Vitalitat der traumatisierten Konstrukte
auf etwa 50 % des Ausgangswertes wurde von den Konstrukten relativ gut Gberstanden,
da sie bereits nach fiinf Tagen Vitalitatswerte von leicht oberhalb 100 % des Ausgangs-
wertes nicht traumatisierter Konstrukte einnahmen und auf diesem Niveau bis zum Tag

7 verblieben.

In Ubereinstimmung mit den zuvor dargelegten Daten fiir die SDS-Traumatisierung ist
auch hier festzustellen, dass fiir die Epoetin beta-Behandlung keinerlei Nutzen durch
den Testassay wiedergegeben werden konnte, da sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den korrespondierenden Placebo- und Verumgruppen nachweisen lieBen. Ein
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Abb. 4.20: Zeitlicher Verlauf der Vitalitat in der Epoetin-Studie bei Traumatisierung durch Diclofenac-
Natrium, Auswertung iiber MTT-Assay. Keine Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit
Diclofenac-Natrium (Diclo); Verumgruppen (EPO) behandelt mit 15 U Epoetin beta je ml Medium,
n=4 fiir jeden Datenpunkt.

toxischer Effekt der gewahlten Epoetin beta-Konzentration erschien jedoch ebenfalls

unwahrscheinlich.

4.7.1.2 ATP-Test

Die Ergebnisse der Epoetin beta-Versuchsreihe nach Traumatisierung mit Natriumlauryl-
sulfat konnen der Abbildung 4.21 sowie der Tabelle 4.12 entnommen werden. Analog zur
mit dem MTT-Assay ausgewerteten Versuchsreihe fand eine Wiederholung der Versuche
nach Traumatisierung mit Diclofenac-Natrium statt; diese Versuchsergebnisse sind in der

Abbildung 4.22 sowie in der zugehorigen Tabelle 4.13 ausgewiesen.

Im ersten experimentellen Versuchsaufbau, der eine Inkubation der fiir die Traumatisie-
rung ausgewahlten Gruppen durch SDS vorsah, lieB sich fiir die Kontrollgruppe beobach-
ten, dass trotz Verwendung derselben Charge wie zur Erzielung der in Abbildung 4.19
dargestellten und mittels MTT erhobenen Daten unterschiedliche Vitalitats-Zeit-Verlaufe
aufgezeichnet wurden; fiir den AT P-Assay konnten tendenziell eher fallende Vitalitdtswer-
te in der Kontrollgruppe gesehen werden, wahrend im MT T-Assay ein zwischenzeitlicher

Zuwachs auffiel. Offensichtlich war trotz des Abstellens der beiden Assays auf dhnliche
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Abb. 4.21: Zeitlicher Verlauf der Vitalitat in der Epoetin-Studie bei Auswertung liber ATP-Assay. Keine
Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit SDS (SDS); Verumgruppen (EPO) behandelt mit

15 U Epoetin beta je ml Medium, n=4 fiir jeden Datenpunkt.

Gruppe Tag0 Tag3 Tag7
PBS 100+£69 77+2 68416
PBS/Verum 79438 55419
SDS 50+£27 21411 17412
SDS/Verum 34412 19410

Tab. 4.12: Werteblatt zur Abbildung 4.21; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der

nicht traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0.
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Abb. 4.22: Zeitlicher Verlauf der Vitalitdt in der Epoetin-Studie bei Traumatisierung durch Diclofenac-
Natrium, Auswertung iiber MTT-Assay. Keine Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit
Diclofenac-Natrium (Diclo); Verumgruppen (EPO) behandelt mit 15 U Epoetin beta je ml Medium,
n=4 fiir jeden Datenpunkt.

biochemische Targets ein unterschiedliches Messresultat ermittelbar, so dass nicht bedin-
gungslos von dem Ubereinstimmen beider Assays in quantitativer Hinsicht gesprochen
werden konnte. Dennoch lieferten beide Assays insofern (ibereinstimmende qualitative
Resultate, als sich die zusammengehoérenden Placebo- und Verumgruppen auch im ATP-
Assay durch parallel laufende Vitalitatswerte auszeichneten; somit konnte fiir Epoetin
beta die fehlende Wirksamkeit im In-vitro-Assay auch mittels ATP-Test gezeigt werden.
Wiederum gab es keine Anhaltspunkte, die fiir eine Toxizitat der eingesetzten Wirkstoff-

menge an Epoetin beta sprachen.

Gruppe Tag O Tagh Tag7

PBS 100£12 165£22 3548
PBS/Verum 150+30 3944

Diclo 56+19 32£17 19£14
Diclo/Verum 35+14  7+£8

Tab. 4.13: Werteblatt zur Abbildung 4.22; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der
nicht traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0; (Diclo) = Diclofenac-Natrium.



KAPITEL 4. VERSUCHSERGEBNISSE UND DISKUSSION 86

Wurde der experimentelle Versuchsaufbau wiederholt, jedoch mit Diclofenac-Natrium
traumatisiert, konnten erneut keine Vorteile fiir Epoetin beta gezeigt werden. Die Placebo-
und Verumgruppen unterschieden sich innerhalb des traumatisierten Studienarms sowie
erwartungsgemaB auch innerhalb des nicht traumatisierten Studienarms nur geringfigig,
so dass keine Signifikanz nachzuweisen war. Tendenziell zeigte sich fiir die traumatisierte
und mit Epoetin beta behandelte Hautaquivalentgruppe ein Nachteil nach sieben Tagen
gegenliber den nicht mit Arzneistoff in Kontakt gekommenen Hautdquivalenten; diese
Tendenz war jedoch statistisch nicht signifikant und konnte aufgrund der vergleichsweise

hohen Standardabweichung ein Zufallsfund sein.

4.7.1.3 Histologische Untersuchungen

Aufgrund des begrenzten Zugangs zu NeoRecormon konnten keine histologischen Ana-
lysen durchgefiihrt werden, nachdem eine groBere Menge an Epoetin beta fiir die Repro-
duktion der Versuchsreihen mit Diclofenac-Natrium als traumatisierendem Agenz sowie

fir orientierende Vorversuche benétigt worden war.

4.7.1.4 Zwischenfazit

Fir Epoetin beta konnten keine schliissigen Daten vorgelegt werden, die einen Vorteil
gegeniiber nicht mit Epoetin behandelten Hautaquivalenten zeigten, obwohl in der Li-
teratur erste vielversprechende Ergebnisse aus in vivo-Untersuchungen publiziert wurden
[133, 136]. Es stellte sich die Frage, ob das pharmakologische Target, dass in der klini-
schen Studie adressiert war, liberhaupt im Hautdquivalent, das nur ein stark simplifizier-
tes Modell der Humanhaut darstellte, exprimiert war. In der neueren Literatur wird davon
ausgegangen, dass Erythropoetin moglicherweise durch eine Beférderung der Neoangio-
genese [137] oder durch eine Wirkung auf Haarfollikelzellen [138], die Erythropoetin auch
selbst sezernieren konnen, eine Gewebsschutzwirkung entfaltet, die auch im Rahmen der

Wundheilungsférderung komplizierter Hautwunden von Interesse sein konnte.

Da diese Targets im Hautaquivalent nicht exprimiert bzw. nicht funktionell enthalten
sind, kann das (ibereinstimmend durch zwei Assays und durch Inkubation mit zwei un-
terschiedlichen Noxen in vitro erhaltene experimentelle Ergebnis erklart werden. Da das
gewahlte Modell aus Fibroblasten, Keratinocyten und Kollagen nicht komplex genug war,
um die mogliche pharmakologische Grundlage der Erythropoetin-Wirkung auf die Haut
darzustellen, konnte nicht von einem positiven Resultat fiir Epoetin beta im In-vitro-Test

ausgegangen werden.
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Abb. 4.23: Zeitlicher Verlauf der Vitalitat in der Hydrogel-Studie bei Auswertung iiber MTT-Assay.
Keine Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit SDS (SDS); Verumgruppen (Hydrogel) be-
handelt mit wirkstofffreiem Hydrogel, n=4 fiir jeden Datenpunkt, (x) = P<0,05

4.7.2 Hydrogel-Studie

Die Motivation zur Durchfiihrung einer Studie mit einem wirkstofffreien Hydrogel resul-
tierte aus der Erkenntnis, dass in der nicht traumatisierten Placebo-Gruppe zur Beca-
plermin-Studie ein kontinuierlicher Vitalitdtszuwachs im ATP-Assay festzuhalten war, der
moglicherweise auf das Hydrogel, das dort als Placebo Verwendung fand, zuriickzufiihren
war (vgl. Abschnitt 4.6.4.2).

4.7.2.1 MTT-Test

In dieser Untersuchung sollte ermittelt werden, ob auch ein wirkstofffreies Hydrogel in der
Lage war, die Regeneration der Hautdquivalente zu beférdern; hierzu wurde dieses nicht
gegen eine andere Zubereitung bzw. ein Placebo, sondern gegen die Standardkultivierung
ohne weitere Zusatze liber sieben Tage gepriift. In Abbildung 4.23 und in der Tabelle
4.14 sind die Ergebnisse fiir den MTT-Assay ausgewiesen.

Erneut wurde eine vergleichsweise starke Schadigung der zur Traumatisierung vorge-
sehenen Hautdquivalente ausgelost, indem die Vitalitat auf 24 % der Ausgangsvitalitat

herabgesetzt wurde, nachdem die Hautaquivalente SDS ausgesetzt worden waren. Den-



KAPITEL 4. VERSUCHSERGEBNISSE UND DISKUSSION 88

Gruppe Tag O Tag3 Tag7

PBS 100£23 192+22 2343

PBS/Verum 170+£35 37+4 x
SDS 2448 59427 3+1
SDS/Verum 147+£76 1643

Tab. 4.14: Werteblatt zur Abbildung 4.23; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der
nicht traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0; (x) = signifikant verschieden von der korrespondierenden
Placebobehandlung; P<0,05.

noch konnte nach drei Tagen bereits wieder ein Anstieg in der Vitalitat erkannt werden,

so dass die starke Schadigung des Konstruktes nicht als unmittelbar letal anzusehen war.

Fir die nicht mit SDS traumatisierten Hautaquivalente war bei der hier genutzten Charge
erneut der Trend festzustellen, dass die Vitalitat nach einem zwischenzeitlichen Anstieg
am dritten Tag zu Tag 7 hin wieder deutlich abfiel. Am siebten Tag war bei der mit
Hydrogel versehenen Probe schlieBlich ein weniger starker Vitalitdtsabfall zu erkennen
als bei der Kontrollgruppe; dieser Unterschied erreichte die Signifikanzschwelle. Ein ahn-
liches Bild ergab sich bei der Betrachtung derjenigen Gruppen, die zuvor mit SDS in
Kontakt gekommen waren; hier fanden sich nach drei Tagen bereits erste, jedoch noch
nicht signifikante Hinweise fiir eine positive Wirkung des Hydrogels, bevor am letzten
Tag der Studie ein deutlicher Vorteil resultierte. Hier konnten die Unterschiede zwischen
Behandlung mit und ohne Hydrogel als signifikant klassifiziert werden, da die fir trau-
matisierte und nicht behandelte Konstrukte gemessene Vitalitat ein nahezu vollstandiges

Absterben dieser Gruppe nahelegte.

4.7.2.2 ATP-Test

Auch in diesem experimentellen Versuchsaufbau wurden die Effekte durch den zweiten
Assay mittels ATP-Messung abgepriift, um die Versuchsergebnisse auf eine breitere Ba-
sis stellen zu koénnen. Diese Ergebnisse lassen sich Abbildung 4.24 und Tabelle 4.15

entnehmen.

Uberraschend fiel der initiale Vitalitatsabfall durch SDS-Inkubation im ATP-Test weni-
ger stark aus als bei dem unter gleichen Bedingungen durchgefiihrten Versuchsaufbau
im MTT-Test. Dieses Resultat zeigte erneut, dass beide Assays nicht zwangslaufig zu

identischen quantitativen Aussagen fiihren miissen.

Aufgrund der eingangs geschilderten Uberlegung, dass der kontinuierliche Vitalititszu-

wachs im ATP-Assay in der nicht traumatisierten Placebohydrogel-Gruppe zur Becapler-
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Abb. 4.24: Zeitlicher Verlauf der Vitalitdt in der Hydrogel-Studie bei Auswertung iiber ATP-Assay.
Keine Vortraumatisierung (PBS), Vortraumatisierung mit SDS (SDS); Verumgruppen (Hydrogel) be-
handelt mit wirkstofffreiem Hydrogel, n=4 fiir jeden Datenpunkt, (x) = P<0,05

Gruppe Tag0 Tag3 Tag 7
PBS 100£30 76475 96186
PBS/Verum 34+10 63441
SDS 56152 0+1 6+3
SDS/Verum 18+17 141+74x

Tab. 4.15: Werteblatt zur Abbildung 4.24; alle Angaben in [%] bezogen auf den Ausgangswert der
nicht traumatisierten Kontrollgruppe an Tag 0; (x) = signifikant verschieden von der korrespondierenden

Placebobehandlung; P<0,05.
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min-Studie auf das dort eingesetzte wirkstofffreie Hydrogel zuriickzufiihren sein konnte
(vgl. Abschnitt 4.6.4.2), kam es zur Durchfiihrung der hier vorgestellten Hydrogelstudie.
Betrachtete man nun jedoch die entsprechende Gruppe (keine Schadigung und Behand-
lung mit Hydrogel = Verum im Rahmen dieser Untersuchung), so ergab sich, das ausge-
hend von 100 % Vitalitat an Tag 0 die Vitalitat zunachst auf 34 % abfiel um dann erneut
auf 63% anzusteigen. Im Ergebnis stellte dies ein weiteres Indiz dar, das gegen den
direkten Vergleich von mit unterschiedlichen Chargen erhobenen Daten sprach und die
Bearbeitung von Fragestellungen an einer definierten Hautdquivalent-Charge erforderte.
Dies galt vor allem im Hinblick auf quantitative Ereignisse und zeitliche Veranderungen
der Vitalitat.

Im konkreten Ergebnis der hier ausgewerteten Versuchsreihe konnte das Hydrogel keinen
Vorteil fiir das Hautkonstrukt erzeugen, wenn keine Traumatisierung gesetzt worden war.
Tendenziell bestand sogar eher ein Nachteil, der allerdings in der Standardabweichung
unterging. Ein anderes Bild lieB sich zeichnen, wenn die traumatisierten Hautaquivalen-
tegruppen verglichen wurden. Ein noch nicht signifikanter Unterschied nach drei Tagen
ging zum Ende der Untersuchung hin in einen statistisch nachweisbaren Effekt lber, d.

h. ein Nutzen fiir den Auftrag von Hydrogel lieB sich ermitteln.

4.7.2.3 Zwischenfazit

Aufgrund des halbfesten Charakters der als Verum eingesetzten wirkstofffreien Hydrogel-
zubereitung wurde nach den Erfahrungen mit dem Becaplermin-Hydrogel auf die Anfer-
tigung histologischer Schnittbilder verzichtet, da bekannt war, dass durch den Auftrag

des Hydrogels ein AbreiBen der Epidermis von der Kollagenunterlage moglich war.

Aus den Daten der beiden zellbasierten Assays lieB sich schlieBen, dass der Auftrag
eines wirkstofffreien Hydrogels im Sinne eines feuchten Wundverschlusses die Regene-
ration begiinstigte, sofern ein Trauma gesetzt worden war. Welche Konsequenzen dies
auf histologischer Ebene nach sich zog, konnte aufgrund der praparativen Grenzen nicht
ermittelt werden. Ob das Auftragen des Gels auch fiir intakte Konstrukte einen Vorteil
hatte, konnte nicht abschlieBend einer Klarung zugefiihrt werden, da nur in einem der

beiden Assays die Signifikanzschranke tiberwunden worden war.



Kapitel 5

Abschlussdiskussion

5.1 Monolayer als Screeningmethoden

Simplifizierte Zellkulturmodelle zum leichten und schnellen Screening von Parametern
werden dann bevorzugt verwendet, wenn sie reproduzierbare Ergebnisse liefern, die auf
die Situation in vivo zurlckschlieBen lassen. Je einfacher der Aufbau der Konstrukte ist,
umso weniger Aufwand und Kosten sind mit der Herstellung verbunden, umso eher be-
steht jedoch die Gefahr funktionelle Mechanismen, die fiir die Ubertragbarkeit auf das
in vivo-Geschehen essentiell sind, aus dem Modell auszuschlieBen. So besteht z. B. ein
Crosstalk zwischen Keratinocyten und Fibroblasten tber parakrine Mechanismen, in des-
sen Folge Keratinocyten Signale an Fibroblasten aussenden konnen, deren Rickwirkung

die Keratinocyten dann wieder zur Teilung anregen kann [42, 139].

Der erhohte Ressourceneinsatz und Kostenaufwand, der durch ein komplexeres Modell
bedingt wird, muss andererseits in einer akzeptablen Balance zur interessierenden Fra-
gestellung stehen, indem z. B. die Betrachtung ethischer Aspekte wie die Vermeidung
von Tierversuchen [1, 79] erméglicht wird. Hinzu kommt, dass das komplexere Modell
diese Komplexitat rechtfertigen muss, indem es die korrektere Abbildung von in vivo vor-
liegenden GesetzmaBigkeiten in vitro ermoglicht. Andernfalls wird der zusatzliche Faktor
wieder aus dem Modell entfernt, wie z. B. der Einbau einer Sebozytenzelllinie in das
organotypische Hautaquivalent, nachdem das intendierte Ziel nicht erreicht worden ist
[11].

Daher war im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu priifen, ob die Notwendigkeit bestand
das komplexere und kostenintensiver zu kultivierende Modell ,,organotypisches Hautaqui-
valent" zu verwenden um in vitro therapeutische Optionen zur Wundheilungsférderung
evaluieren zu kdnnen, oder ob eine praktikablere Option dargestellt hatte auf leicht kul-

tivierbare Monolayer zuriickzugreifen.
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Die Monolayer der im Hautaquivalent organisierten Zellarten HaCaT und HDF zeig-
ten in den Fallen der chemischen Traumatisierung mit einem Arzneistoff sowie zweier
Tenside keine Anzeichen fiir Regeneration nach Verwendung des Modellarzneistoffs Dex-
panthenol. Damit war es trotz Dosismodifikation und Betrachten zweier unterschiedlicher
Zellarten nicht moglich die in vivo herrschenden Verhéltnisse abzubilden. Fiir Monolayer-
kulturen von Fibroblasten und immortalisierten Keratinocyten stellten sich damit andere
Resultate ein als fiir die Jurkat-Zelllinie, die nach Literaturangaben auf Dexpanthenol-

supplementation mit erhéhten ATP- und auch Glutathionspiegeln reagierte [46].

Auch ein in der Literatur vorgeschlagenes Wundheilungsmodell, das fiir Kokultivate ent-
wickelt worden war, lieB sich nicht auf Zellen der Dermis oder Epidermis (ibertragen
[75]; in dieser Arbeit von Grossman et al. war in Kokultivaten die Traumatisierung durch
ein sogenanntes ,serum starving”, den abrupten und zeitlich definierten Entzug von Se-
rum aus dem Kulturmedium, gesetzt und die anschlieBende Regeneration in Folge von

potentiell wundheilungsférdernden Speicheldriisenextrakten evaluiert worden.

Daher erschien es plausibel, die Evaluation regenerativer Wirkstoffe und Wirkstoffzube-
reitungen im komplexeren Modell der organotypischen Hautdquivalente vorzunehmen.
Einschrankend muss gesagt werden, dass der fehlende Nachweis regenerativer Eigen-
schaften von Dexpanthenol nur fiir die vier hier vorgenommenen Traumatisierungswege
gilt. Namentlich wurden hierzu Natriumlaurylsulfat, Cetrimid, Diclofenac-Natrium und
das ,,serum starving" eingesetzt. Es existieren Berichte, dass nach Traumatisierung eines
Monolayers durch partielles Abstreifen (,,Scratching™) Dexpanthenol regenerativ wirken
kann [140]; dennoch bleibt das grundsatzliche Problem bestehen, dass sich Wirkstoffzu-
bereitungen wie Salben, Cremes oder Gele zur topischen Applikation auf organotypischen
Hautdquivalenten wegen der Moglichkeit des direkten Auftragens besser evaluieren lassen

als an submers kultivierten Monolayern.

5.2 Charakterisierung von Hautadquivalenten

Bevor ein neues Modell im Rahmen einer Publikation vorgeschlagen werden kann, ist es
notwendig es einer intensiven Charakterisierung zu unterziehen. Fiir die organotypischen
Hautaquivalente ist dies bereits auf vielen Feldern geschehen, so dass dies zu einer breiten
Akzeptanz und auch zu Validierungsbemiithungen gefiihrt hat [9, 10, 78, 79, 85, 86, 132].
Im Rahmen der hier vorgeschlagenen modifizierten Variante eines miniaturisierten Haut-
aquivalentes, das mit geringerem Kostenaufwand herzustellen ist und sich besser fiir die
Durchfiihrung zellbasierter Assays eignet, konnten dhnliche morphologische Eigenschaf-

ten wie fiir die bisher beschriebenen Hautaquivalente aufgezeigt werden, so dass eine
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Vergleichbarkeit in den (ibrigen Parametern wie Barriereeigenschaften des Epidermisa-

quivalentes nahe lag.

Fir das organotypische Hautaquivalent konnte weiterhin iiber HPTLC nachgewiesen wer-
den, dass eine Verstoffwechslung des Modellarzneistoffs Dexpanthenol, der ein Prodrug
darstellt, moglich war und dass das Intermediat Pantothensdure wahrscheinlich in den
intrazelluldren Stoffwechsel einfloss. Dies stellte die Bedingung dar, ohne die das Haut-

aquivalent am Modellarzneistoff seine Eignung nicht hatte unter Beweis stellen kdnnen.

Zur Charakterisierung des Stoffwechselzustands eines Hautdquivalentes wurde der An-
wendungsbereich eines zelluldren Assays, der herstellerseitig fiir die Quantifizierung von
ATP in Monolayern intendiert war, auf dreidimensionale Gewebsproben wie die Hauta-
quivalente ausgedehnt. Zur ATP-Quantifizierung war es erforderlich das intrazellular vor-
liegende ATP durch Zelllyse mittels oberflachenaktiven Substanzen, die im Assaycocktail
vorhanden waren, der zur Lumineszenz fiihrenden enzymatischen Reaktion zuganglich zu
machen. Da die lytische Aktivitdt des Assays nicht ausreichte um den notwendigen ra-
schen Aufschluss eines dreidimensionalen Gewebes vorzunehmen, konnte der Assay erst
durch ein auf mechanischer Homogenisation des Gewebes basierendes Verfahren auch
zur Charakterisierung von Hautkonstrukten erfolgreich eingesetzt werden. Der durch die
Aufarbeitung in einer Schwingmiihle entstehende Signalabfall wurde durch die Zugabe
eines ATP-Standards kompensiert. Allerdings verlor der Assay durch die Aufarbeitung
im Vergleich zu Versuchen an Monolayern einen Teil seiner analytischen Prazision, so
dass bei der Analyse von Hautaquivalenten dhnliche Standardabweichungen entstanden,
wie sie bei Anwendung des MTT-Tests in fiir Hautkonstrukten beschriebenen Versuchs-
anordnungen gemessen wurden [104]. Dennoch erschien die Absicherung der mit dem
klassischen MTT-Assay erzielten Aussagen durch die Einbeziehung einer zweiten Metho-

de zweckmaBig um eine hohere Aussagekraft zu erreichen.

5.3 Modellarzneistoffe: Evaluierung des Konzepts

Durch zwei Modellarzneistoffe sollte die Eignung des vorgeschlagenen Regenerationsmo-
dells gepriift werden. Hierzu wurden Substanzen verwendet, deren klinische Wirksamkeit
bereits bewiesen war und zu welchen sich entsprechende Fertigarzneimittel auf dem Markt
befanden.

Der erste Arzneistoff, Dexpanthenol, erwies sich nach Einsatz verschiedener Konzen-
trationen im Bereich von 0,1% als wirksam, so dass im pratraumatisierten Konstrukt

regenerative Effekte in den beiden zelluldaren Assays gezeigt werden konnten, die sich
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iber eine histologische Analyse bestatigten. Auch fiir den zweiten Arzneistoff, das Be-
caplermin, das als Fertigarzneimittel in der Form einer Zubereitung Verwendung fand,
lieBen sich positive Effekte finden, wie sie auch in der Literatur fiir das Fertigarzneimittel
zu finden waren [141]. Allerdings versagte das Modell bei der histologischen Aufbereitung

von Material, das mit der Gelformulierung in Kontakt gekommen war.

Diskutiert man die Ergebnisse fiir die beiden Modellarzneistoffe, so erscheinen die Haut-
aquivalente als Screeningmethode geeignet fiir die Evaluation potentiell regenerativer
Behandlungsoptionen, da sie die Effekte von Becaplermin-Gel und Dexpanthenol in vitro
korrekt abgebildet haben. Auch der vorgenommene Studienaufbau mit zwei chemisch
vortraumatisierten Gruppen von insgesamt vier Studienarmen kann als sinnvoll ange-
nommen werden, da einerseits Effekte eher mild wirkender Substanzen wie Dexpanthe-
nol teilweise nur nach Traumatisierung entdeckt werden konnten und da andererseits
Effekte eher stark wirkender Zubereitungen wie dem Becaplermin-Gel schon frithzeitig
detektiert werden konnten. Fiir Substanzen, die dem Kultivierungsmedium beigemischt
wurden, wie Dexpanthenol, konnte durch die Histologie eine zusatzliche Untermauerung

der Ergebnisse geliefert werden.

Limitierend fiir den Einsatz des Modells sind nach den vorliegenden Ergebnissen die
schwankenden Vitalitatsverlaufe von Charge zu Charge. Vergleiche zwischen verschiede-
nen Assays sind daher nur innerhalb einer Charge von Hautkonstrukten moglich. Auch
die beiden verwendeten Assays miissen nicht zwingend zu identischen Resultaten fiihren,
so dass prinzipiell zwei Vitalitatsassays zur Erzielung einer sicheren Aussage verwendet
werden sollten. Bei reinen Substanzprifungen bietet sich zusatzlich die histologische

Abklarung als Kombinationspartner an.

Um am vorgeschlagenen Modell zu belastbaren Aussagen zu gelangen, empfiehlt sich
weiterhin eine der Wirkstoffpriifung vorgelagerte Dosisfindungsstudie, damit der Arznei-
stoff mit solchen Dosierungen bzw. Konzentrationen im Modell gepriift werden kann,
die fur die Bedingungen in der Gewebskultur angemessen erscheinen. Im Dexpanthe-
nolversuch konnte gezeigt werden, dass von einer fiir die topische Arzneimitteltherapie
akzeptierten Konzentration von 5% nicht unmittelbar auf die ideale Konzentration fiir
die Mediensupplementation geschlossen werden konnte, sondern diese bei 0,1 % Dexpan-

thenol anzusetzen war, sofern kein hypotones Medium eingesetzt worden war.

5.4 Evaluation neuer Therapieoptionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Therapieoptionen abgepriift, deren wundheilungs-

forderndes Potential nicht abschlieBend geklart war. In der Priifung des durch die Litera-
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tur bereits als therapeutische MaBnahme fiir schlecht heilende Wunden besprochene Ery-
thropoetins bzw. Epoetin beta [133] wurde jedoch nach Ausbleiben von In-vitro-Effekten
unter Einsatz zweier unterschiedlicher Traumatisierungswege eine weitere Limitierung fir
den Einsatz des Wundheilungsmodells gefunden, da das vermutliche pharmakologische
Target nicht im simplifizierten Hautmodell enthalten war. Dariiber hinaus besteht gerade
bei noch nicht in die Therapie eingefiihrten Arzneistoffen das Risiko nicht im korrekten
Dosisbereich zu arbeiten. Dieses Risiko konnte nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen

werden.

Im Falle der Evaluation des Hydrogels zeigte sich erneut die Notwendigkeit der Testung
an einer Konstruktcharge, da die Ergebnisse qualitativ nicht mit denjenigen friiherer Da-
ten aus der Becaplerminstudie in Einklang zu bringen waren. Interessant ware in diesem
Zusammenhang ein tieferer Einblick in die intrazellularen Vorgange im organotypischen
Hautkonstrukt. Nach Durchsicht der Literatur scheint sich hier fir Folgearbeiten ins-
besondere die Immunhistochemie oder die quantitative RT-PCR anzubieten, mit deren
Hilfe z. B. iiber mRNA-Quantifizierung die Aktivitat von an der Wundheilung beteiligten
Genen bzw. Enzymen gemessen werden konnte [142, 143, 144, 145].



Kapitel 6
Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluation und Charakterisierung eines Modells zur
Nachbildung regenerativer Effekte von Arzneistoffen und topischen Arzneistoffzuberei-

tungen in vivo.

Nachdem die zu Beginn der Arbeit evaluierten Monolayer auf der Basis von humanen im-
mortalisierten Keratinocyten und humanen dermalen Fibroblasten sich als nicht geeignet
erwiesen Effekte eines Modellarzneistoffs in vitro abzubilden, wurde das organotypische

Hautaquivalent naher charakterisiert um als Regenerationsmodell zu dienen.

Hierzu wurden zwei zellulare Assays eingesetzt. Neben dem klassischen MTT-Test wurde
ein die ATP-Konzentration messender Lumineszenzassay eingesetzt, der fir die Anwen-
dung an einem dreidimensionalen Gewebe zuvor adaptiert werden musste. Hierzu war
es erforderlich ein im Vergleich zu fritheren Arbeiten [9, 11, 13] miniaturisiertes organo-
typisches Hautaquivalent zu entwickeln. Dieses zeichnete sich durch eine vergleichbare
Morphologie aus, wie z. B. den mehrschichtigen Aufbau eines Epidermisaquivalentes mit
teilweiser Differenzierung der beteiligten Keratinocyten. Als zusatzliche Methode zur

Auswertung des Regenerationsmodells wurde eine histologische Analyse aufgenommen.

Im Rahmen von vierarmigen Studien, die das Setzen oder das Auslassen einer chemi-
schen Vortraumatisierung sowie die anschlieBende Behandlung mit einem Verum oder
einem Placebo kombinierten, wurden zunachst zwei Modellarzneistoffe, Dexpanthenol
sowie Becaplermin (als Gel), iiber eine Woche mit Probenziigen an den Tagen 0, 3 und
7 gepruft, bevor auch Epoetin beta und ein wirkstofffreies Hydrogel untersucht wurden.
Nachdem das Regenerationsmodell die in vivo auftretenden wundheilungsfordernden Ei-
genschaften von Dexpanthenol und Becaplermin in vitro abbilden konnte und auch die
Metabolisierung des Prodrugs Dexpanthenol als gesichert gelten konnte, konnte von der

prinzipiellen Eignung der Methode ausgegangen werden.
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Die Studien mit Epoetin beta und einem wirkstofffreien Hydrogel machten deutlich, dass
wie bei anderen Modellen auch bestimmte Limitierungen bestehen, die die Aussagekraft
des Modells begrenzen. Sofern Fragestellungen stets im Rahmen einer einzelnen Charge
von organotypischen Hautaquivalenten gepriift werden kénnen und sofern davon aus-
gegangen werden kann, dass sich die pharmakologische Zielstruktur des zu priifenden
Wirkstoffs auch im simplifizierten Regenerationsmodell wiederfindet, kann das organoty-
pische Hautkonstrukt als interessantes Screeningwerkzeug dienen, dessen Aussagekraft -
sofern keine Wirkstoffzubereitungen eingesetzt werden - durch erginzende histologische

Untersuchungen gestiitzt werden kann.
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