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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

Der menschliche Korper ist tdglich einer Vielzahl von koérperfremden
Stoffen ausgesetzt, deren Aufnahme inhalativ, oral oder liber Hautkontakt erfolgen
kann. Der Hautkontakt spielt dabei eine sehr wichtig Rolle, da Fremdstoffe nicht
nur in Kosmetikprodukten vorkommen, sondern auch in Produkten des tédglichen
Bedarfs Verwendung finden, wie zum Beispiel in Kleidung, Verpackungen oder
Spielzeug. Durchdringen chemische Substanzen die Haut, konnen sie in der Haut
selbst oder nach Eintritt in die Blutzirkulation in der Leber verstoffwechselt
werden. Deshalb miissen nach gesetzlichen Regelungen alle Bedarfsgegenstdnde
sowie Kosmetika oder Waschmittel auf ihre Unschéddlichkeit hin getestet werden,
bevor sie dem Verbraucher zur Verfiigung gestellt werden kdnnen. Viele dieser
Tests machen den Einsatz von Versuchstieren erforderlich [1]. Weiterhin stellt die
seit 2007 geltende Chemikalienverordnung der Européischen Union (EU) REACH
(engl. registration, evaluation, authorization and restriction of chemicals) im
Sinne des Verbrauchers strenge Auflagen an die in der EU verwendeten
Chemikalien. Dabei miissen auch Informationen beziiglich deren Reizungs- und
Sensibilisierungspotentials, Mutagenitit oder akuter Toxizitdt vorliegen [2]. Fiir
die Beurteilung dieser Risiken wird nach wie vor jdhrlich eine Vielzahl von
Versuchstieren eingesetzt [3], wobei jedoch die Anwendung der Tierversuche im
Rahmen der REACH-Verordnung dem 3R-Prinzip unterliegt. Ziel dessen ist es, so
weit wie mdglich die Anzahl der Versuchstiere zu reduzieren (engl. reduce), das
Leiden der Versuchstiere zu verringern (engl. refine) und idealerweise
Tierversuche durch Alternativen zu ersetzen (engl. replace) [4]. Neben den hohen
Kosten [3] und der in der Bevolkerung weitgehend fehlenden ethischen Akzeptanz
von Tierversuchen ist ein weiterer Nachteil, dass die metabolische Aktivitit
gegeniiber dem humanen System sehr unterschiedlich sein kann [1]. Hinzu kommt,
dass durch die 7. Anderung der EU-Kosmetikrichtlinie [5] die Testung fertiger
Kosmetikprodukte sowie deren einzelner Inhaltsstoffe an Versuchstieren
schrittweise bis 2013 verboten wurde. Es besteht also ein zwingender Bedarf, auch
im Sinne des 3R-Prinzips, neue, tierversuchsfreie Methoden als validierte
Testsysteme zur Verfiigung zu stellen, um vor allem auch speziesspezifische

Unterschiede zu umgehen [6, 7].



1. Einleitung

1.1 HAUT

1.1.1 AUFBAU DER HAUT

Die Haut ist das wichtigste Grenzorgan des Organismus zur AuBenwelt. Mit
ithrem komplexen Aufbau bildet sie nicht nur eine wichtige Barriere gegen dullere
Einfliisse, sondern stellt auch eine der wichtigsten Kontaktflichen des Korpers
dar. Neben ihrer Schutzfunktion vor Pathogenen oder anderen schédlichen
Faktoren chemischer oder physikalischer Natur ist sie auBerdem essenziell fiir die
Thermoregulation des Korpers sowie fiir die Wahrnehmung von Druck, Bewegung,
Temperatur oder Schmerz iiber fiir den jeweiligen Reiz spezialisierte Sinneszellen
[8]. Die Haut verhindert den unkontrollierten Verlust von Wasser und Nahrstoffen,
ermoglicht jedoch eine kontrollierte Wasserabgabe. Entscheidend fiir diese
verschiedenen Aufgaben ist die schichtartige Struktur der Haut (sieche Abbildung
1-1).

Die duBlere Schicht, die in direktem Kontakt mit der Umgebung steht, ist die
Epidermis. Sie besteht hauptsidchlich aus Keratinozyten, die in verschiedenen
Differenzierungsstadien unterschiedliche Schichten der Epidermis bilden. Die
Epidermis ist ein sich permanent regenerierendes Epithel. Das Stratum basale, die
unterste Schicht der Epidermis, besteht aus basalen Keratinozyten. Diese besitzen
eine hohe mitotische Aktivitdt und bilden immer neue Zellen, die anschlielend
einen Differenzierungsprozess durchlaufen. Wihrenddessen kommt es zu
Verdnderungen der zelluldren Struktur sowie der exprimierten und sekretierten
Proteine. Weiterhin wandern die differenzierenden Keratinozyten Richtung
Hautoberfliche und bilden dabei die librigen Schichten der lebenden Epidermis,
bis sie als tote, zellkernlose, mit Proteinen angereicherte Korneozyten die
Hornschicht, das Stratum corneum, formen und nach einer gewissen Zeit
abschilfern. Diese duflerste Schicht der Epidermis nimmt eine wesentliche Rolle in
der Barrierefunktion ein (siehe 1.1.2). Neben Keratinozyten befinden sich
Melanozyten, die fiir die Pigmentierung der Haut verantwortlich sind, sowie
Zellen des Immunsystems, Langerhans Zellen und Lymphozyten, in der Epidermis
(siche Abbildung 1-1 links).

Unter der Epidermis liegt die Dermis. Diese Schicht besteht aus einer
extrazelluliren Matrix, in die Bindegewebsfasern, Schweill- und Talgdriisen,

verschiedene Mechanosensoren sowie Blutgefidfle eingebettet sind. Die Dermis ist
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somit flir die Nahrstoffversorgung und Elastizitdt der Haut verantwortlich. Den
zelluldren Hauptbestandteil bilden die Fibroblasten, welche konstant
Matrixproteine wie z. B. Kollagen oder Elastin sekretieren und auflerdem mit den
Keratinozyten der Epidermis interagieren [9, 10]. In der Dermis ist dariiber hinaus
eine Vielzahl unterschiedlicher Immunzellen zu finden. Dazu zéhlen
beispielsweise dendritische Zellen oder Makrophagen, aber auch T-Zellen (weitere
Informationen dazu siehe 1.1.3).

Die Hypodermis liegt unter der Dermis und obwohl sie selbst nicht mehr
zur Haut zdhlt, ist sie liber Bindegewebsfasern mit der Dermis verbunden. Sie
besteht iiberwiegend aus Fettzellen und Blutgefilen, eingebettet in eine
extrazellulire Matrix. Neben der Néhstoffversorgung der Haut fungiert sie als
Verbindungsschicht zwischen Haut und tibrigem Gewebe (Muskeln, Knochen) und

tragt auBerdem zur Stabilitdt der Haut bei.

Epidermis 1derm1s' Epidermis
Keratinozyten -
Dermis
Langerhans Zellen
Hypodermis
Melanozyten
Dermis
Fibroblasten

Dendritische Zellen

Abbildung 1-1: Schematischer Aufbau der Haut. Gezeigt ist eine Darstellung der Haut (rechts)
bestechend aus Epidermis, Dermis und Hypodermis inklusive weiterer Bestandteile wie
verschiedenen Mechanosensoren, Talg- und SchweiBdriisen, Blutgefilen und Haaren. Die
VergroBBerung (links) zeigt die oberen Hautschichten inklusive der verschiedenen Zelltypen:
Keratinozyten, Langerhans Zellen und Melanozyten in der Epidermis sowie Fibroblasten und
Dendritische Zellen in der Dermis, eingebettet in eine extrazellulire Matrix. Die Abbildung
wurde mithilfe von Servier Medical Art erstellt (Copyright © 2012, Les Laboratoires Servier —
Sadmtliche Rechte vorbehalten).
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1.1.2 BARRIEREFUNKTION DER HAUT

Die Haut bildet auf verschiedene Weisen eine Barriere gegen &dullere
Faktoren. Zum einen stellen das Stratum corneum und die lebende Epidermis eine
physische Barriere dar. Das Stratum corneum besteht aus proteinreichen,
abgeflachten Korneozyten ohne Zellkern oder Organellen. Diese toten Zellen
enthalten wenig Wasser und sind {iber spezielle Strukturen, die
Korneodesmosomen, fest miteinander verbunden. Weiterhin sind die Korneozyten
von einer protein- und lipidreichen Hiille umgeben und in eine Matrix aus
unpolaren Lipiden eingebettet [11]. Somit bildet das Stratum corneum eine sehr
hydrophobe Schicht, die sowohl den Austritt von Wasser aus dem Korperinneren
als auch das Eindringen hydrophiler Substanzen in den Organismus verhindert. Im
Gegensatz dazu sind die anderen Schichten der Epidermis mit einem Wasseranteil
von circa 70 % sehr hydrophil, weshalb hydrophobe Substanzen, die leicht das
Stratum corneum durchqueren konnten, die lebende Epidermis kaum iiberwinden
konnen [12]. Zusidtzlich sind auch die Keratinozyten durch verschiedene
Strukturen (Tight Junctions und Gap Junctions) horizontal und vertikal
miteinander verbunden, wodurch die Zellzwischenrdume verschlossen werden.

Zum anderen gibt es neben dieser physischen auch eine chemische Barriere.
Dazu zédhlen die bereits erwdhnte Hydrophobie des Stratum corneum bzw. die
Hydrophilie der Epidermis genauso wie antimikrobielle Peptide oder hydrolytische
Enzyme, die von den epidermalen Zellen in den extrazelluliren Raum abgegeben
werden [11].

Eine dritte Art der Barriere ist immunologischer Natur und meint Prozesse
der angeborenen sowie adaptiven Immunantwort, die auch in der Haut stattfinden.
Diese Barriere richtet sich vor allem gegen pathogene Organismen wie
beispielsweise Bakterien oder Pilze und verhindert, dass diese in den Korper
gelangen (siehe 1.1.3).

Trotz dieser unterschiedlichen Barrieren konnen Substanzen, vor allem
Molekiile mit einem niedrigen Molekulargewicht (< 500 g/mol), in die Haut
eindringen [12]. Der Begriff Penetration beschreibt dabei den Eintritt einer
Substanz in die Haut. Unter Permeation versteht man wiederum das Durchdringen
der verschiedenen Hautschichten, bis die Substanz in kutane Blutgefd3e und somit
in den systemischen Blutkreislauf gelangt. Die Penetration beruht auf einer

passiven Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten und kann iiber drei



1. Einleitung

potentielle Wege stattfinden: Die interzellulire Route beschreibt das
Durchqueren der extrazelluldren Matrix, ohne dabei in die Zellen einzudringen.
Dieser Weg dominiert gegeniiber der intrazelluliren Route, bei welcher der Ein-
und Austritt in bzw. aus den Hautzellen nétig ist. Die intrazellulire Route eignet
sich vor allem fiir hydrophoben Substanzen. Eine dritte Moglichkeit bietet der
follikulire Weg: Haarschaft oder Schwei3driisen verursachen Unterbrechungen
des Stratum corneum und reichen bis in die Dermis hinein, wobei sie nur von einer

diinnen epidermalen Schicht umgeben sind.

1.1.3 IMMUNSYSTEM DER HAUT

Das Immunsystem der Haut dient der Erkennung und Abwehr von
Pathogenen, die von aullen in den Korper eindringen. Zum Immunsystem der Haut
gehoren Komponenten sowohl der angeborenen als auch der adaptiven
Immunantwort. Neben verschiedenen Zellen des Immunsystems (z. B. Antigen-
priasentierende Zellen oder T-Zellen) sind auch Keratinozyten, Fibroblasten und
Endothelzellen durch die Sekretion verschiedener Signalmolekiile an der
Immunabwehr beteiligt.

Neben wenigen intra-epidermalen T-Zellen sind die dominierenden
Immunzellen der Epidermis Langerhans Zellen (LC, engl. Langerhans cells,
siche Abbildung 1-1). Diese Zellen residieren im unteren Bereich der Epidermis
und bilden mit ihren dendritischen Fortsdtzen ein dichtes Netzwerk in der
Epidermis. Durch die Fortsdtze stehen sie einerseits in Kontakt mit den sie
umgebenden Keratinozyten und konnen andererseits die Epidermis groBfldachig
nach Pathogenen bzw. Antigenen absuchen. Haben die LC ein Antigen erkannt,
wird dieses ins Zellinnere aufgenommen und ein Reifungsprozess eingeleitet.
Dabei verlieren die LC ihre dendritische Struktur und I&sen sich durch
Verdnderungen in den exprimierten Oberflichenproteinen aus dem epidermalen
Zellverband. Die gereiften LC migrieren zu den nahegelegenen Lymphknoten, um
dort als Antigen-prdsentierende Zellen (APC, engl. antigen presenting cell) der
adaptiven Immunantwort aktiv zu werden [13].

In der Dermis iibernehmen diese Aufgabe dermale Dendritische Zellen
(DC, engl. dendritic cells), die nach Aktivierung durch Antigenaufnahme ebenfalls
einen Reifungsprozess durchlaufen und aus der Dermis zu nahegelegenen

Lymphknoten wandern. Es gibt verschiedene Subpopulationen der dermalen DC,
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von denen einige eine wichtige Rolle bei der Immuntoleranz (dem Ausbleiben
einer Immunantwort) in der Haut spielen. Im Normalfall findet die
Antigenprédsentation {iiber MHC-Molekiile (engl. major histocompatibility
complex) des Typs II statt, die im weiteren Verlauf eine Immunantwort mit CD4"
(CD = engl. cluster of differentiation) T-Helfer-Zellen einleitet. Im Falle der
cross-Priasentation wird das Antigen iiber MHC Typ I prisentiert, was wiederum
CDS8" zytotoxische T-Zellen aktiviert. Abhingig von der Menge oder dem Fehlen
weiterer inflammatorischer Signale kommt es zur Immunantwort oder
Immuntoleranz, z. B. gegeniiber fremden, aber harmlosen Substanzen aus der
Umwelt oder kommensalen Erregern [13].

Weitere Immunzellen in der Haut sind verschiedene T-Zellen, Mastzellen
und Natiirliche Killerzellen, die alle iiberwiegend in der Dermis lokalisiert sind
oder regelméfig zwischen der Haut und den nidchsten Lymphknoten zirkulieren.

Im Falle einer Entziindung werden diese und weitere Immunzellen wie z. B.
Makrophagen mithilfe unterschiedlicher inflammatorischer Signalmolekiile in das
entzlindete Hautgewebe rekrutiert. Ein wichtiges Signalmolekiil ist Interleukin-1a
(IL-1a), welches vor allem von Keratinozyten ausgeschiittet wird, nachdem diese
z. B. mithilfe spezieller Oberflichenrezeptoren pathogene Strukturen erkannt
haben oder die epidermale Barriere durchbrochen wurde. IL-1a diffundiert in die
Dermis und unterstiitzt den Reifungsprozess von LC und DC. Weiterhin bewirkt es
in Endothelzellen die Hochregulation von Zell-Zell-Adhésionsproteinen oder in
Fibroblasten die Sekretion des chemotaktischen Interleukin-8 (IL-8), das
migrierende Neutrophile oder T-Zellen zum Ort der Entziindung leiten soll. Beide
Zytokine, IL-1a und IL-8, sind also Indikatoren fiir entziindetes oder geschédigtes
Gewebe. lhre Quantifizierung erlaubt indirekt Riickschliisse darauf, ob eine
applizierte Substanz oder andere Einfliisse schédlich fiir die Haut sind [13].

Das Immunsystem der Haut spielt auch bei der Beurteilung des Einflusses
von korperfremden Substanzen, sogenannter Xenobiotika, sowie deren Biotrans-
formation in der Haut eine Rolle: das Xenobiotikum oder dessen Metabolite
konnen teilweise Sensibilisierungsreaktionen verursachen. Darunter versteht man
das Entstehen einer Kontaktallergie, die aus einer Uberreaktion der adaptiven
Immunantwort resultiert [14]. Am héufigsten wird eine Kontaktallergie nach
folgendem Mechanismus ausgelost: Bei erstmaligem Hautkontakt kann ein
Xenobiotikum eine Immunantwort induzieren, indem es sich kovalent mit

Proteinen verbindet (Haptenylierung). Dieser Protein-Substanz-Komplex wird
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anschlieBend von APC aufgenommen, wodurch diese aktiviert werden. Das zieht
deren Migration zu den Lymphknoten und dort die Aktivierung verschiedener
T-Zellen, die spezifisch gegen das Xenobiotikum gerichtet sind, nach sich. In
dieser ,,Sensibilisierungsphase“ nach erstmaligem Allergenkontakt treten noch
keine Symptome auf. Bei erneutem Kontakt mit dem Xenobiotikum kommt es
dann in der ,Effektorphase® zum Ausbruch der allergischen Symptome (roter
Ausschlag, Blasen, Juckreiz, Brennen; [14]), verursacht durch wéhrend der
Sensibilisierungsphase induzierte humorale (z. B. spezifische Antikorper) und

zelluldre (z. B. T-Zellen) Komponenten des Immunsystems [15].

1.2 IN VITRO HAUTMODELLE ALS ALTERNATIVE ZUM TIERVERSUCH

Kosmetika, Arzneistoffe, Bedarfsgegenstinde und andere Chemikalien
miissen hinsichtlich ihres Gefdhrdungspotentials fiir den menschlichen
Organismus beurteilt werden, bevor sie dem Verbraucher zur Verfligung gestellt
werden konnen. Viele dieser Test erfordern den Einsatz von Versuchstieren: so
werden beispielsweise zur Beurteilung der Genotoxizitdt in vitro oft Systeme
tierischen Ursprungs wie die S9-Fraktion aus Rattenleberhomogenisaten
verwendet [1]. Zur Evaluierung des Sensibilisierungspotentials einer Substanz
wird vor allem der lokale Lymphknotentest LLNA (engl. local lymphnode assay)
an Mausen durchgefiihrt, der auch durch die seit 2007 geltende REACH-
Verordnung der Europidischen Union als bevorzugtes in vivo-Testverfahren
empfohlen wird [2]. Im Sinne des 3R-Prinzips, welches die Anzahl an
Versuchstieren bzw. deren Leiden reduzieren oder wenn mdoglich Tierversuche
komplett ersetzen soll [4], wurden in den letzten Jahren verschiedene alternative
Testsysteme entwickelt.

Im Bereich der Haut gibt es zwei Arten von in vitro-Modellen:
dreidimensionale (3D) rekonstruierte Epidermismodelle (RHE, engl. reconstructed
human epidermis) und rekonstruierte Vollhautmodelle (RHS, engl. reconstructed
human full-thickness skin). RHE bestehen ausschlieSlich aus Keratinozyten, die
auf einer Kunststoffmembran geziichtet werden. Sie weisen alle Schichten und
Differenzierungsstadien einer viablen Epidermis einschlieBlich des Stratum
corneum auf (siehe 1.1.1). RHS besitzen zusitzlich zur Epidermis ein Dermis-
Aquivalent, das hiufig aus einer Kollagenmatrix mit darin eingebetteten

Fibroblasten besteht. Inzwischen sind RHE wund RHS hinsichtlich ihrer



1. Einleitung

Morphologie und Barrierefunktion gut charakterisiert und in ihren Eigenschaften
der Humanhaut ex vivo vergleichbar [16-20]. Verschiedene Epidermismodelle sind
bereits als geeignete Testsysteme fiir die Beurteilung von Hautreizung oder
Hautdtzung validiert worden [21, 22].

Vollhautmodelle mit ithrem Dermisdquivalent reprdsentieren in der Regel
die in vivo-Situation von Humanhaut besser als Epidermismodelle. So bilden RHS
im Gegensatz zu RHE beispielsweise den unter physiologischen Bedingungen in
der Haut stattfindenden cross-talk zwischen dermalen Fibroblasten und
epidermalen Keratinozyten ab, der unter anderem die Proteinexpression
beeinflusst [9, 10]. Weiterhin spielt die Dermis inklusive ihres Bindegewebes eine
Rolle bei der Homoostase der Epidermis und besitzt ebenfalls metabolische
Aktivitit [23, 24]. Bevor jedoch RHS als wvalidierte Testsysteme fiir
Gefidhrdungseinschitzungen oder Penetrationsstudien eingesetzt werden konnen,
miissen sie in verschiedenen Studien hinreichend evaluiert werden. Diese Arbeiten
finden im Rahmen aktuell laufender Forschungsprojekte statt.

Zwar waren rekonstruierte Epidermismodelle und teilweise rekonstruierte
Vollhautmodelle in den letzten Jahren Gegenstand vieler Forschungsprojekte;
dennoch ist deren Charakterisierung noch nicht abgeschlossen [24] und die
bisherigen Studien zum Fremdstoffmetabolismus in der Haut konzentrierten sich
iiberwiegend auf RHE [7, 25]. Im Gegensatz dazu wurde die metabolische
Kompetenz von Vollhautmodellen im Allgemeinen und im Speziellen deren
Verstoffwechselung von korperfremden Substanzen noch nicht hinreichend
untersucht. Die Biotransformationskapazitdt der Haut spielt aber eine wichtige
Rolle bei der Gefdhrdungsbeurteilung von Stoffen, die mit der Haut in Kontakt
kommen. Xenobiotika und andere Substanzen konnen durch Enzyme in der Haut
metabolisiert werden, was unter anderem zu reizenden oder toxischen Metaboliten
fiihren kann und somit deren Risikobewertung beeinflusst. Auch im Falle von
Prodrugs entsteht erst durch die Biotransformation der aktive Wirkstoff [26-28].
Weiterhin  kann die Biotransformation eines Stoffes auch dessen
Penetrationsverhalten beeinflussen [29-31]. Deshalb miissen die in vitro-
Testsysteme hinsichtlich ihrer metabolischen Kapazitit untersucht und mit
Humanhaut verglichen werden.

Im Rahmen eines vorangegangen vom Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) geforderten Projektes (Forderkennzeichen: 0316008B) wurden

verschiedene kommerzielle rekonstruierte 3D-Vollhautmodelle evaluiert und dabei
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zwel als besonders vielversprechend fiir weitere Studien ausgewdihlt: das
Phenion®FT der Firma Henkel (Diisseldorf, Deutschland) und das EpiDerm MFT
der MatTek Corporation (Ashland, MA, USA) [17, 32]. Beide RHS wurden im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit hinsichtlich verschiedener fremdstoff-
metabolisierender Enzyme charakterisiert, damit diese Modelle in Zukunft als
tierversuchsfreie Systeme bei dermatotoxikologischen Testreihen eingesetzt

werden konnen.

1.3 FREMDSTOFFMETABOLISMUS

1.3.1 METABOLISMUS

Metabolismus bezeichnet die Gesamtheit chemischer Umwandlungen von
Substanzen innerhalb eines Organismus. Dazu gehdrt die Verstoffwechselung
endogener und exogener, sowie koOrperfremder, sogenannter xenobiotischer
Molekiile. Der menschliche Korper kommt tédglich mit einer Vielzahl
xenobiotischer Substanzen in Kontakt, die iiber die Atemluft, Nahrung oder auch
durch Hautkontakt aufgenommen werden. Falls diese Stoffe nicht direkt
ausgeschieden werden konnen, beispielsweise aufgrund hoher Lipophilie, erfolgt
mithilfe enzymatisch katalysierter Reaktionen die chemische Modifikation solcher
Substanzen. Diese Umwandlung von Fremdsubstanzen wird als Biotransformation
bezeichnet und dient der Entgiftung des Korpers. Fiir die Verwendung von
Pharmaka ist die Kenntnis {iber deren Biotransformation von groBer Bedeutung.
Nach oraler Aufnahme werden Arzneistoffe iiberwiegend im Diinndarm resorbiert
und anschlieBend iiber die Pfortader in die Leber transportiert, bevor sie in den
systemischen Blutkreislauf gelangen. Die Biotransformation der Pharmaka in der
Leber wird als First-Pass-Effekt bezeichnet. Als dessen Folge kann einerseits die
Wirksamkeit der Pharmaka reduziert werden oder andererseits konnen die
entstandenen Metabolite auch eine hohere Wirksamkeit aufweisen. Somit kann das
Wissen {iiber die Biotransformationskapazitit eines Gewebes gezielt genutzt
werden, um Prodrugs zu entwickeln, die erst nach Metabolisierung ihre volle
therapeutische Wirkung entfalten.

Der grofite Teil der Biotransformationsreaktionen findet in der Leber statt.
Jedoch sind auch andere Organe wie Niere oder Darm mit fremdstoff-

metabolisierenden Enzymen ausgestattet und an der Biotransformation beteiligt.
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Diese sogenannten extrahepatischen Biotransformationsreaktion finden ebenfalls
in der Lunge und der Haut statt, die mit der AuBenwelt interagieren und in
Hinblick auf die zunehmende Exposition mit Umweltgiften an Bedeutung
gewinnen [33].

Bei der Biotransformation werden  unterschiedliche chemische
Reaktionsarten in verschiedenen Phasen zusammengefasst. Phase-I-Reaktionen
(Funktionalisierungsreaktionen) umfassen dabei alle Reaktionen, bei denen ein
Xenobiotikum oxidativ, reduktiv oder hydrolytisch modifiziert wird. Ziel dieser
Phase-I-Reaktionen ist es, bestimmte polare funktionelle Gruppen in das Molekiil
einzubauen oder bereits vorhandene funktionelle Gruppen umzuwandeln. In Phase-
[I-Reaktionen (Konjugationsreaktionen) wird ein Xenobiotikum direkt oder nach
vorheriger Phase-I-Biotransformation mit korpereigenen Molekiilen verkniipft.
Das Konjugat weist eine erhdhte Hydrophilie auf und kann dadurch leichter
ausgeschieden werden. Phase-III-Reaktionen beschreiben den aktiven Transport
der Metabolite aus den Zellen mithilfe spezieller Transportproteine, z. B. ABC-
Transporter (ABC = engl. ATP-binding cassette).

1.3.2 REAKTIONEN DER PHASE-I

Phase-I-Reaktionen werden von einer Vielzahl von Enzymen katalysiert.
Die wichtigste Phase-I-Reaktion, die Oxidation, wird in der Leber {iberwiegend
von Cytochrom P450-Isoenzymen (CYP) katalysiert. Diese Enzymsuperfamilie
umfasst verschiedene Gen- und Subfamilien, deren Isoenzyme sich hinsichtlich
der Expression im Gewebe und ihrer Substratspezifitit unterscheiden [33, 34].
Wenn auch die Monooxygenierung (genauer Hydroxylierung, R-H wird zu R-OH)
die dominierende Reaktion ist, so werden auch andere Reaktionen durch
unterschiedliche CYP-Isoenzyme katalysiert. Dazu zdhlen z. B. die Epoxidation
von Doppelbindungen, Oxidierung und Dealkylierung verschiedener Heteroatome
oder die N-Hydroxylierung von Aminfunktionen (-NH;). Weitere wichtige
Enzyme fiir Biotransformationsreaktionen der Phase-I sind Hydrolasen (z. B.
Esterasen) und verschiedene Reduktasen (z. B. NAD(P)H-Quinon-
Oxidoreduktase). Im Folgenden werden nur die in dieser Arbeit untersuchten

Enzymgruppen genauer vorgestellt.
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Monoaminoxidasen

Monoaminoxidasen (MAOQO) gehoren zur Gruppe der Flavin-abhdngigen
Monooxygenasen und oxidieren primire, sekundédre oder auch tertidre Monoamine
unter Verwendung von Sauerstoff (O;) und Wasser (H,0) zu den entsprechenden
Aldehyden (sieche Abbildung 1-2). Biologisch spielt diese Reaktion vor allem eine
Rolle bei der Deaktivierung von Neurotransmittern und Hormonen wie Dopamin,
Serotonin, Adrenalin oder Noradrenalin. Dariiber hinaus katalysieren MAO
aufgrund ihrer breiten Substratspezifitit auch die Desaminierung verschiedener

Xenobiotika und sind somit fiir den Fremdstoffmetabolismus bedeutend [35].

H,0 AR
—2=> R—CHO +H,0, + HN_

R, Ry Ry

Abbildung 1-2: Reaktionsmechanismus der Monoaminoxidasen. Unter Bildung eines Imin-
Zwischenproduktes wird durch Entfernen eines Wasserstoffatoms ein Amin zu einem Aldehyd
umgewandelt. Das eingebaute Sauerstoffatom wird aus Wasser gewonnen und durch Reoxidation
des Cofaktors FAD (Flavin-Adenin-Dinukleotid; nicht gezeigt) entsteht bei der Reaktion
aullerdem Wasserstoffperoxid (H,0,) als Nebenprodukt (nach [35]).

Bei den MAO sind zwei Subfamilien bekannt, MAO A und MAO B. Sie
weisen circa 70 % Gensequenzhomologien auf, unterscheiden sich aber in ihren
Substratspezifititen und Sensitivititen gegeniiber Inhibitoren. MAO sind
intrazelluldr lokalisiert und fest mit der dulleren Mitochondrienmembran assoziiert
[35]. Die MAO-Expression wurde nicht nur in neuronalen, sondern auch in
verschiedenen anderen Geweben nachgewiesen, wobei die periphere Expression in
der Leber am starksten ist [35, 36]. In den meisten Geweben werden beide MAO-
Subfamilien exprimiert, jedoch gibt es auch Ausnahmen: in humaner Plazenta wird
nur MAOA, in Thrombozyten und Lymphozyten hingegen nur MAOB exprimiert
[35].

In Humanhaut wurden Monoaminoxidasen bereits in den 1950er Jahren
histologisch nachgewiesen [37, 38]. Studien zur MAO-Aktivitit an Human- oder
Nagetierhaut folgten [39-41], jedoch ohne zwischen MAO A und MAO B zu
differenzieren. Eine detaillierte Charakterisierung der MAO-Aktivitdt in

Humanhaut sowie rekonstruierten Vollhautmodellen ist wichtig, da die
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transdermale Applikation fiir verschiedene Pharmaka immer mehr an Bedeutung
gewinnt. Fir Arzneistoffe wie z.B. Propranolol, das wunter anderem zur
Behandlung von Bluthochdruck eingesetzt wird, stellt die transdermale Route eine
sinnvolle Alternative dar, um den bei oraler Applikation sehr dominanten First-

Pass-Effekt zu umgehen, der die Bioverfiigbarkeit stark verringert [42, 43].

Steroid-5a-Reduktasen

Steroid-5a-Reduktasen (5aR) spielen eine wichtige Rolle bei der
Verstoffwechselung von androgenen Hormonen. Thre biologische Funktion besteht
hauptsichlich in der Umwandlung von Testosteron zu Dihydrotestosteron (siehe
Abbildung 1-3), welches eine wesentlich hdhere Bindungsaffinitit zum
Androgenrezeptor aufweist [44]. Dennoch kdnnen S5aR auch andere steroidale
Strukturen als Substrat erkennen und die entsprechende Reduktionsreaktion
katalysieren, beispielsweise synthetische Glucocorticoide wie Prednisolon, die
unter anderem bei der Behandlung entziindlicher Hauterkrankungen eingesetzt
werden [45, 46].

In der Peripherie werden mithilfe verschiedener Enzyme inklusive der SaR
Androgene aus zirkulierenden Vorldufern wie Cholesterin oder Dehydro-
epiandrosteron (DHEA) bzw. dessen Sulfat (DHEA-S) synthetisiert. In der Haut
sind Androgene an verschiedenen Funktionen wie z.B. Wachstum und
Differenzierung der Talgdriisen, der Wundheilung oder der Homoostase der
epidermalen Barriere beteiligt [47]. Einige Hauterkrankungen wie Akne oder
Hirsutismus zeichnen sich durch verdnderte Mengen der am Androgenstoffwechsel
beteiligten Enzyme bzw. des Androgenrezeptors aus. Fiir deren Behandlung oder
auch die therapeutische Verabreichung von Testosteron oder anderer steroidaler
Wirkstoffe wird als Applikation oft die transdermale Route gewidhlt [48], weshalb
die am kutanen Androgenmetabolismus beteiligten Enzyme sowohl in Humanhaut

ex vivo als auch in RHS umfassend charakterisiert werden missen.



1. Einleitung

OH OH
NADPH+H" .
—_— + NADP
0 0
Testosteron Dihydrotestosteron

Abbildung 1-3: Reaktionsmechanismus der Steroid-5a-Reduktasen. Die Reduktionsreaktion
filhrt zu einem irreversiblen Bruch der Doppelbindung zwischen C4 und C5 des steroidalen
Grundgeriistes, an das zusitzlich mithilfe des Cofaktors NADPH+H' zwei Wasserstoffatome

eingefiigt werden (nach [44]).

Zu den 5aR zdhlen die drei Unterfamilien 50R 1, 5aR 2 und 50R 3. Die
Familien 1 und 2 unterscheiden sich in ihrem pH-Optimum, der Bindungsaffinitat
zu ithren Substraten und werden in verschiedenen Geweben unterschiedlich stark
exprimiert. So dominiert SaR2 in der Prostata und SaR/ in Hautgeweben. Neben
der Expression in Epidermis und Dermis ldsst sich SaR/ besonders in Talgdriisen
und Haarfollikeln nachweisen [49]. Die Unterfamilie 5aR 3 wurde erst vor
wenigen Jahren entdeckt [50], jedoch konnte bereits eine ubiquitire SaR3-

Expression nachgewiesen werden [44].

1.3.3 REAKTIONEN DER PHASE-II

Bei den Phase-II-Reaktionen der Biotransformation werden xenobiotische
Molekiile iiber funktionelle Gruppen wie Carboxyl- (-COOH), Hydroxyl- (-OH),
Thiol- (-SH) oder Aminogruppen (-NH,), die bereits im Molekiil vorhanden waren
oder TUber Phase-I-Reaktionen eingefiigt wurden, auf korpereigene, 16sliche
Molekiile (z. B. Acetyl-Coenzym A oder Glutathion) iibertragen. Zu diesen
Reaktionen gehdren Glucoronidierung, Sulfonierung, Acetylierung, Methylierung
und die Konjugation mit Glutathion oder Aminosduren [51].

Der iiberwiegende Teil der Phase-II-Reaktionen fiihrt zu einer erhdhten
Hydrophilie, um die modifizierten Xenobiotika vor allem iiber die Niere besser
ausscheiden zu konnen. In der Leber dominieren Glucoronidierungs- und
Sulfonierungsreaktionen. Dennoch finden ebenfalls Acetylierung und Glutathion-

Konjugation statt. Bei den Phase-II-Enzymen handelt es sich iiberwiegend um
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zytosolische Proteine. Eine Ausnahme bilden z. B. die Uridin-5'-diphospho-
glucuronosyltransferasen (UGT), da sie gebunden an der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums vorliegen. Im Folgenden wird auf die im Rahmen

dieser Dissertation untersuchten Phase-II-Enzymgruppen nidher eingegangen.

Sulfotransferasen

Die Superfamilie der Sulfotransferasen (SULT) umfasst eine Vielzahl von
Mitgliedern. Fiir den humanen Stoffwechsel sind die Familien SULT 1 und
SULT 2, die sich wiederum in weitere Subfamilien unterteilen lassen, von grofter
Bedeutung. Alle SULT katalysieren die Ubertragung einer Sulfogruppe (-SOsH) ',
wobei 3’-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS, siehe Abbildung 1-4) als
universeller Donor dient.

Die SULT-Familien wunterscheiden sich hauptsdchlich in ihrer
Substratspezifitit, decken aber insgesamt ein breites Substratspektrum ab und
spielen somit fiir den Stoffwechsel von sowohl endogenen als auch korperfremden

Molekiilen eine wichtige Rolle.

OH 0SO;H

)

PAPS PAP
1-Naphthol 1-Naphtholsulfat

Abbildung 1-4: Reaktionsmechanismus der Sulfotransferasen. Als universeller Donor der
Sulfogruppe dient 3’-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS), das mithilfe der PAPS-
Synthetase aus ATP und anorganischem Sulfat gebildet wird. Sulfotransferasen iibertragen
-SO;H auf verschiedene funktionelle Gruppen in xenobiotischen sowie endogenen Substraten. In
diesem Beispiel dient 1-Naphthol als Substrat, welches an seiner phenolischen Hydroxylgruppe

sulfoniert wird.

Diese Sulfonierungsreaktion wird in der deutschsprachigen Literatur oft als
»Sulfatierung® bezeichnet, da die Reaktion in der englischen Sprache ,,sulfation® genannt
wird. Hinter der ,,Sulfatierung® verbirgt sich aber streng genommen die Addition von
Sulfatgruppen (-SO4H). Im Folgenden wird konsequent der Begriff der Sulfonierung
verwendet.
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Die SULT 1-Familie ist fiir die Biotransformation von Xenobiotika die
wichtigste. Neben verschiedenen endogenen Molekiilen wie z. B. Katecholaminen
oder Schilddriisenhormonen zdhlen auch viele korperfremde Molekiile zu ihren
Substraten. Dabei sulfonieren die Enzyme der SULT 1-Subfamilien spezifische
Strukturen: Die SULT 1A beispielsweise sulfonieren bevorzugt phenolische
Strukturen, weshalb sie auch als phenolische SULT bezeichnet werden. Das
Isoenzym SULT 1A1 gilt als die wichtigste fremdstoffmetabolisierende SULT. Sie
weist ein breites Substratspektrum auf, kommt in einer Vielzahl von Geweben vor
und ist eine der entscheidenden SULT in der Leber [52]. Neben SULT 1A ist auch
die SULT 1E-Subfamilie von Bedeutung. Sie bevorzugt dstrogene Strukturen als
Substrate und ihr wichtigstes Mitglied, die SULT 1EI, wird deshalb auch als
Ostrogen-SULT bezeichnet. Die SULT 1E1 hat eine hohe Affinitiit fiir endogene
Ostrogene, vor allem P-Estradiol. Daneben zihlen aber auch xenobiotische
Ostrogene, wie beispielsweise Ethinylestradiol, zu ihren Substraten [53].

Die SULT 2-Familie umfasst die Subfamilien SULT 2A und SULT 2B und
zu ihren Substraten zdhlen steroidale Strukturen wie z. B. DHEA oder auch
Testosteron. Vor allem SULT 2A1 ist fiir den Fremdstoffmetabolismus wichtig.
Diese Enzymgruppe sulfoniert bevorzugt nicht-aromatische OH-Gruppen [52]. Die
Isoenzyme SULT 2Bla und SULT 2B1b hingegen sind spezifisch fiir endogene
Steroide [34]. Ein wichtiges Substrat der SULT 2B1b ist Cholesterin. Deshalb
spielt dieses Enzym eine wichtige Rolle in der Haut, da Cholesterinsulfat am
Differenzierungsprozess von epidermalen Keratinozyten beteiligt ist [54, 55].
Dariiber hinaus sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, welche anderen
SULT in kutanen Geweben exprimiert werden. Denn neben der iiberwiegend
detoxifizierenden Funktion der Sulfonierung ist bekannt, dass vor allem die O-
Sulfonierung zu reaktiven Metaboliten und DNA-Schidigung fiihren kann [56].
Aufgrund dessen ist fiir die Untersuchung neuer, topisch oder transdermal
applizierter Substanzen sowie die Beurteilung ihres genotoxischen oder
sensibilisierenden Potentials die Kenntnis liber kutane SULT-Aktivitdt von grofler

Relevanz.

Glutathion-S-Transferasen

Glutathion-S-Transferasen (GST) gehdren zu den wichtigsten Enzymen, die

an der Detoxifizierung von endogenen und xenobiotischen Elektrophilen beteiligt
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sind [34]. Sie katalysieren die Bindung von Glutathion, einem endogenen Peptid
aus den Aminosduren Glutamat, Cystein und Glycin (Glu-Cys-Gly, siehe
Abbildung 1-5 a), unter Bildung eines Thioethers iliber das Schwefelatom der
Aminosdure Cystein. Die GST deprotonieren das Cystein im Glutathion und
stabilisieren das entstandene Glutathionthiolat-Anion (GS’), welches anschlieend
an einem elektrophilen Atom nukleophil angreift (sieche Abbildung 1-5b) [51].
Die gebildeten Metabolite haben gegeniiber der Ausgangssubstanz eine hohere
Hydrophilie und kénnen entweder direkt iiber Gallensekrete oder nach Bildung
von Mercaptursduren renal ausgeschieden werden.

Bei den GST gibt es ebenfalls verschiedene Unterfamilien, die in vielen
Geweben vorkommen. Der iiberwiegende Teil der GST (> 95 %) kommt dabei in
Form 16slicher, zytosolischer Proteine vor, aber auch mitochondriale oder
mikrosomale GST sind bekannt. Wie andere fremdstoffmetabolisierende Enzyme
weisen GST eine breite Substratspezifitidt auf, wobei alle Substrate hydrophob sind
und ein elektrophiles Atom besitzen [51]. Neben ihrer dominierenden Funktion bei
Entgiftungsprozessen sind GST auch an weiteren zelluldren Prozessen beteiligt,

wie z. B. der Synthese von Leukotrienen oder Progesteron [34].

a) b)
Cl GS
HS
NO, NO,
O
HOOCM N COOH
g N ~ ) N
B H
= l¢)
NH, GS” cr
NO, NO,
1-Chloro-
Glutathion 2.4-dinitrobenzen

Abbildung 1-5: Reaktionsmechanismus der Glutathion-S-Transferasen. GST binden
endogenes Glutathion (a) und stabilisieren das deprotonierte Glutathionthiolat-Anion (GS),
welches anschlieBend diverse Substrate mit elektrophilem Atomen angreift, in diesem Beispiel

1-Chloro-2,4-dinitrobenzen (b).

Die wichtigsten GST-Familien bei Sdugetieren sind Alpha (GST A), My
(GST M) und Pi (GST P), die alle stark in der Leber exprimiert werden und fiir
den Fremdstoffmetabolismus eine wichtige Rolle spielen. Die Theta-Familie
(GST T) ist vor allem im Gastrointestinaltrakt fiir die Detoxifizierung von mit der
Nahrung aufgenommenen Xenobiotika von Bedeutung. Die GST-Familien Sigma

(GST S), Omega (GST O), Zeta (GST Z) sowie mitochondriale und mikrosomale
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GST {iibernehmen hauptsdchlich endogene Funktionen und sind fiir den
Fremdstoffmetabolismus nicht relevant [34]. Die Zuordnung der GST zu einer der
aufgefithrten Familien erfolgt hinsichtlich der Sequenzhomologie, wenn diese
mehr als 40 % betrdgt [57]. Die Subfamilien unterscheiden sich in ihren
isoelektrischen Punkten bzw. dem pH-Optimum aufgrund der unterschiedlichen
Aminosdurezusammensetzungen. GST A haben einen basischen, GST M einen
neutralen und GST P einen sauren isoelektrischen Punkt. Wiahrend in der Leber
vor allem die GST A vorkommen (sie bilden circa 3 % der 16slichen
Leberproteine, [34]), so dominieren in der Peripherie GST P-Isoenzyme [51].
Auch fiir die Haut trifft dies zu: verschiedene GST-Subfamilien wurden in
Nagetier- oder humaner Haut sowie verschiedenen RHE oder RHS detektiert,
wobei GST P vor allem in humanen Geweben iiberwiegt [58]. Glutathion-S-
Transferasen sind im kutanen Fremdstoffmetabolismus involviert und im Rahmen
dieser Arbeit galt es zu kldren, ob das auch fir die rekonstruierten 3D-

Vollhautmodelle Phenion®FT und EpiDerm™FT zutrifft.

1.3.4 BIOTRANSFORMATION AM BEISPIEL VON 2,4-DIAMINOTOLUOL

2,4-Diaminotoluol (2,4-DAT, ITUPAC Name 4-Methylbenzen-1,3-diamin)
gehort zu den aromatischen Aminen. Aromatische Amine sind in einer Vielzahl
alltdglicher Produkte enthalten und Hautkontakt bildet dabei einen wesentlichen
Aufnahmeweg. So sind sie zum Beispiel in Textilfarben und Haarfirbemitteln
enthalten oder kommen wéhrend der Synthese von Pestiziden und Kunststoffen
vor [59]. Von verschiedenen aromatischen Aminen ist bekannt, dass sie oder deren
Metabolite genotoxisch wirken und speziell in der Haut auch allergische
Reaktionen verursachen konnen [59-62]. Deshalb ist es von groBem Interesse,
moglichst viele aromatische Amine hinsichtlich ihrer Hautpenetrationsfihigkeit
und ihrer kutaner Biotransformation zu untersuchen, wie es in dieser Arbeit fiir
2,4-DAT gemacht wurde.

Bis in die 1970er Jahre war 2,4-DAT Bestandteil verschiedener
Haarfiarbemittel, bevor es aufgrund seiner mutagenen Wirkung verboten wurde
[62, 63]. 2,4-DAT kommt allerdings nach wie vor in verschiedenen Bereichen der
chemischen Industrie vor, z. B. bei der Herstellung von Industrieschdumen durch
die Verarbeitung von Toluendiisocyanat [64]. Die Aufnahme von 2,4-DAT findet

hauptséchlich durch Einatmen oder Hautkontakt statt. Die Permeation von
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2,4-DAT wurde bereits frith in verschiedenen Spezies inklusive des Menschen
nachgewiesen [65]. Jedoch fehlen bis heute Daten zur kutanen Biotransformation,
die aber hinsichtlich der Einschdtzung des genotoxischen oder auch
sensibilisierenden Potentials von 2,4-DAT wichtig ist und weshalb sie in dieser
Arbeit untersucht wurde. Weiterhin wurde 2,4-DAT im Rahmen des BMBF-
Verbundprojektes (Forderkennzeichen: 0316008B) als Testsubstanz ausgewéhlt,
da es als in vivo-Genotoxin eingestuft wurde, welches auch in vitro im Comet
Assay zu positiven genotoxischen Ergebnissen fiihren soll [66, 67].

Bei der Biotransformation in der Leber durchlauft 2,4-DAT sowohl
Funktionalisierungs- als auch Konjugationsreaktionen, wobei die oxidative
Phase-I-Biotransformation  katalysiert durch CYP iiberwiegt. Phase-II-
Biotransformationsreaktionen wie Glucoronidierung, Sulfonierung oder N-
Acetylierung wurden zu einem geringeren Anteil ebenfalls beobachtet (siehe

Abbildung 1-6) [68-71].
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Abbildung 1-6: Auswahl verschiedener Biotransformationsreaktionen fiir 2,4-DAT in der Leber. In verschiedenen Studien konnten detektierte Metabolite

den unterschiedlichen gezeigten Biotransformationsreaktionen zugeordnet werden [68-71]. Entscheidend fiir die toxische Wirkung von 2,4-DAT ist, ob es durch

eine CYP-katalysierte Phase-I-Biotransformationsreaktion N-hydroxyliert wird und anschlieBend eine O-Acetylierung oder O-Sulfonierung stattfindet (roter

Kasten). Findet die N-Acetylierung direkt statt (Reaktionen nach rechts), so konnen die Metabolite nicht zu reaktiven Nitrenium- oder Carboniumionen zerfallen

[51].

19



1. Einleitung

In verschiedenen Nagerstudien wurde gezeigt, dass 2,4-DAT genotoxische
und zytotoxische Effekte aufweist, nachdem es in der Leber metabolisiert wurde
[63, 64, 72-74]. Ebenso wurden in humanen Systemen wie der Zelllinie HepG2
(Zelllinie eines Leberkarzinoms, siehe 2.2.2) oder auch rekonstruierten
Epidermismodellen zytotoxische Effekte hoher 2,4-DAT-Konzentrationen
nachgewiesen [67, 75]. Toxische Metabolite entstehen aus aromatischen Aminen
wie 2,4-DAT, wenn diese durch CYP oxidativ zu N-Hydroxylaminen umgewandelt
werden  (sieche Abbildung 1-6), welche anschlieBend Substrate fiir
Sulfotransferasen oder N-Acetyltransferasen (NAT) darstellen. Die dominierende
Biotransformationsreaktion der NAT ist die N-Acetylierung, bei der ein Acetylrest
(-COCH3;) vom Cofaktor Acetyl-Coenzym A auf eine Aminogruppe (-NH,)
iibertragen wird. Wurde so eine Aminofunktion zuvor durch CYP hydroxyliert
(-NHOH), kann auch eine O-Acetylierung durch NAT katalysiert werden (siehe
Abbildung 1-6). Die resultierenden Acetoxyester sind instabil und konnen leicht
zerfallen, wobei hoch reaktive Nitrenium- oder Carboniumionen entstehen konnen.
Diese konnen anschlieBend kovalent an zelluldre Proteine oder auch DNA binden
und somit die Zelle schddigen [51]. Fiir die toxischen Effekte von 2,4-DAT ist
also entscheidend, ob die NAT-katalysierte Phase-II-Biotransformation in der
Haut mit oder ohne vorherige CYP-katalysierte Phase-I-Biotransformation
stattfindet. Bisherige Studien zeigten die direkte N-Acetylierung aromatischer
Amine als dominierende Biotransformationsreaktion in humanen Hautgeweben
[61, 76]. In dieser Arbeit sollte gekldrt werden, ob das auch fiir 2,4-DAT zutrifft
und ob es zwischen exzidierter und rekonstruierter Humanhaut Unterschiede in der

Biotransformation gibt.
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1.4 ZIELSETZUNG

In den letzten Jahren haben rekonstruierte Hautmodelle (RHE und RHS) als
alternative Testsysteme zum Tierversuch stark an Bedeutung gewonnen. Der
Fokus lag bisher jedoch vor allem auf den Epidermismodellen und weniger auf
den RHS, obwohl die 3D-Vollhautmodelle durch ihr zuséitzliches
Dermisdquivalent der in vivo-Situation der Haut ndher sind. Die bisherige
Charakterisierung fremdstoffmetabolisierender Enzyme in rekonstruierten
Hautmodellen konzentrierte sich bei Phase-I-Reaktionen auf CYP [77, 78] und
Esterasen [17] sowie NAT oder UGT fiir Phase-II-Reaktionen [78, 79]. Andere
fremdstoffmetabolisierende Enzyme wurden vor allem in RHS noch nicht
untersucht. Zielstellung dieser Arbeit war es deshalb, die Charakterisierung um
weitere Enzyme zu erginzen und die rekonstruierten Vollhautmodelle Phenion®FT
und EpiDerm ™FT untereinander sowie mit Humanhaut ex vivo zu vergleichen.

Ziel des ersten Teilprojektes dieser Arbeit war die Charakterisierung der
basalen Expression der fremdstoffmetabolisierenden Phase-I-Enzyme MAO und
SaR sowie der Phase-II-Enzyme SULT und GST auf Gen- und Proteinebene. Dafiir
wurde die Genexpression in exzidierter und rekonstruierter Humanhaut und
aulerdem in Zellkulturen isolierter primédrer basaler Keratinozyten und
Fibroblasten mittels RT-PCR analysiert. Um die Enzymaktivitit beurteilen zu
konnen, galt es zundchst verschiedene kommerzielle Assays (MAO, GST) oder auf
Basis von Fachliteratur selbst entwickelte Assays (SULT) zu etablieren. Im Falle
einer nicht detektierbaren Enzymaktivitdt sollte die Proteinexpression mittels
Western Blot untersucht werden.

Die zweite Kernaufgabe dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der
Biotransformationskapazitit von den intakten RHS Phenion®FT und EpiDerm MFT
im Vergleich zu exzidierter Humanhaut anhand des Xenobiotikums 2,4-DAT.
Dafiir wurde zundchst cine nicht-toxische Arbeitskonzentration von 2,4-DAT
mithilfe von Zytotoxizitdtsstudien an Einzelzellkulturen bestimmt. Nach topischer
Applikation auf RHS wund native Humanhaut wurden 2,4-DAT und dessen
potentielle Metabolite auf der Gewebeoberfliche, im Gewebe und im
Akzeptormedium  quantifiziert, um  einerseits das  Penetrations- und
Permeationsverhalten und andererseits die enzymatische Ausstattung anhand der
gebildeten Metabolite beurteilen zu konnen. Dafiir war zundchst die Etablierung

einer  geeigneten  Probenaufarbeitung und HPLC/UV-Detektionsmethode
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notwendig. Weiterhin wurde die Metabolisierung von 2,4-DAT in den APC der
Haut, also epidermalen LC und dermalen DC untersucht, um zu beurteilen ob es
im Falle des aromatischen Amins 2,4-DAT zu einer Bioaktivierung kommt [80].
Da deren Isolierung aus Humanhaut sehr schwer und nur mit geringen Ausbeuten
verbunden ist, wurden fiir diese Arbeit ex vivo Monozyten-abgeleitete LC und DC
(MoLC bzw. MoDC) verwendet, die in ihren Eigenschaften sehr gut mit LC und
DC in vivo ibereinstimmen [81-83]. Auch die in der Haut iiberwiegenden
epidermalen Keratinozyten und dermalen Fibroblasten wurden hinsichtlich der
Biotransformation von 2,4-DAT analysiert, um einen Uberblick iiber den Anteil
der verschiedenen Zelltypen an der gesamten Biotransformationskapazitit der

Hautgewebe zu erhalten.

22



2. Material und Methoden

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 GERATE

-80°C Gefrierschrank Hera freeze
-20°C Gefrierschrank

4°C Kiihlschrank

Absaugpumpe

Agilent 6210 ESI-TOF/MS

Autoklav (V Serie)

Backofen

Brutschrank (BB6220; 37°C, 5% CO,)
Dermatom Acculan 3 Ti

Dounce Tissue Grinder

Einfrierhilfe Nalgene® Cryo 1 °C

Filtrationseinheit Millipore®™
FLUOstar Optima
Fliissigstickstofflagerbehilter (Arpege
70)

Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4
LDplus

HPLC-Anlage LaChrom®
Autosampler L-7200
HSM-Software D-7000
Interface D-7000
Pumpe L-7100
UV-Detektor L-7400

LC-MS Agilent 1100 Series mit

Diodenarray-Detektor

LightCycler 480

Lochstanze 10 (DIN 7200;

Durchmesser: 10 mm)

MACS
MidiMACS™ Separator
MACS MultiStand
LS Columns
MACS MicroBeads anti-CDla

Mettler AK160 Laborwaage

Mettler Toledo XS205 Analysenwaage

Mini-PROTEAN® Tetra Cell System

MPLC-Anlage
Biotage Isolera Prime Systems

Biotage SNAP Ultra C18 Kartusche

Neubauer-Zahlkammer

Heraeus, Hanau

Siemens, Miinchen

Siemens, Miinchen

VWR, Darmstadt

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA

Systec, Wettenberg
Memmert, Schwabach
Heraeus, Hanau

Aesculap, Tuttlingen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Nalge Nunc International
Corporation, Rochester, NY, USA
Millipore-Waters, Eschborn
BMG Labtech, Offenburg

Air Liquide, Paris, Frankreich

Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode am Harz

Merck Hitachi, Tokio, Japan

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA

Roche Diagnostics, Mannheim
Bauhaus, Berlin

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

Mettler, Giellen

Mettler, Giellen

BioRad, Miinchen

Biotage, Uppsala, Schweden

Zeiss, Jena
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NMR Bruker Avance 111

pH-Meter 766 Calimatic

Pinzetten

Pipetten (Eppendorf Reference®,

10, 20, 100, 200 und 1000 pl)
Pipettierhilfe (Easypet®)
Pipettierhilfe (Pipetboy™)

PowerPac

PXi/PXi Touch Gel Imaging System

Savant SC 210 A Speed Vac
Concentrator
Schittelinkubator TH 10

Skalpelle

Sterilarbeitsbank (LaminAir® HB 2472)
Thermoblock: T-Gradient

TissueLyzer II,

inklusive rostfreier Stahlkugen
(Durchmesser: 5 mm)

Trans-Blot® Turbo™ Blotting System
Ultraschallbad Sonorex® RK100
Ultraschallbad USR 57
Umkehrmikroskop mit
Phasenkontrasteinrichtung Axiovert 40C
UVS 400 A Univ. Vac. System

Vortex Genie 2™
Wasseraufbereitungsanlage (SG
LaboStar)

Wasserbad

Zentrifuge fiir 0,5-2,0 ml
Reaktionsgefille:

Eppendorf 5415 C

Zentrifuge fiir 15 ml- und 50 ml-
Zentrifugationsrohrchen:
Megafuge® 1.0R

Zentrifuge fiir RT-PCR und cDNA
Synthese:

Heraeus Pico 17 Centrifuge

Bruker Corporation, Billerica,
MA, USA

Knick, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Integra Bioscience, Fernwald
BioRad, Miinchen

Syngene, Cambridge,
Groflbritannien

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Edmund Biihler, Victor Becker
Krankenhaus Laborbedarf, Berlin
Carl Roth, Karlsruhe

Heraeus, Hanau

Biometra, Gottingen

Qiagen, Hilden

BioRad, Miinchen

Bandelin, Berlin

Merck Eurolab N.V., Belgien
Zeiss, Jena

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Bender Hobein, Ziirich, Schweiz
SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH,
Barsbiittel

Gesellschaft fiir Labortechnik,
Burgwedel

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte
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2.1.2 VERBRAUCHSMATERIAL

Aesculap Dermatomklingen
Filter fiir Absaugpumpe (Pall
Vacushield™ PN 4402)
Filter-Aufsatz 250 ml
Glasrohrchen mit Schraubverschluss,
12 ml, silikonisiert i
HPLC Zubehor
0,1 ml Mikroeinsatz, Klarglas
8 mm Septum, Silokon weill/PTFE
blau, geschlitzt
Glasflaschchen mit Gewinde,
1,5 ml, 32x11,6 mm
Schraubdeckel, 8 mm, geschlitzt
Vorsiule: Kinetex ™ Phenyl-Hexyl
Enhancement Kit
Sdule: 250x4,6 mm Kinetex™ 5 um
Phenyl-Hexyl 100 A
Sdule: LiChroCART® 250-4, 5 pum,
RP-8 oder RP-18
Immun-Blot PVDF Membran,
(26 cm x 3,3 m)
Immunoplatte F96 (mit Zertifikat) fiir
ELISA
Kryoréhrchen 2 ml
LC-MS Zubehor
Sédule: Phenomenex-Luna-C18
(4,6x100 mm, 3 um, 100 A)
LightCycler 480 Folien
LightCycler 480 Mikrotiterplatte, 96-
well, klar
Magnetstdbchen
Membranfilter 0,45um, PTFE, steril fiir
Easypet
Millicell” Zellkultureinsitze
(Durchmesser: 10 mm)
Nanosep™ Centrifugal Devices

Nylonnetz (Monofil),

PorengrofBe: 150 pm
Pasteurpipetten, ohne Wattestopfen,
Kalksoda-Klarglas, 230 mm
PCR-Reaktionsgefidfie 8er
pH-Papier (pH 8,0-10,0)

Aesculap, Tuttlingen
VWR, Darmstadt

TPP, Transadingen, Schweiz

DURAN Group, Wertheim/Main

VWR, Darmstadt

Phenomenex, Aschaffenburg

Merck, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Phenomenex, Aschaffenburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe
VWR, Darmstadt

Merck Millipore, Darmstadt
PALL Life Sciences, Washington,
DC, USA

Neolab, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Macherey-Nagel, Diiren

" Die Glasrohrchen wurden selbst silikonisiert. Dafiir wurden sie komplett mit einer
Silikon/Isopropanol-Losung befiillt und circa 5 min bei Raumtemperatur (RT) stehen
gelassen, bevor die Silikon/Isopropanol-Losung wieder aus den Glasrdhrchen entfernt
wurde. Im Anschluss wurden sie 3 h bei 120 °C gebacken und nach Abkiihlen waren die
Glasrohrchen silikonisiert und gebrauchsfertig.
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Pipettenspitzen (10, 200 und 1000 pul)
Pipettenspitzen Biosphere®, RNAse frei
(10, 200 und 1000 pl)

ReaktionsgefdBe (0,5, 1,5 und 2 ml)
Reaktionsgefidlle safe-lock (2 ml)
Reservoirgefil3
Rotilabo®-Skalpell-Klingen (11 und

24 mm)

Serologische Pipette (5, 10 und 25 ml)
Spritzenvorsatzfilter (Celluloseacetat,
Poren: 0,2 um)

Spritzenvorsatzfilter (Polyethersulfon,
Poren: 0,2 um)

Sterilfilter: Filtropur S plus 0,2 um
Sterilisationsindikatorband
(Farbumschlag nach 20 min bei 121°C)
Transportrohrchen fiir Vorhautbiospien
UV-STAR Mikroplatte, 96-well, F-
Boden, pclear; fiir GST Assay
Zellkultur Multiwell 24-well
Zellkultur Testplatten (6F und 96F)
Zellkultur Testplatten (96F, schwarz)
Zellkultur Testplatten (96F, weil3)

Zellkulturflaschen (25 und 75 cm?)
Zellkulturplatten (96F, transparent); fiir
BCA-Assay

Zellkulturschalen (Durchmesser: 53 und
87 mm)

Zellsieb, Porengrofle: 70 um
Zentrifugationsrorchen (15 und 50 ml)

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
VWR, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Niimbrecht
Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
TPP, Transadingen, Schweiz
VWR, Darmstadt

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

TPP, Transadingen, Schweiz
Nunc, Roskilde, Ddnemark

TPP, Transadingen, Schweiz

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Sarstedt, Niimbrecht
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2.1.3 CHEMIKALIEN UND ANDERE VERBRAUCHSLOSUNGEN

1-Chloro-2,4-dinitrobenzen
2,4-Diaminotoluol (2,4-DAT)
2-Propanol
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat
(PAPS)

7-Hydroxycoumarin
7-Hydroxycoumarinsulfat

Aceton, HPLC grade

Acetonitril, LC-MS grade

Ameisensdure
Ammoniumbicarbonat
Ammoniumpersulfat (APS)
Amplex® Red Monoamine Oxidase
Assay Kit

B-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA),
proteasefrei

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Chloroform

Cyanamid

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Desoxycholsédure
Desoxyribonuklease I (Kit)
Dichlormethan

Diethylether

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO, plant cell
culture tested)
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Na,HPO4-2H,0)

Dispase 11

Dithiothreitol

Dnase I Kit, Amplification grade,
AMPDI1

Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca & Mg
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

DuoSet ELISA Human IL-1a

DuoSet ELISA Human IL-&

EpiDerm"™FT

EpiDerm ™MFT maintenance medium

(Epi-400-ASY)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
VWR, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biozol, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fisher Scientific, Loughborough,
GrofBbritannien
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Molecular Probes Invitrogen
Detection Technologies,
Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche Diagnostics, Mannheim
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

R&D Systems, Abingdon,
GroBbritannien

R&D Systems, Abingdon,
Grof3britannien

MatTek Corporation, Ashland,
MA, USA
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Essigsdure

Ethanol 96 %

Ethanol absolut

Ethylacetat
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Glycerol

Glycin

GST Assay Kit

GST, isoliert aus Pferdeleber
HEPES

Kalibrierlosungen (pH 7 und pH 10)

Kaliumchlorid (KCIl, cell culture tested)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POj,)
Keratinocytes Growth Medium (KGM)-
BulletKit, bestehend aus Keratinocytes
Basal Medium (KBM) und SingleQuots
L-Glutamin

L-Glutathion, reduziert

LightCycler® 480 SYBR Green I Master
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCj, 6
H,0)

MAO-Glo™ Assay

Methanol, HPLC grade

Minimum Essential Medium Eagle
N-(3-Amino-4-methylphenyl)acetamid
(M1)
N-(5-Amino-2-methylphenyl)acetamid
(M2)
Natriumazid
Natriumchlorid (NaCl, pro analysi)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid-Pliatzchen
Nicht essentielle Aminosduren
Nonidat P-40
NucleoSpin® RNA II Kit zur RNA-
Isolation
NycoprepTM 1,077
Penicillin-Streptomycin-Losung (100x,
10.000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml
Streptomycin)
Phenion®FT

Phenion®FT ALI-Medium
Pierce® BCA Protein Assay Kit

Ponceau S

Precision Plus Protein'™ WesternC'™™
Standards

Primer

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Hanna Instruments, Woonsocket,
RI, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Lonza, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche Diagnostics, Mannheim
Sucofin, Zeven

Carl Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Fisher Scientific, Loughborough,
GroBbritannien

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Santa Cruz Biotechnologies,
Dallas, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

VWR, Darmstadt
Macherey-Nagel, Diiren

Axis-Shield, Oslo, Norwegen
PAA Laboratories, Coelbe

Henkel AG & Co. KgaA,
Diisseldorf

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Merck, Darmstadt
BioRad, Miinchen

Tib Molbiol, Berlin
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Protease/Phosphatase Inhibitor (100x)

rekombinante humane MAO A: MAO A

Supersomes
rekombinante humane SULT 1A1

RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit

Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)
RPMI-1640 Medium

Salzsdure (HCl), konzentriert (37 %)

SignalFire™ ECL Reagent

Silikon/Isopropanol
Stickstoff (fliissig)
TEMED
Tetramethylbenzidin
Toluol

Tris PUFFERAN
TRIS-Base
TRIS-HCI
Trockeneis

Trypsin
Tween 20
Wasserstoffperoxid
Zitratsdure Monohydrat
Zusitze fiir MoLC/MoDC
Differenzierungsmedien:

TGF-p1

GM-CSF

IL-4

New England Biolabs, Frankfurt
am Main
BD, Franklin Lakes, NJ, USA

R&D Systems, Abingdon,
Grofibritannien
Fermentas, St. Leon-Rot

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Cell Signaling, Frankfurt am
Main

Serva, Heidelberg

Air Liquide, Paris, Frankreich
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
FU Berlin, Institut fiir
Anorganische Chemie
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach
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2.2 ZELLKULTUR

2.2.1 KERATINOZYTEN, FIBROBLASTEN

Zellisolation

Primdre basale Keratinozyten und Fibroblasten wurden aus juvenilen
Vorhéduten isoliert (siehe 2.3.1). Die Isolation fand einem Standardarbeitsprotokoll
folgend unter sterilen Bedingungen statt [84] und alle verwendeten Losungen und

Néahrmedien sind in Tabelle 2-1 aufgefiihrt.

Tabelle 2-1: Zusammensetzung der fiir die Zellkultivierung bendtigten Nihrmedien und
Puffer.

Medium bzw. Puffer Zusammensetzung
Dispase-Arbeitslosung e Dispase, 1,2 U/ml

e in PBS
Einfriermedium e Dimethylsulfoxid, 10 %

o fetales Kilberserum, 10 %

e in Dulbecco's Modified Eagle Medium

(DMEM)

Fibroblastenbasalmedium L-Glutamin, 2 mM
(FBM) in DMEM
Fibroblastenwachstumsmedium fetales Kédlberserum, 10 %
(FGM) L-Glutamin, 2 mM

in DMEM

Keratinozytenbasalmedium ggf. Amphotericin

(kBMm) " ggf. Gentamycin
in KBM
Keratinozytenwachstumsmedium Amphotericin
(KGMm) ™ Gentamycin
humaner epidermaler Wachstumsfaktor
Hydrocortison
Insulin
Rinderhypophysenextrakt
in KBM
Phosphatgepufferte KCl, 0,2 g/l
Kochsalzlosung KH;POy4, 0,2 g/l
(PBS) NaCl, 8,0 g/l

Na,HPOy4, 1,44 g/1
in bidestilliertem Wasser
pH 7,4

T Die genaue Zusammensetzung des KBM sowie der Zusédtze des KGM ist nur dem

Hersteller bekannt. Bei der Inkubation von exzidierter Humanhaut wurde das KBM mit
den Antibiotika Amphotericin und Gentamycin versetzt, wihrend die Inkubation von
Keratinozyten in antibiotikafreiem KBM oder KGM stattfand.
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Transportmedium fetales Kilberserum, 10 %
Penicillin, 100 U/ml
Streptomycin, 100 pg/ml
in DMEM

EDTA, 0,67 mg/ml
Trypsin, 1,67 mg/ml

in PBS

Trypsin/EDTA

Die Vorhdute wurden mit PBS gewaschen und nach Entfernung des
subkutanen Fettgewebes in circa 5x5 mm grofle Stiicke geschnitten. Diese Stiicke
wurden in einer Zellkulturschale (Durchmesser: 53 mm) in Dispase-Losung
eingelegt und fiir 20 h bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde mithilfe von
Pinzetten die Epidermis abgezogen, in einem 15 ml-Zentrifugationsrohrchen mit
4 ml Trypsin/EDTA-L6sung und 12 ml PBS gesammelt und 20 min im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden 10 ml FGM zugegeben, um den
Trypsinverdau abzustoppen. Die Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb
(Porengrofle: 70 um) filtriert, um die Keratinozyten weiter zu vereinzeln. Die
filtrierte Suspension wurde zentrifugiert (1000 rpm, 5 min, Raumtemperatur (RT))
und das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert, um die Zellzahl unter Verwendung
einer Neubauer Zahlkammer zu ermitteln. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die Keratinozyten in KGM aufgenommen, in 75 cm*-Zellkulturflaschen ausgesit
(2x10° Keratinozyten pro Flasche, Zellpassage (p): p0O) und unter
Standardbedingungen (im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO5) inkubiert.

Am Folgetag wurde das Medium gewechselt, wobei das alte Medium
inklusive toter, schwimmender Zellen und Zelltrimmer entfernt und nach
einmaligem Waschen mit PBS durch frisches KGM ersetzt wurde. Nach 7 Tagen,
in denen alle 3 Tage ein Mediumwechsel erfolgte, wurden die Keratinozyten
passagiert. Dafiir wurde das Kultivierungsmedium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und danach mit Trypsin/EDTA fiir 2-5 min bei 37 °C und 5 % CO;
inkubiert, um die Adhédsion der Zellen zum Zellkulturflaschenboden, sowie die
Zell-Zell-Adhidsion zu 16sen. Durch Zugabe von FGM wurde die Trypsinierung
gestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml-Zentrifugationsrohrchen
iiberfiihrt und die Zellen durch Zentrifugation pelletiert. Nach Waschen mit PBS
wurde das Keratinozytenpellet in KGM resuspendiert und die Zellen auf neue
75 cm?-Zellkulturflaschen verteilt (Zellpassage: p1). Die Subkultivierung erfolgte
wie bereits beschrieben und wenn die Keratinozyten eine Konfluenz von 80-90 %

aufwiesen, wurden sie aus den Zellkulturflaschen entnommen (Zellpassage: p2)
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und fiir Experimente verwendet oder zur Langzeitlagerung eingefroren (siehe
unten).

Die  Dermis-Stiicken  wurden mit der apikalen Seite zum
Zellkulturplattenboden in die Vertiefungen einer 6-well-Zellkulturplatte verteilt
und fir 30 min bei RT trocken inkubiert. Es folgte die vorsichtige Zugabe von je
1,5ml FGM pro Vertiefung wund die Inkubation der Platten unter
Standardbedingungen. Nach einer Woche, wenn die Auswanderung von
Fibroblasten aus den Dermis-Stiicken mikroskopisch bestédtigt wurde, wurden die
Dermis-Stiicken entfernt, das Medium gewechselt und die isolierten Fibroblasten
(Zellpassage: p0) weiter kultiviert, bis die Zellen in den Vertiefungen zu circa
90 % konfluent waren (Dauer: rund 4 Wochen). Wéhrend dieser Zeit wurde
spitestens alle 3 Tage das Medium gewechselt. Die Fibroblasten wurden analog
den Keratinozyten passagiert, wobei die Zellen aus 2 Vertiefungen der 6-well-
Zellkulturplatte in eine 75 cm’-Zellkulturflasche mit FGM iberfithrt wurden
(Zellpassage: pl). Auch die Fibroblasten wurden fiir Experimente verwendet oder
eingefroren (Zellpassage: p2), nachdem eine Konfluenz der Zellen von circa 90 %

in den Zellkulturflaschen erreicht war.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Keratinozyten und Fibroblasten, die nicht direkt fiir Experimente verwendet
wurden, wurden zur Langzeitlagerung in Zellpassage p2 eingefroren. Dafiir
wurden die Zellen nach den bereits beschriebenen Schritten aus den
Zellkulturflaschen geerntet und ihre Zellzahl bestimmt. Das Zellpellet wurde
anschlieBend in Einfriermix resuspendiert, sodass 3x10° Keratinozyten bzw.
1,5x10° Fibroblasten pro 1,8 ml Einfriermix in je ein Kryordhrchen iberfiihrt
wurden. Die Kryorohrchen wurden in eine auf Zimmertemperatur temperierte
Einfrierhilfe gegeben und anschliefend bei -80 °C iiber Nacht eingefroren. Am
Folgetag wurden die Kryordhrchen in den Stickstofftank fiir die Langzeitlagerung
tiberfiihrt.

Zum Auftauen wurden die Kryordhrchen aus dem fliissigen Stickstoff
entnommen und im Wasserbad bei 37 °C ziigig aufgetaut. Die 1,8 ml
Zellsuspension wurden anschlieBend in ein 50 ml-Zentrifugationsrohrchen mit
8 ml warmem PBS (37 °C) gegeben und zentrifugiert (1000 rpm, 5 min, RT).

Darauthin wurde das Zellpellet in 25 ml warmem Wachstumsmedium (37 °C)
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resuspendiert, je 12,5 ml pro 75 cm*-Zellkulturflasche verteilt und die Zellen wie

bereits beschrieben kultiviert, bis eine Konfluenz von circa 70-80 % erreicht war.

Fiir die Analyse der Genexpression von Keratinozyten oder Fibroblasten
wurden Zellen verschiedener Einzelspender verwendet. Alle iibrigen Experimente
wurden mit Zellenpools aus je 3 verschiedenen Spendern durchgefiihrt, um inter-
individuelle Schwankungen zu minimieren. Die Primérzellen wurden in den

verschiedenen Experimenten ab Passage 2 bis maximal Passage 4 verwendet.

2.2.2 HEPG2

Die humane, kaukasische Leberzellkarzinom-Zellline HepG2 wurde bei der
European Collection of Cell Cultures (Salisbury, GroBbritannien) erworben. Die
Kultivierung dieser adhidrenten Zelllinie erfolgte in HepG2-Wachstumsmedium
(HGM, siehe Tabelle 2-2). Fiir die Experimente zur Zytotoxizitit von 2,4-DAT
wurden HepG2-Zellen in den Passagen 11-15 verwendet und nicht bendtige

HepG2 wurden nach der bereits beschriebenen Methode eingefroren.

Tabelle 2-2: Ubersicht der Kultivierungsmedien fiir HepG2 Zellen.

Medium Zusammensetzung

HepG2-Basalmedium L-Glutamin, 2 mM

(HBM) nicht-essentielle Aminosduren, 1 %
Penicillin, 100 U/ml

Streptomycin, 100 pg/ml

in Minimum Essential Medium Eagle
fetales Kélberserum, 10 %
L-Glutamin, 2 mM

nicht-essentielle Aminoséduren, 1 %
Penicillin, 100 U/ml

Streptomycin, 100 pg/ml

in Minimum Essential Medium Eagle

HepG2-Wachstumsmedium
(HGM)

2.2.3 MOLC, MoDC

Die Monozyten-abgeleiteten Langerhans Zellen (MoLC) und Dendritischen
Zellen (MoDC) wurden analog Said et al. [85, 86] hergestellt.
Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch Gerrit Miiller am

Institut fiir Pharmazie (Pharmakologie und Toxikologie) der Freien Universitit
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Berlin durchgefiihrt. Alle verwendeten Zellkulturmedien und Puffer sind in

Tabelle 2-3 aufgefiihrt.

[solation von Monozyten

Frische humane Blutkonserven (Quelle: Deutsches Rotes Kreuz
Blutspendedienst Ost, Berlin, mit Erlaubnis EA4/036/14 der Ethikkommission der
Berliner Arztekammer) wurden unter sterilen Bedingungen mit PBS/EDTA auf das
zwei- bis dreifache ihres urspriinglichen Volumens verdiinnt und anschlieBend auf
eine NycoPrep™ 1,077 Dichteldsung iiberschichtet. Wihrend der anschlieBenden
Zentrifugation (1400 rpm, 45 min, 4 °C, ohne Bremse) wurden die zelluldren
Bestandteile des Blutes ihrer Dichte nach aufgetrennt. Die Fraktion der
mononukledren Blutzellen (PBMC, engl. peripheral blood mononuclear cells)
bildete nach der Zentrifugation eine Grenzschicht zwischen Blutplasma und
Dichtelésung und wurde in ein neues 50 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Nach
Waschen mit kaltem PBS/EDTA (4 °C) und erneuter Zentrifugation (1200 rpm,
10 min, 4 °C) wurde das Zellpellet (PBMC) im warmen Komplettmedium
resuspendiert (37 °C) und in eine 75 cm*-Zellkulturflasche eingesit. Nach 35 min
Inkubation im Brutschrank unter Standardbedingungen, in denen die Monozyten
am Flaschenboden adhérierten, wurde das Komplettmedium abgesaugt und durch

Differenzierungsmedium ersetzt.

Tabelle 2-3: Ubersicht der Kultivierungsmedien fiir MoLC und MoDC.

Medium Zusammensetzung

Komplettmedium o fetales Kilberserum, hitze-inaktiviert IV,
10 %

L-Glutamin, 2 mM

Penicillin, 100 U/ml

Streptomycin, 100 pg/ml

in RPMI-1640

MoDC- Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Differenzierungsmedium stimulierender Faktor, 100 ng/ml
Interleukin 4, 20 ng/ml

e in Komplettmedium

Y Die Hitze-Inaktivierung erfolgte durch Inkubation im Wasserbad fiir 30 min bei 56 °C.
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MoLC- e Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Differenzierungsmedium I stimulierender Faktor, 100 ng/ml
e Interleukin 4, 20 ng/ml
e Transformierender Wachstumsfaktor B1,
20 ng/ml
e in Komplettmedium
MoLC- e Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Differenzierungsmedium II stimulierender Faktor, 100 ng/ml
e Transformierender Wachstumsfaktor 1,
20 ng/ml
e in Komplettmedium
PBS/EDTA e EDTA, 2 mM
e in PBS

Kultivierung und Differenzierung

Die aus PBMC isolierten Monozyten dienten als Vorlduferzellen fiir die ex
vivo Differenzierung in Monozyten-abgeleitete Langerhans Zellen (MoLC) oder
Dendritische Zellen (MoDC). Durch Zugabe spezifischer Differenzierungsmedien
wurde die insgesamt 7 Tage dauernde Differenzierung induziert. Wéahrend dieser
Zeit wurden die Zellen im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert,
wobei aller 2 Tage das Medium zur Hilfte entfernt und durch frisches Medium
ersetzt wurde.

Um MoDC zu generieren, wurde das MoDC-Differenzierungsmedium
verwendet. Fiir die Differenzierung der MoLC wurden die Monozyten erst in
MoLC-Differenzierungsmedium I und ab Tag?2, also mit dem ersten

Mediumwechsel, in MoLC-Differenzierungsmedium II inkubiert.

Zellseparation

Mittels magnetischer Zellsortierung (MACS, engl. magnetic-activiated cell
separation) wurden die MoLC und MoDC an Tag 7 der Differenzierung separiert.
MoLC und MoDC exprimieren spezifisch das Oberflichenprotein CDla
(CD = engl. cluster of differentiation) und durch die Inkubation mit anti-CDla
MicroBeads und der anschlieBenden MACS nach Herstellerangaben [87] wurden
die MoLC bzw. MoDC von iibrigen Zellen und Verunreinigungen getrennt. Nach
Waschen mit PBS wurden die Zellen in PBS/EDTA resuspendiert
(1x10° Zellen/ml) und direkt fiir die Experimente verwendet (siche 2.7 und

2.7.5.1).
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2.3 EXZIDIERTE UND REKONSTRUIERTE HUMANHAUT

2.3.1 NATIVE HUMANHAUT EX VIVO

Die normalen, humanen juvenilen Vorhdute (NHFS, engl. normal human
juvenile foreskin) wurden liberwiegend fiir die Isolation von Keratinozyten und
Fibroblasten verwendet. Die Vorhdute wurden in kooperierenden chirurgischen
Arztpraxen bei Zirkumzisionen gewonnen und mit dem Einverstindnis der
Patienten zur Verfiigung gestellt (mit Erlaubnis EA1/081/13 der Ethikkommission
der Berliner Arztekammer). Die Biopsien wurden unmittelbar nach der operativen
Entfernung in Transportmedium (siehe Tabelle 2-1) eingelegt, bei 4 °C gelagert
und nach spédtestens 36 h zum Institut transportiert um dort die Primérzellen zu
isolieren (siehe 2.2.1).

Als adulte normale humane Haut (NHS, engl. normal human skin) wurden
operativ entfernte Hautstiicken aus Abdominal- oder Mammareduktionen
verwendet, die uns nach Einverstindniserkldrung des Patienten von der Abteilung
fiir Plastische Chirurgie des Emil-von-Behring-Krankenhauses Berlin zur
Verfiigung gestellt wurden (mit Erlaubnis der Ethikkommission der Berliner
Arztekammer). Die Bearbeitung der NHS erfolgte nach standardisierten
Protokollen [19]. Direkt nach operativer Entnahme wurde das subkutane
Fettgewebe entfernt und die NHS anschlieBend gekiihlt (4 °C) zum Institut
transportiert, wo innerhalb von 4 h nach Entnahme die weitere Bearbeitung folgte.
Die Hautoberfliche wurde mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einem
Acculan 3TI Dermatom auf eine definierte Schichtdicke von 500 £ 25 pm
geschnitten. Mit einer Stanze wurden runde Stiicke aus der Haut geschnitten
(Durchmesser: 1 cm, Oberfliche: 0,78 cm?). Fiir die Untersuchung der
Biotransformation von 2,4-DAT wurden die Hautstiicke in Millicell®
Zellkultureinsédtze in einer 6-well-Zellkulturplatte platziert, die pro Vertiefung
I ml KBM (inklusive Antibiotika, siehe Tabelle 2-1) enthielt. Es folgte eine
Vorinkubation von 1 h bei 37 °C, 5 % CO,, bevor das Medium gewechselt und mit

den Experimenten begonnen wurde.

2.3.2 REKONSTRUIERTE 3D-VOLLHAUTMODELLE

Die in dieser Arbeit untersuchen RHS waren das Phenion®FT

(Durchmesser: 1,3 cm, Oberfliche: 1,3 cm?) und das EpiDerm"MFT (Durchmesser:
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1,2 cm, Oberfliche: 1 cm?). Beide RHS wurden den jeweiligen Hersteller-
protokollen folgend unter sterilen Bedingungen kultiviert [88, 89], wobei
ausschlieBlich das vom Hersteller zur Verfliigung gestellte Material (Plastikware
und Ndhrmedien) verwendet wurde (siche auch [17]; Abbildung 2-1). Beide RHS
wurde nach Erhalt fiir 24 h unter Standardbedingungen inkubiert und das
Akzeptormedium wurde analog der exzidierten Humanhaut (siehe 2.3.1) vor

Beginn der Experimente durch frisches Medium ersetzt.

Humanhaut Phenion®FT EpiDerm™FT
ex vivo (Henkel) (MatTek)

Abbildung 2-1: Kultivierung von exzidierter und rekonstruierter Vollhaut. Humanhaut ex
vivo und das EpiDerm™FT wurden in speziellen Zellkultureinsitzen in den Vertiefungen einer 6-
well-Zellkuturplatte kultiviert, wohingegen das Phenion®FT auf Filterpapiere in separierten

Zellkulturschalen inkubiert wurde [88-90].

2.4 GENEXPRESSION

2.4.1 RNA ISOLATION

Die Isolation der RNA erfolgte unter Anwendung des Kits NucleoSpin®™
RNA II nach Herstellerangaben und mit den zur Verfiigung gestellten Materialien
und Puffern [91]. Weitere benétigte Losungen sind in Tabelle 2-4 aufgefiihrt.

Keratinozyten oder Fibroblasten wurden wie beschrieben kultiviert und
geerntet (sieche 2.2.1). Das Zellpellet wurde anschlieBend in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefdll iiberfithrt, in 350 ul RNA-Isolationspuffer (siehe Tabelle 2-4)
resuspendiert und bis zur weiteren Isolation bei -80 °C gelagert.

Fiir die Untersuchungen zur Genexpression wurden die RHS mit einem
Skalpell halbiert und von einer Hilfte die Epidermis mit einer Pinzette abgezogen.
Die kompletten Modelle bzw. die separierte Epidermis und das Dermisidquivalent
wurden genauso wie die exzidierte Humanhaut (NHS oder NHFS) fiir die RNA-

Isolation in ein 2 ml-Reaktionsgefdll mit einer Stahlkugel (Durchmesser: 5 mm)
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und je 350 ul RNA-Isolationspuffer gegeben und im TissuelLyzer II homogenisiert:
NHS, NHFS 12 min bei 30 Hz; komplettes Phenion®FT und separierte Dermis
5min bei 25 Hz, separierte Epidermis 0,5 min bei 25 Hz; komplettes
EpiDerm MFT und separierte Epidermis oder Dermis je 2 min bei 25 Hz.
AnschlieBend wurden die Proben bis zur weiteren Isolation bei -80 °C gelagert.
Nach dem Auftauen der Proben wurde die RNA-Isolation nach
Herstellerangaben durchgefiihrt, wobei jedoch der Schritt des DNA-Verdaus
ausgelassen wurde [91]. Die isolierte RNA (und DNA) wurde in 60 pul RNase-

freiem Wasser eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Tabelle 2-4: Arbeitslosungen fiir die RNA-Isolation.

Losung Zusammensetzung

DEPC-Wasser e Diethylpyrocarbonat (DEPC), 0,1 %
e 1in bidestilliertem Wasser
DEPC wurde zum bidestillierten Wasser
gegeben, anschlieBend gut vermischt und iiber
Nacht bei geoffnetem Verschluss unter einem
Abzug stehen gelassen. Am Folgetag wurde die
Losung autoklaviert und nach Abkiihlen bei
4 °C gelagert.

Ethanollésung (70 %) e DEPC-Wasser, 227,3 ul/ml
e Ethanol (96 %), 772,7 ul/ml
RNA-Isolationspuffer e [-Mercaptoethanol, 1 %

e in NucleoSpin® RNA II RA1 Puffer

2.4.2 CDNA SYNTHESE

Vor der ¢cDNA-Synthese wurden die DNA aus den RNA-Proben unter
Verwendung des Dnase I-Kits entfernt: 8 pl der isolierten RNA wurden mit 1 pl
10x Reaktionspuffer und 1 pl Dnase I versetzt und 15 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde pro Reaktionsansatz 1 pl Stoppldsung zugegeben und der
DNA-Verdau durch Erhitzen auf 70 °C fiir 10 min beendet. Nach Abkiihlen der
Proben auf Eis folgte die cDNA-Synthese mittels Revertdid ™ First Strand ¢DNA
Synthesis Kit. Dafiir wurde 1 pl RNA mit 9 pl des cDNA-Mastermixes (siche
Tabelle 2-5) vermischt. Der Mastermix wurde in Abhédngigkeit der Probenanzahl

vorbereitet.
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Tabelle 2-5: Zusammensetzung des cDNA-Mastermixes (1x Ansatz).

Reagenz Volumen [pl]
Random Hexamer Primer (0,2 pg/pl) 1
5x Reaktionspuffer 4
RiboLock Ribonuklease Inhibitor (20 U/nl) 1
2
1

dANTP Mix (10 mM)
RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase (200 U/pl)

Es folgte die Inkubation im Thermoblock unter Verwendung der folgenden
Temperatureinstellungen: 5 min bei 25 °C, 60 min bei 42 °C, 5 min bei 70 °C.
Nach Abkiihlen der Proben auf Eis wurde jede Probe durch Zugabe von 60 pl
DEPC-Wasser verdiinnt und bei -80 °C gelagert.

2.4.3 QUANTITATIVE ECHTZEIT-PCR

Mithilfe der quantitativen Echtzeit-PCR (RT-PCR, engl. real time
polymerase chain reaction) wurde die Genexpression verschiedener am
Fremdstoffmetabolismus beteiligter Enzyme analysiert. Hierfiir wurden das
LightCycler®™ 480 SYBR Green I Master Kit und die in Tabelle 2-6 aufgefiihrten
Primer verwendet.

Fiir jeden Reaktionsansatz wurden 2 pul ¢cDNA mit 8 ul des RT-PCR-
Mastermixes versetzt (sieche Tabelle 2-7). Der Mastermix wurde in Abhédngigkeit
von der Probenanzahl vorbereitet. Die Analyse der Proben erfolgte in Duplikaten.

Als Kontrolle der RT-PCR-Ansétze wurde anstelle der cDNA Wasser zugegeben.

Tabelle 2-6: Sequenzen der verwendeten Primer bei der Analyse der Genexpression

fremdstoffmetabolisierender Enzyme.

Gen [Referenz] F/ Primersequenz (5' 2> 3') Produkt-
R grofle [bp]
MAOA [92] F CCTTGACTGCCAAGATTCACTTC 93
R TGCACTTAATGACAGCTCCCAT
MAOB [92] F CTTTTTGGAGAGACATTTGCCC 116
R TCACAAGTAGCCCCCTTTTGT
S5aR1 [93] F  GGAATCTGTCTAGGAGCCCTCT 126
R TCCCCAAGTTCTCCACTTACACA
5aR2 [94] F CAGCTACAGGATTCCACAAGG 72
R TCAATGATCTCACCGAGGAA
5aR3 [95] F TCCAAGCTGGCTTCATGGTT 129
R CACTCGAAGAGTCTTCGTAA
SULTIAI [96] F AACGCAAAGGATGTGGCA 120
R TCCGTAGGACACTTCTCCGA
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SULTIEI [96] F TGGTGGCTGGTCATCCAAA 130
R ACACGTGGACTCTTTCCCTTTT

SULT2A1 [54] F  CACCTCCCCATCCAGTTATTCC 287
R  GTTCTTCCTGTGTCCTGTTTCAGC

SULT2Bla [54] F TCACCACTTTACAGAAGAGGGACTG 299
R  GATCTCGATCATCCAGGTCGTG

SULT2B1b [54] F GGCTTGTGGGACACCTATGAAG 206
R ATCTCGATCATCCAGGTCGTGC

GSTPI [97] F  TCACCCTGTACCAGTCCAATACC 81
R  CTGCCTCCTGCTGGTCCTT

GSTTI [92] F AGAGTTGGATGTGACCCTGCA 87
R TCAGCTAAGGAGATGTGAGGACC

GSTAI [98] F  AGCCGGGCTGACATTCATCT 230
R  TGGCCTCCATGACTGCGTTA

SDHA [99] F TGGGAACAAGAGGGCATCTG 86
R

CCACCACTGCATCAAATTCATG

Tabelle 2-7: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die RT-PCR (1x Ansatz).

Reagenz Volumen [pl]
F-Primer (10x) 0,5
R-Primer (10x) 0,5

Wasser 2

SYBR Green Master Mix (2x) 5

Die Primer wurden als Lyophilisat geliefert und nach Ankunft in DEPC-
Wasser gelost (finale Konzentration: 10 uM). Alle Primer wurden mit Hilfe eines
cDNA-Mixes (hausgemacht, enthielt cDNA von basalen Keratinozyten,
Fibroblasten und verschiedenen Zelllinien) auf ihre Funktionalitdt hin tberpriift
und die ProduktgroBen der PCR-Produkte wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese kontrolliert (Daten nicht gezeigt).

Zur Quantifizierung der RT-PCR wurde die Ct-Methode (Ct = engl. cycle
threshold) gewidhlt. Eine relative Quantifizierung mit den Ct-Werten war moglich,
indem man den Ct-Wert des untersuchten Gens auf den Ct-Wert des Referenzgens
(Untereinheit A des Succinatdehydrogenase-Komplexes, SDHA) in der gleichen
Probe bezog. Niedrige ACt-Werte bedeuteten eine starke Genexpression und hohe
ACt-Werte eine geringe Genexpression. In dieser Arbeit wurde die Genexpression
folgendermaflen quantifiziert: ACt <0 sehr starke, ACt <5 starke, 5 < ACt<10

moderate und ACt > 10 geringe Genexpression.
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Primereffizienz

Die Effizienz der Primer wurde bestimmt und die ermittelten Werte bei der
Berechnung der Ct-Werte eingesetzt. Dafiir wurde eine Reihe verschiedener,
definierter Konzentrationen aus cDNA- oder verdiinntem RT-PCR-Produkt in
Wasser hergestellt. AnschlieBend wurde mit dieser Verdiinnungsreihe eine
normale RT-PCR durchgefiihrt. Die Errechnung der Primereffizienz erfolgte durch
die Software des LightCyclers, nachdem die Konzentrationen der cDNA-Proben

eingetragen wurden [100].

2.5 PROTEINEXPRESSION

2.5.1 PROBENVORBEREITUNG

Zellpellets von Keratinozyten oder Fibroblasten bzw. Stiicke exzidierter
oder rekonstruierter Humanhaut wurden analog der RNA-Isolation (siehe 2.4.1) in
je 250 ul RIPA-Puffer (siehe Tabelle 2-8) homogenisiert und anschlieBend 20 min
auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (13200 rpm, 30 min, 4 °C) wurde der

Uberstand bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

Tabelle 2-8: Zusammensetzung des RIPA-Puffers.
RIPA-Puffer

Desoxycholsdure, 0,5 %

EDTA, 1 mM

NaCl, 150 mM

Nonidat P-40, 1 %
Protease/Phosphatase-Inhibitor, 1 % "
SDS, 0,1 %

TRIS-HCI, 50 mM

in PBS

2.5.2 BESTIMMUNG DER PROTEINMENGE

Die Bestimmung des Proteingehalts in den Proben zur Analyse mittels SDS-
PAGE und Western Blot als auch in den Proben zur Bestimmung von
Enzymaktivitidten (sieche 2.6) erfolgte mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit.
Das Protokoll des Herstellers wurde befolgt sowie die vom Hersteller zur

Verfiigung gestellten Materialien verwendet [101].

V' Der Protease/Phosphatase-Inhibitor wurde direkt vor Nutzung des RIPA-Puffers
hinzugegeben.
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Bei jeder Messung wurde zur Quantifizierung eine Standardreihe aus
Bovinem Serumalbumin (BSA) mitgefiithrt (25-2000 pg/ml), die im jeweiligen
Puffer hergestellt wurde.

2.5.3 SDS-PAGE

Fiir die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) wurde das Mini-PROTEAN® Tetra Cell System verwendet [102]. Die fiir
die SDS-PAGE verwendeten Puffer sowie die Rezeptur fiir das 10 %ige SDS-
Polyacrylamidgel sind in Tabelle 2-9 und Tabelle 2-10 aufgelistet.

Tabelle 2-9: Ubersicht der fiir die SDS-PAGE benétigten Puffer.

Puffer Zusammensetzung

Ladepuffer fiir Proteinproben Bromphenolblau, 0,03 %
(3x) Dithiothreitol, 1,25 M V!
Glycerol, 30 %

SDS, 6 %

TRIS-HCI, 187,5 mM

in bidestilliertem Wasser

pH 6,8

Glycin, 144,0 g/l

SDS, 10 g/l

TRIS-Base, 30,2 g/l

in bidestilliertem Wasser

pH 8,3

TRIS-HCI, 15,0 g pro 250 ml
in bidestilliertem Wasser

pH 6,8

TRIS-Base, 56,2 g pro 250 ml
in bidestilliertem Wasser

pH 8,8

Laufpuffer (10x)

Sammelgel-Puffer

Trenngel-Puffer

VI Dithiothreitol wurde als 1,25 M Losung (in Wasser) bei -20 °C gelagert und erst kurz
vor dem Aufkochen der Proben hinzugegeben.
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Tabelle 2-10: Zusammensetzung der Gele fiir die SDS-PAGE. Die angegebenen Mengen
entsprechen einer Gesamtmenge von circa 10-12 ml, was fiir 2 Trenngele bzw. 4 Sammelgele

gereicht hat. Die Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge (oben beginnend)

pipettiert.

Komponente Trenngel Sammelgel
Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1) 3,3ml 3,3 ml
Gelpuffer (siehe Tabelle 2-9) 2,5 ml 2,5 ml
SDS (1 %) ™" 0,1 ml 0,1 ml
Wasser 4,1 ml 6,1 ml
TEMED 5ul 10 pl

APS (10 %) ¥ 50 pl 50 pl

Die Gele fiir die SDS-PAGE wurden stets frisch hergestellt. Alle Proben
wurden mit RIPA Puffer (ohne Protease/Phosphatase Inhibitor) so verdiinnt, dass
eine Proteinkonzentration 0,9 pg/ul vorlag. AnschlieBend wurden sie mit
3x Ladepuffer 3:1 (Probe:Ladepuffer) versetzt und 5 min bei 95 °C aufgekocht.
Nach Abkiihlen auf Eis und Zentrifugation (13200 rpm, 5 min, 4 °C) wurden die
Proben auf das Gel aufgetragen (15 pl (9 png)/Geltasche). Als Marker wurde der
Precision Plus Protein™ WesternC™ Standards verwendet, von dem pro Gel 5 pl

aufgetragen wurden.

2.5.4 WESTERN BLOT

Nach erfolgter SDS-PAGE wurden die Proteine mittels Western Blot auf
eine Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) transferiert, die zuvor durch
Inkubation fiir 10 sec in Methanol und anschlieBender Trocknung an der Luft
aktiviert wurde. Es folgte die Rehydratisierung in Methanol fiir 10 sec und in
bidestilliertem Wasser. Das Gel wurde vor Beginn des Blots 15 min im Blotpuffer
inkubiert. Der Western Blot wurde im Semi Dry-Verfahren unter Verwendung des
Trans-Blot® Turbo™ Blotting Systems [103] durchgefiihrt. Alle verwendeten
Puffer sind in Tabelle 2-11 aufgefiihrt.

Um den erfolgreichen Transfer der Proteine auf die Membran zu
iberpriifen, wurde diese nach dem Western Blot 1-2 min mit Ponceau-Losung

angefiarbt. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran zweimal mit Wasser und

VI Fiir die 1 %ige SDS-Losung wurden 100 mg SDS in 10 ml bidestilliertem Wasser

resuspendiert. Die Lagerung dieser Losung erfolgte bei RT.
VI Fiir das dafiir bendtigte 10 %ige Ammoniumspersulfat (APS) wurden 50 mg kurz vor
Gebrauch in 500 pl bidestilliertem Wasser geldst.
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einmal mit TBST gewaschen (Inkubation unter Schwenken fiir je 5 min bei RT),
um die Farbung vollstindig zu entfernen.

Unbesetzte Bindungsstellen der PVDF-Membran wurden durch Inkubation
mit Blockpuffer fiir 1 h bei 37 °C im Schiittelinkubator geséattigt, bevor mit
Primédrantikorper (sieche Tabelle 2-12) iiber Nacht bei 4 °C unter Schwenken
inkubiert wurde. Danach wurde die Membran mit TBST gewaschen (dreimal je
5 min unter Schwenken bei RT) und anschlieBend eine Stunde mit
Sekundérantikorper (siehe Tabelle 2-12) unter Schwenken bei RT inkubiert. Nach
erneutem Waschen der Membran mit TBST erfolgte die Detektion mittels
SignalFire™ ECL Reagenz und des Pxi/Pxi Touch gel imaging system.

Es folgte eine semiquantitative densiometrische Auswertung der erhaltenen
Banden mit ImageJ, Version 1.48v (National Institutes of Health, Bethesda, USA),
bei der das Signal des untersuchten Proteins (MAO A, MAO B oder SULT 1A1)

auf das Signal des Referenzproteins (B-Aktin) derselben Probe normalisiert wurde.

Tabelle 2-11: Ubersicht der fiir Western Blot benotigten Puffer.

Puffer Zusammensetzung
Blockpuffer Magermilchpulver, 5 g pro 100 ml
in TBST (siehe unten)
Glycin, 144 g/l
TRIS-Base, 30 g/l

in bidestilliertem Wasser
pH 8,3

Ponceau S, 0,1 %
Essigsdure, 5 %

in bidestilliertem Wasser
Tween 20, 0,1 %

in TBS (1x, siehe unten)
pH 7,9-8,1

NaCl, 87,7 g/l
TRIS-HCI, 12,14 g/1

in bidestilliertem Wasser
pH 8,0

Blotpuffer (10x) X

Ponceau-Losung

TBST

TRIS-gepufferte Kochsalzlosung
(TBS, 10x) Y™

X Alle 10x Pufferstammlésungen wurden kurz vor ihrer Anwendung mit bidestilliertem
Wasser zu 1x Arbeitslésungen verdiinnt.
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Tabelle 2-12: Ubersicht der beim Western Blot verwendeten Antikorper.

Antikorper Hersteller ( Katalognr.) Verdiinnung in
Blockpuffer
anti-MAO A (aus Kaninchen) Santa Cruz Biotechniology 1:1000
(sc-20156, polyklonal)

anti-MAO B (aus Kaninchen) Sigma-Aldrich 1:3000
(M1946, monoklonal)

anti-SULT 1A1 (aus Maus) R&D Systems 1:1000
(MAB5546, polyklonal)

anti-p-Aktin (aus Kaninchen) New England Biolabs 1:2000
(4970 S, polyclonal)

anti-Kaninchen IgG-HRP (aus New England Biolabs 1:1000

Ziege) (7074 S, polyklonal)

anti-Maus IgG-HRP (aus Santa Cruz Biotechnology  1:1000

Ziege) (sc-2005, polyklonal)

Precision Protein"™- BioRad 1:5000

StrepTactin-HRP (161-0380)

2.6 ENZYMAKTIVITAT

2.6.1 MAO ASSAY

Die Aktivitit der Monoaminoxidasen (MAQO) wurde mithilfe zweier
verschiedener kommerzieller Assays in Zell- und Gewebehomogenisaten
untersucht.

Zum einen wurde das Amplex® Red Monoamine Oxidase Assay Kit
verwendet [104]. Dieses Assay basiert auf der Detektion der Fluoreszenz von
Resorufin, das aus dem Substrat Amplex® Red unter Einwirkung von H;0,
entsteht. Das H,O, wiederum ist ein Nebenprodukt MAO-katalysierter Reaktionen
(vgl. Abbildung 1-2). Alle bendtigten Komponenten waren im Kit enthalten
(Substrat, Inhibitoren spezifisch fiir MAO A oder MAO B) und das Protokoll des
Herstellers wurde befolgt. Die Fluoreszenz wurde in schwarzen 96-well-
Zellkulturplatten gemessen.

Die Gewebe (NHS, RHS) wurden wie bereits beschrieben mittels
TissueLyzer Il in Kaliumphosphatpuffer (50 mM KH,PO,4, pH 7,4) homogenisiert
(sieche 2.4.1) und die Keratinozyten oder Fibroblasten wurden mittels Dounce
Tissue Grinder manuell aufgeschlossen. Im Aktivititsassay wurde die ,,grobe
Mitochondrienfraktion® untersucht, die durch eine zweistufige Zentrifugation bei
4 °C erhalten wurde: zuerst 15 min bei 1000 g und der dabei entstandene

Uberstand anschlieBend 30 min bei 10000 g [105]. Danach waren die
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Mitochondrien im Pellet enthalten, welches in Kaliumphosphatpuffer
resuspendiert und auf MAO-Aktivitidt untersucht wurde.

Als Positivkontrolle wurden MAO A Supersomes mit einer Konzentration
von 0,5 pg/ml eingesetzt [106]. Die Messung aller Proben erfolgte in Duplikaten
und es wurde eine Kontrollprobe mitgefiihrt, die statt Gewebefraktion Puffer
enthielt. Aufgrund der hohen Basisfluoreszenz in diesen Proben wurde das

Amplex® Red Monoamine Oxidase Assay Kit nicht weiter genutzt.

Zum anderen wurde das MAO-Glo™ Assay verwendet [107]. Hierbei
entsteht durch die katalytische Aktivitit der MAO ein Zwischenprodukt
(Methylesterluciferin), das in einem zweiten Schritt durch Zugabe des
Detektionsreagenz gespalten wird. Die dabei entstehende Lumineszenz korreliert
mit der MAO-Aktivitédt in der Probe.

Das Assay wurde nach Angaben des Herstellers bzw. Valley et al.
durchgefiihrt [106]. Das Kit enthielt verschiedene Reaktionspuffer fiir die
Bestimmung der MAO A- oder MAO B-Aktivitdt. Zur Detektion der Lumineszenz
wurden weiBle 96-well-Zellkulturplatten verwendet. Untersucht wurden S1-
Fraktionen (Uberstand nach Zentrifugation fiir 15 min bei 1000 g, 4 °C) der zuvor
in HEPES-Puffer (siehe Tabelle 2-13) homogenisierten Zellen oder Gewebe.

Auch bei diesem Aktivititsassay wurden analog des Amplex® Red
Monoamine Oxidase Assay Kit eine Positivkontrolle (MAO A) und eine
gewebefreie Kontrolle mitgefiihrt sowie die Messung aller Proben in Duplikaten

durchgefiihrt.

Tabelle 2-13: Rezeptur des beim MAO-Glo™ Assay verwendeten HEPES-Puffers.

HEPES-Puffer e 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsidure (HEPES), 100 mM
e ggf. DMSO, 10 % *
e Glycerol, 5 %
e in bidestilliertem Wasser

2.6.2 SULT ASSAY

Die Aktivitdt der Sulfotransferase (SULT) wurde mit der Umwandlung des

Substrates 7-Hydroxycoumarin zu 7-Hydroxycoumarinsulfat [108], das mittels

X Zur Untersuchung der MAO A-Aktivitdt wurde der Puffer ohne und zur Untersuchung
der MAO B-Aktivitdt mit 10 % DMSO versetzt [106].
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Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) detektiert wurde
(sieche 2.7.4.3), gemessen. Der experimentelle Ablauf orientierte sich an
verschiedenen Referenzen [108, 109] und soll im Folgenden kurz erldutert werden:
Da die SULT ein zytosolisches Protein ist, wurden alle Versuche mit der S9-
Fraktion der Zellen und Gewebe durchgefiihrt. Nach Aufschluss der Gewebe in
Kaliumphosphatpuffer (vgl. 2.6.1 MAO Assay) wurde das Gemisch zentrifugiert
(10 min, 9000 g, 4 °C) und der Uberstand als S9-Fraktion verwendet. Die fiir das

Assay verwendeten Stammlosungen der Substrate sind in Tabelle 2-14 aufgefiihrt.

Tabelle 2-14: Ubersicht der fiir das SULT Assay verwendeten Chemikalien.

Chemikalie Losung
7-Hydroxycoumarin e 7-Hydroxycoumarin, 0,1 M
e in DMSO
7-Hydroxycoumarinsulfat e 7-hydroxycoumarinsulfat, 2 mg/ml
e in bidestilliertem Wasser
PAPS e 3’-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat

(PAPS), 4 mM
e in bidestilliertem Wasser

Das Substrat 7-Hydroxycoumarin (finale Konzentration: 100 uM) sowie der
Cofaktor PAPS (finale Konzentration: 20 uM oder 100 uM, beide Varianten
parallel) wurden zur S9-Fraktion gegeben, worauf eine 30-miniitige Inkubation bei
37 °C im Wasserbad folgte. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von
eiskaltem Acetonitril (im Verhéltnis 1:1) gestoppt. Nach Zentrifugation (15 min,
14000 g, 4 °C) wurde der Uberstand in Nanosep®™ Centrifugal Devices tberfiihrt
und durch erneute Zentrifugation (5 min, 5000 g, 4 °C) von allen Proteinen
> 30 kDa befreit. Das erhaltene Filtrat wurde anschlieBend mittels LC-MS auf
7-Hydroxycoumarin und 7-Hydroxycoumarinsulfat hin untersucht (sieche 2.7.4.3).

Um die Funktionalitdit des Aktivititsassays zu {iberpriifen wurde
rekombinante SULT 1A1 mit einer finalen Konzentration von rund 5 pg/ml
eingesetzt. Der Metabolit 7-Hydroxycoumarinsulfat wurde in diesem Ansatz
erfolgreich detektiert. Kontrollansidtze ohne zugesetztes PAPS in der S9-Fraktion
von Humanhaut zeigten jedoch eine deutliche Reduzierung der detektierten
7-Hydroxycoumarinmenge im Vergleich zum Kontrollansatz in Kalium-
phosphatpuffer. Dies deutet daraufthin, dass 7-Hydroxycoumarin wiahrend der
Aufreinigung teilweise verloren ging, da es womdglich an zelluldre Bestandteile

bindet, die bei der Zentrifugation prézipitieren. Da keine SULT-Expression auf
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Proteinebene in den verschiedenen Hautgeweben nachgewiesen werden konnte
(siehe 3.1.3), wurden die Experimente zur SULT-Aktivitdit im Rahmen dieser

Arbeit nicht weiter verfolgt.

2.6.3 GST ASSAY

Um die Aktivitdit der GST zu untersuchen, wurde die Konjugation des
Substrates 1-Chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) auf die Thiolgruppe des
Glutathions untersucht (vgl. 1.3.3). Die Durchfiihrung erfolgte mit Hilfe des GST
Assay Kits nach Herstellerangaben im Mikrotiterplattenformat [110].

Die S9-Fraktion aus Keratinozyten, Fibroblasten, exzidierter oder
rekonstruierter Vollhaut wurden in Homogenisierungspuffer (siche Tabelle 2-15)
analog des SULT Assays hergestellt. Die Substratlosung (1 mM CDNB und 2 mM
L-Glutathion in PBS) wurde in eine 96-we/l-UV-STAR Mikroplatte vorgelegt und
die Reaktion durch Zugabe der S9-Fraktion gestartet. Die Bildung des farbigen
Reaktionsproduktes wurde im FluoSTAR Optima (temperiert auf 25 °C) iiber einen
Zeitraum von 15 min verfolgt, wobei jede Minute die Absorption bei einer
Wellenldnge von 340 nm gemessen wurde. Die Auswertung erfolgte im Anschluss
nach Herstellerprotokoll [110].

Als Positivkontrolle diente aus Pferdeleber aufgereinigte GST mit einer

Konzentration von 0,5 pg/ml. Die Messung aller Proben erfolgte in Triplikaten.

Tabelle 2-15: Puffer und Stammldésungen fiir das GST Assay.

Losung Zusammensetzung

Homogenisierungspuffer EDTA, 0,001 M

(nach [111]) KCI, 0,15 M

KH;POy4, 0,25 M

in bidestilliertem Wasser

pH 7,25

1-Chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB),

100 mM

in Ethanol (absolut)

Glutathion e L-Glutathion (reduziert), 200 mM
e in bidestilliertem Wasser

CDNB
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2.7 EXPERIMENTE ZUR BIOTRANSFORMATION VON 2,4-DAT

2,4-DAT und seine Metabolite

Von 2,4-DAT und dessen potentiellen Metaboliten N-(3-Amino-4-methyl-
phenyl)acetamid (M1) und N-(5-Amino-2-methylphenyl)acetamid (M2, siehe
Abbildung 2-2) wurden Stammldsungen mit einer Konzentration von 0,1 M in
Wasser (2,4-DAT) oder DMSO (M1, M2) hergestellt und bei -20°C fiir maximal
3 Monate gelagert.

2,4-DAT Ml M2
H
NH2 NH2 NY
O
NH, YNH NH,
O

Abbildung 2-2: Strukturformeln. Gezeigt sind die Strukturformeln von 2,4-Diaminotoluol (2,4-
DAT) und seinen beiden potentiellen einfach N-acetylierten Metaboliten N-(3-Amino-4-methyl-
phenyl)acetamid (M1) und N-(5-Amino-2-methylphenyl)acetamid (M2).

2,4-DAT-Biotransformation in Keratinozyten und Fibroblasten

Keratinozyten und Fibroblasten, jeweils als Pool aus drei verschiedenen
Spendern, wurden wie oben beschrieben (siehe 2.2.1) kultiviert und in 6-well-
Zellkulturplatten in 2 ml Wachstumsmedium (KGM bzw. FGM) mit 1x10° Zellen
pro Vertiefung ausgesét. Nach einer Inkubation von 24 h bei 37 °C und 5 % CO,
wurde das Wachstumsmedium entfernt, die adhdrenten Zellen in den Vertiefungen
einmal mit PBS gewaschen (1 ml/Vertiefung) und anschlieBend ohne (Kontrolle)
oder mit 1x10™* M 2,4-DAT in je 1 ml Basalmedium (KBM bzw. FBM) fiir 3 h
oder 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Bei der Kontrolle wurde statt 2,4-
DAT dessen Losungsmittel bidestilliertes Wasser zugegeben und analog in
Basalmedium verdiinnt.

Zum Versuchsende wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen und in
einem 2 ml-Reaktionsgefdll aufbewahrt. Die adhédrenten Zellen wurden durch

Zugabe von 1 ml PBS pro Vertiefung gewaschen, welches anschlieBend ebenfalls
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aufbewahrt wurde. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von 1 ml Lyse-Reagenz
(0,5% SDS in PBS) pro Vertiefung und Inkubation fiir 5 min unter
Standardbedingungen. Anschlieend wurde das Zelllysat aus den Vertiefungen zur

weiteren Analyse in ein 1,5 ml-Reaktionsgefafle iibertragen.

2.4-DAT-Biotransformation in MoLC, MoDC

Die Monozyten-abgeleiteten Langerhans-Zellen (MoLC) oder dendritischen
Zellen (MoDC) wurden an Tag 7 der Differenzierung wie oben beschrieben
vorbereitet und mit einer Zellzahl von 1x10° Zellen/ml in PBS/EDTA verwendet
(sieche 2.2.3). Die Zellsuspension wurde anschlieBend in 15 ml-
Zentrifugenrdhrchen verteilt um die Stimulation der Zellen vorzubereiten. Dabei
wurden, je nach verfiigbarer Zellzahl, 1x10° oder 1,5x10° Zellen pro
Zentrifugenrohrchen iiberfithrt, um die Stimulation in Duplikaten bzw. Triplikaten
durchzufiihren. Nach Zentrifugation (1200 g, 10 min, 4 °C) wurde das Zellpellet in
Stimulationsmedium resuspendiert und in eine 24 well-Zellkulturplatte {ibertragen
(pro Vertiefung 5x10° Zellen in 0,5 ml Medium). Die Inkubation erfolgte fiir 24 h
unter Standardbedingungen. Das Stimulationsmedium bestand aus Komplett-
medium (siche Tabelle 2-3) versetzt mit Wasser (Kontrolle) oder 1x10™* M
2,4-DAT.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Suspensionszellen aus den
Vertiefungen der 24 well-Zellkulturplatte in 1,5 ml-Reaktionsgefdfe iiberfiihrt und
zentrifugiert (1000 g, 5 min, 4 °C). Der Zellkulturiiberstand wurde abgenommen
und in einem separaten ReaktionsgefdBl aufbewahrt. Das Zellpellet wurde einmal
mit 0,5 ml PBS gewaschen, welches nach Zentrifugation ebenfalls abgenommen
und aufbewahrt wurde. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 0,5 ml Lyse-Reagenz

resuspendiert und durch Inkubation fiir 5 min bei 37 °C, 5 % CO, aufgeschlossen.

2.4-DAT-Biotransformation in exzidierter und rekonstruierter Vollhaut

Um die Biotransformation von 2,4-DAT in exzidierter oder rekonstruierter
Vollhaut zu untersuchen, wurde 2,4-DAT auf die Hautoberfldche appliziert. Eine
0,1 M Ldsung wurde mit einem Volumen von 10 ul/cm’® (das entsprach einer
Konzentration von 122,17 pg/cm?) aufgetragen und die gleichmiBige Verteilung
der Losung auf der gesamten Oberfliche durch Auflegen eines Nylonnetzes

gewihrleistet. Nach 3 h oder 24 h Inkubation unter Standardbedingungen wurden
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die verschiedenen Fraktionen fiir die weitere Analyse vorbereitet: Um eine weitere
Permeation zu verhindern, wurde zuerst das Gewebe aus dem Akzeptormedium
entnommen und das Akzeptormedium in ein 2 ml-Reaktionsgefdl3 ibertragen. Das
Nylonnetz wurde vorsichtig von der Oberfliche abgezogen und in ein
2 ml safe lock-Reaktionsgefédl} iibertragen. Im Anschluss wurde die Hautoberfldche
dreimal mit je 100 pl TRIS-Puffer gewaschen (siehe Tabelle 2-16), wobei der
Waschpuffer im gleichen Reaktionsgefill wie das jeweilige Nylonnetz gesammelt
wurde. Das Gewebe (NHS, Phenion®FT oder EpiDerm MFT) wurde in ein weiteres
2 ml safe lock-Reaktionsgefdll gegeben, in dem 300 pul TRIS-Puffer und eine
Stahlkugel (Durchmesser: 5 mm) vorgelegt waren, um anschlieBend in der
Rotorschwingmiihle TissueLyzer II unter Kiihlung zerkleinert zu werden: NHS
wurde 12 min bei 30 Hz, Phenion®FT 7 min und EpiDerm™FT 2 min bei jeweils
25 Hz homogenisiert. Im Falle des Phenion®FT wurde auBerdem der Filter (vgl.

Abbildung 2-1) als separate Probe analog dem Modell behandelt.

Tabelle 2-16: Zusammensetzung des fiir die Experimente zur Biotransformation von

2,4-DAT verwendeten TRIS-Puffers.
TRIS-Puffer

EDTA, 2 mM

HCI, 0,004 M X

TRIS, 0,01 M X!

in bidestilliertem Wasser
pH 8,2

2.7.1 PROBENAUFARBEITUNG

Die zuvor hergestellten Zelllysate, Gewebehomogenisate, Mediumproben
und Waschfraktionen und bei Untersuchungen des Phenion®FT auch die Filter-
Fraktion wurden mit Aceton aufgereinigt, bevor die Proben mittels
Hochdruckfliissigkeitschromatographie und UV-Detektion (HPLC/UV) analysiert
werden konnten. Von den Proben wurden Aliquots von 300 pul in je ein
2 ml safe lock-Reaktionsgefdl iiberfithrt, mit 1200 pl eiskaltem Aceton versetzt
und 1 min bei 30 Hz im TissueLyzer Il gemischt. Es folgte eine Inkubation fiir

10 min bei -80 °C. Um die ausgefillten Proteine, Zell- und Gewebetriimmer aus

X Fir die Herstellung des TRIS-Puffers wurden eine 0,2 M HCI-Stammlésung und eine
0,2 M TRIS-Stammldsung mit bidestilliertem Wasser verdiinnt. Die Arbeitslésung wurde
nach Bedarf frisch hergestellt mit 21,7 ml 0,2 M HCI und 50 ml 0,2 M TRIS-L&sung pro
Liter Wasser (Protokoll nach [112]). Der TRIS-Puffer wurde vor Gebrauch filtriert
(0,2 um Porengrofle) und 15 min im Ultraschallbad entgast.
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dem Gemisch zu entfernen, wurden die Proben 10 min bei 13200 rpm und 4°C
zentrifugiert und danach 1200 ul des Uberstandes in ein silikonisiertes 12 ml-
Glasrohrchen iberfiithrt. Diese Prozedur wurde noch zweimal wiederholt, wobei
pro Wiederholung neben 1200 ul Aceton auch 300 pul TRIS-Puffer zu jeder Probe
gegeben wurden. Im Falle des Phenion®FT gab es Abweichungen: bei der dritten
Wiederholung wurde kein TRIS-Puffer zugegeben und die Filter-Fraktionen
wurden nur mit jeweils 900 pl Aceton versetzt.

Nach der Zentrifugation wurden je 1400 pl des Uberstandes abgenommen
und in das entsprechende Glasrohrchen {iiberfithrt. Die aus den drei
Aufreinigungsdurchgingen vereinten Uberstinde wurden iiber Nacht mittels
Vakuum-Zentrifugation getrocknet. Am Folgetag wurden die Riickstinde in je
300 ul TRIS-Puffer resuspendiert, in 1,5 ml-ReaktionsgefdBBe {iiberfithrt und
zentrifugiert (13200 rpm, 10 min, 4 °C) um eventuelle Verunreinigungen zu
entfernen. 250 ul des Uberstandes wurden in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefif
iiberfiihrt und nochmals zentrifugiert, bevor 150 ul des Uberstandes zur weiteren
Analyse in HPLC-Glasfldschen gegeben wurden.

Wihrend der Aufreinigung wurden die Uberstinde nicht vollstindig,
sondern nur definierte Volumina dieser weiter verarbeitet (siche oben). Bei der
spéteren quantitativen Auswertung wurde dies beriicksichtigt und die berechneten

Mengen um einen Aufreinigungsfaktor korrigiert.

2.7.2 HPLC-ANALYTIK

Wihrend der Etablierung der HPLC/UV-Analytik fiir 2,4-DAT und dessen
potentielle Metabolite wurden verschiedene Chromatographiesdulen und
FlieBmittelmischungen getestet (sieche 3.2.1) und als optimale Bedingungen
ergaben sich: Die HPLC/UV-Analytik mit einem LaChrom®™ HPLC System und
Verwendung einer Kinetex'™ 5 um Phenyl-Hexyl 100 A Siule inklusive Kinetex™
Phenyl-Hexyl Enhancement Kit, wobei als FlieBmittel ein graduelles Gemisch aus
TRIS-Puffer (FlieBmittel A) und Acetonitril (FlieBmittel B) verwendet wurde
(Details siehe Tabelle 2-17). Die Gesamtlaufzeit betrug 45 min bei einer Flussrate
von 1 ml/min. Die HPLC wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt und die UV-

Detektion erfolgte bei einer Wellenldnge von 292 nm.
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Tabelle 2-17: Ubersicht des finalen FlieBmittelgradienten fiir die HPLC/UV-Analytik.

Zeit [min] Fliefmittel A [%] FlieBmittel B [%]
0-10 98 2

10-20 98-90 2-10

20-30 90 10

30-45 98 2

Um 2,4-DAT sowie dessen potentielle Metabolite M1 und M2
quantifizieren zu konnen, wurden serielle Verdiinnungen dieser drei Substanzen in
TRIS-Puffer fiir jede HPLC-Messung frisch hergestellt. Die Standardreihe deckte
einen Konzentrationsbereich von 1x10”7 M bis 1x10 M ab. Die Detektionsgrenze
lag bei 1x107M wund die Quantifizierungsgrenze bei 2,5x10°M. Zur
Quantifizierung wurden die Peakflichen des HPLC/UV-Chromatogramms
(ermittelt mit der HSM Software D-7000) gegen die jeweilige Konzentration
aufgetragen um mittels einer linearen Trendlinie bzw. Geradengleichung die
Konzentration in den unbekannten Proben zu bestimmen.

Die Methode wurde auf Reproduzierbarkeit gepriift, wobei verschiedene
Konzentrationen von 2,4-DAT, M1 und M2 in TRIS-Puffer oder den verwendeten
Néahrmedien hergestellt, der beschriebenen Aufreinigungsprozedur unterzogen und
anschlieBend mittels HPLC/UV-Analytik quantifiziert wurden. Messungen von
fiinf Konzentrationsreihen am gleichen oder an fiinf unterschiedlichen Tagen

wurden zur Bestimmung der Intra- bzw. Inter-Tages-Variabilitdt durchgefiihrt.

2.7.3 INHIBITION DER N-ACETYLTRANSFERASE

Um zu verifizieren, dass der Metabolit M1 unter Katalyse der N-Acetyl-
transferase (NAT) gebildet wird, wurden in primdren basalen Keratinozyten
Inhibitionsexperimente  durchgefiihrt. Keratinozyten wurden analog der
Untersuchung zur Biotransformation von 2,4-DAT in 6-well-Zellkulturplatten
ausgesit (siche 2.7). Am Folgetag wurden die Keratinozyten 1 h ohne (Kontrolle)
oder mit dem NAT I-Inhibitor Cyanamid in einer Konzentration von 1 mM [112]
unter Standardbedingungen inkubiert, bevor 2,4-DAT zu den Zellen gegeben
wurde. Nach 24 h Inkubation mit 2,4-DAT wurden die Zellkulturiiberstinde
entnommen und hinsichtlich M1 quantifiziert.

Von Cyanamid wurde eine sterile Stammldsung mit einer Konzentration

von 0,5 M in Wasser hergestellt und fiir maximal 3 Monate bei -20 °C gelagert.
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Die bei den Versuchen verwendeten Konzentrationen wurden jeweils direkt vor

Versuchsbeginn in KBM hergestellt.

2.7.4 STABILITAT VON 2,4-DAT

Neben der Biotransformation wurde auch die Stabilitdt von 2,4-DAT und
dem Metaboliten M1 unter Versuchsbedingungen untersucht. Dafiir wurden
2,4-DAT oder M1 in der gleichen Menge wie bei topischer Applikation (10 pl
einer 0,1 M Losung pro cm?) oder in der gleichen Konzentration wie bei den
Versuchen mit Einzelzellkulturen (0,1 mM) in den verschiedenen Nidhrmedien fiir
24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Es folgte die Probenaufarbeitung und
Analyse mittels HPLC/UV.

Die im Folgenden (2.7.4.1 —2.7.4.3) beschriebenen Analyseverfahren
wurden in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Jorg Rademann und Herrn Daniel
Becker vom Institut fiir Pharmazie (Medizinische Chemie) der Freien Universitét

Berlin durchgefiihrt.

2.7.4.1 MPLC ANALYTIK

Wihrend der Stabilitdtsstudien von 2,4-DAT und M1 wurde eine nicht-
enzymatische Umwandlung von 2,4-DAT in allen Ndihrmedien beobachtet (siehe
3.2.2). Um das bei dieser Umwandlung dominierende Produkt zu identifizieren,
wurde 2,4-DAT mit einer Konzentration von 0,1 M fiir 24 h bei 37 °C und 5 %
CO, in DMEM inkubiert. Nach Probenaufarbeitung erfolgte die Isolation des
nicht-enzymatischen Produktpeaks mittels MPLC (engl. medium pressure liquid
chromatography) unter Verwendung des automatisierten Biotage Isolera Prime
Systems mit einer Biotage SNAP Ultra C18 Kartusche. Die Elution fand bei einer
Flussrate von 12 ml/min und einem FlieBmittelgradienten aus 50 mM
Ammoniumbicarbonatpuffer pH 8 (FlieBmittel A) und Acetonitril (FlieBmittel B)
statt, der in Tabelle 2-18 aufgeschliisselt ist.

Tabelle 2-18: Ubersicht des bei der MPLC verwendeten FlieBmittelgradienten.

Zeit [min] FlieBmittel A [%] FlieBmittel B [%]
0-1:15 99 1

1:15-6:15 99-90 1-10

6:15-8:45 90 10

8:45-11:15 90-75 10-25
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Die Fraktionen des dominierenden Produktpeaks wurden vereint und mit
einer Christ Alpha 2-4 Ldplus bei -85 °C und 0,01-0,05 mbar lyophilisiert. Im
Anschluss wurden die Proben in einem Gemisch aus Wasser und Acetonitril

gelost, in fliissigem Stickstoff eingefroren und gefriergetrocknet.

2.7.4.2 NMR ANALYTIK

Um das Hauptprodukt nicht-enzymatischer Umwandlung von 2,4-DAT in
Nédhrmedien zu identifizieren, wurde die zuvor isolierte Probe (sieche 2.7.4.1)
mittels Elektrospray-Flugzeitmassenspektrometrie (ESI-TOF/MS) und
anschliefender Kernspinresonanz (NMR, engl. nuclear magnetic resonance)
analysiert. Dafiir wurde die Probe in deuteriertem Wasser (D,0O) geldst und mit
einem Agilent 6210 ESI-TOF gemessen, wobei die Flussrate 4 pul/min und die
Sprayspannung 4 kV betrug. Das Desolvatisierungsgas wurde auf 15 psi (1 bar)
gesetzt. Alle anderen Parameter wurden fiir eine maximale Abundanz des
jeweiligen [M+H] " optimiert.

Die Proton- ('H) und Carbon-Spektren ('’C) wurden mit einem Bruker
Avance III Spektrometer bei 700 MHz ('H) bzw. 175 MHz ('’C) aufgenommen
und die chemische Verschiebung wurde in parts per million (ppm) in Bezug auf
das Losungsmittel gemessen.

Die NMR-Messungen wurden in der Core Facility BioSupraMol im Institut

fiir Organische Chemie der Freien Universitdt Berlin durchgefiihrt.

2.7.4.3 LC-MS ANALYTIK

Die Liquidchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) wurde unter
Verwendung eines Gerdts der Agilent 1100 Series durchgefiihrt, sowohl fiir die
Massenbestimmung des 2,4-DAT-Abbauproduktes als auch zur Identifikation des
SULT Assay-Produktes 7-Hydroxycoumarinsulfat (sieche 2.6.2). Die Auftrennung
erfolgte in beiden Fillen mit einer Phenomenex-Luna-C18 Séule (4,6x100 mm,
3um, 100A) und die Elution mittels eines FlieBmittelgradienten aus
Wasser/0,1 % Ameisensdure (FlieBmittel A) und Acetonitril/0,1% Ameisensdure
(FlieBmittel B), bei dem die Zusammensetzung innerhalb von 5,5 min von 5 % B
auf 99 % B geédndert wurde. Diese FlieBmittelzusammensetzung blieb konstant fiir

4,5 min, bevor die Messung beendet wurde. Die Flussrate betrug 1 ml/min und die
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Detektion mittels Diodenarray-Detektor erfolgte bei den Wellenldngen 210 nm,
254 nm und 325 nm.

2.7.5 ZYTOTOXIZITAT

2.7.5.1 BESTIMMUNG DER ZELLVIABILITAT MIT MTT-TEST

Der MTT-Test basiert auf der enzymatischen Umsetzung des
wasserldslichen Farbstoffes 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid (MTT) zu wasserunloslichen Formazankristallen. Diese Reaktion findet
nur in lebenden Zellen statt und kann somit als Mal} fiir die Viabilitidt genutzt
werden. Im Umkehrschluss deutet das Ausbleiben dieser Reaktion auf eine
eingeschriankte Viabilitdt oder tote Zellen hin.

Der MTT-Test wurde in 96-well-Zellkulturplatten durchgefiihrt. Dafiir
wurden pro Vertiefung 1x10* Zellen (Keratinozyten, Fibroblasten oder HepG2) in
200 ul Wachstumsmedium (KGM, FGM oder HGM) gegeben und fiir 24 h bei
Standardbedingungen inkubiert. Am Folgetag wurde das Wachstumsmedium aus
den Vertiefungen abgesaugt und die Zellen einmal mit 100 ul PBS pro Vertiefung
gewaschen. Es folgte die Stimulation der Zellen in Basalmedium (KBM, FBM
oder HBM) fiir 24 h oder 48 h unter Standardbedingungen. Die 2,4-DAT-
Stammldsung wurde in Basalmedium auf verschiedene Konzentrationen zwischen
0,05 mM und 20 mM (6,1-2443,4 pg/ml) verdiinnt und mit 100 ul pro Vertiefung
auf die Zellen gegeben. Fiir die Positivkontrolle wurden Zellen nur mit
Basalmedium und fiir die Negativkontrolle mit 5 % DMSO in Basalmedium
inkubiert. Jede Konzentration und Kontrolle wurde in Triplikaten gefiihrt. Nach
Ablauf der Stimulationszeit wurden in jede Vertiefung 10 pl einer MTT-
Stammlosung (5 mg/ml in PBS) gegeben und fiir weitere 4 h unter
Standardbedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand
vorsichtig abgesaugt und die wasserunldslichen Formazankristalle durch Zugabe
von 62,5 ul DMSO pro Vertiefung gelost. Mit dem FLUOstar Optima wurde die
Absorption bei einer Wellenlinge von 540 nm gemessen. Referenz der
Auswertung war die Positivkontrolle mit einer Viabilitit von 100 % und eine
Konzentration wurde als nicht-toxisch definiert, wenn die Viabilitdt der

behandelten Zellen > 80% lag.
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Verschiedene Konzentrationen von Cyanamid (0,5-5 mM) wurden ebenfalls
mittels MTT-Test an Keratinozyten auf ihr zytotoxisches Potential hin itiberpriift,
wobei die Inkubation mit Cyanamid fiir 25 h erfolgte.

Der MTT-Test mit den Suspensionszellen MoLC und MoDC wurde mit
einigen Anderungen durchgefiihrt, die im Folgenden vorgestellt werden: MoLC
und MoDC wurden mit einer Zellzahl von 1x10° Zellen pro Vertiefung einer 96-
well-Zellkulturplatte in je 100 ul Komplettmedium ausgesit und direkt stimuliert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit von 24 h wurden dem Protokoll von Campling et
al. folgend [113] in jede Vertiefung 25 pul einer 2 mg/ml-MTT-Stammldsung
gegeben und erneut fiir 3 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Im Anschluss wurden
pro Vertiefung 100 pl einer Losung aus Isopropanol:1 N HCI (25:1) gegeben und
eine weitere Stunde unter Standardbedingungen inkubiert, bevor die
Formazankristalle gelost und die Absorption bei einer Wellenlinge 540 nm

gemessen wurde.

2.7.5.2 QUANTIFIZIERUNG INFLAMMATORISCHER ZYTOKINE MIT ELISA

Bei den Versuchen zur Biotransformation von 2,4-DAT in NHS oder RHS
konnte kein MTT-Test mit den Geweben durchgefiihrt werden, da sie fiir die
Analyse von 2,4-DAT und dessen Metaboliten aufgearbeitet wurden (siehe 2.7.1).
Bei einem MTT-Test mit Geweben werden diese mit MTT inkubiert und
anschlieBend auf spezielle Weise aufbereitet [89], jedoch standen aus
Kostengriinden keine Modelle fiir einen MTT-Test im Rahmen dieser Arbeit zur
Verfiigung.

Um dennoch eine gewebeschiddigende Wirkung von der genutzten 2,4-DAT-
Konzentration abschédtzen zu kénnen, wurde das Akzeptormedium der Hautgewebe
auf die inflammatorischen Zytokine IL-1a und IL-8 (siehe 1.1.3) untersucht.

Die Analyse der Akzeptormedien erfolgte mit der Methode des Sandwich-
ELISA (engl. enzyme-linked immunesorbent assay). Nach Versuchsende des
Biotransformationsexperiments  (sieche 2.7) wurde ein  Aliquot des
Akzeptormediums in ein neues Reaktionsgefill iiberfiihrt und bis zur
Quantifizierung von IL-1a oder IL-8 bei -20 °C gelagert.

Beide Zytokine wurden separat unter Verwendung der ELISA DuoSet Kits
und Befolgen der Herstellerangaben quantifiziert [114, 115]. Tabelle 2-19 listet
die fiir die ELISA-Analysen verwendeten selbst hergestellten Puffer.
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Eine Schiadigung des Gewebes wurde angenommen, wenn die
Zytokinmengen in den mit 2,4-DAT behandelten Geweben gegeniiber den

Kontrollmodellen signifikant erhoht waren.

Tabelle 2-19: Ubersicht der bei ELISA verwendeten Puffer.

Puffer Zusammensetzung
Probenpuffer IL-10 bovines Serumalbumin, 1 %
in PBS
bovines Serumalbumin, 0,1 %
NaCl, 150 mM
Tween 20, 0,05 %
TRIS-Base, 20 mM
in bidestilliertem Wasser
pH 7,4
bovines Serumalbumin, 1 %
Natriumazid, 0,05 %
in PBS
Tween 20, 0,05 %
in PBS
Tetramethylbenzidin (2 % in
DMSO/Ethanol (1/1)), 110 pl pro 11 ml
e Wasserstoffperoxid (30 %ige Losung),
3,3 ul pro 11 ml
e in Zitratpuffer, 40 mM
e pH 3,95
Stopplosung *™ e HCL 1IN

Probenpuffer IL-8

Blockpuffer

Waschpuffer

Substratlosung X"

2.7.5.3 ERMITTLUNG DES ZYTOTOXISCHEN POTENTIALS DURCH LDH-BESTIMMUNG

Eine ggf. stattgefundene zytotoxische Wirkung der verwendeten 2,4-DAT-
Konzentration in NHS oder RHS nach topischer Applikation wurde zusidtzlich
durch die Messung der sekretierten Laktatdehydrogenase (LDH) iiberpriift. Die
Quantifizierung der LDH ist ein direktes MaB, um Gewebeschdden zu beurteilen.
Bei der LDH handelt es sich um ein intrazelluldres Protein, das ausschlief3lich bei
Zellschidigung in das Akzeptormedium freigesetzt wird. Die Messung der LDH
im Akzeptormedium erfolgte mit dem Cytotoxicity Detektion Kit nach Angaben
des Herstellers [116]. Sofern LDH im Akzeptormedium vorhanden war, entstand

ein farbiges Reaktionsprodukt, welches durch Messung der Optischen Dichte (OD)

XM per Zitratpuffer und die Tetramethylbenzidin-Stammlésung wurden bei 4 °C und das

30 %ige Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur gelagert. Die Substratlosung wurde
immer kurz vor deren Benutzung frisch aus den Einzelkomponenten hergestellt.

XM Fir die Stopplosung wurde 37 %ige, konzentrierte Salzsdure mit bidestilliertem
Wasser verdiinnt und anschlieBend bei RT gelagert.

58



2. Material und Methoden

bei einer Wellenldnge von 490 nm quantifiziert werden konnte (sieche Abbildung

2-3).

Schritt 1:

“00C "00C

LDH
>7OH >=o
Laktat / \ Pyruvat
1 NAD* NADH+H* I
J \ / N

Schritt 2:

N—H N
N=§ Katalysator NN
NO, NO,
Formazansalz (rot) Tetrazoliumsalz (gelb)

Abbildung 2-3: Prinzip der Farbreaktion zur LDH-Bestimmung. In einem ersten Schritt
oxidiert die LDH das im Kit vorhandene Lactat zu Pyruvat, wobei NAD" zu NADH+H" reduziert
wird. In einem zweiten Schritt werden durch den im Kit vorhandenen Katalysator zwei Protonen
von NADH +H" auf das Tetrazoliumsalz 2-[4-Iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyl-
tetrazoliumchlorid iibertragen, wodurch dieses seine Farbe &dndert und bei 490 nm detektiert

werden kann (Grafik nach [116]).

Nach Versuchsende der Experimente zur Biotransformation von 2,4-DAT in
den Hautgeweben wurde ein Aliquot des Akzeptormediums entnommen und bei
4 °C gelagert. Die Quantifizierung der LDH erfolgte innerhalb einer Woche und
eine zellschiddigende Wirkung wurde angenommen, wenn die LDH-Menge in den
mit 2,4-DAT behandelten Geweben gegeniiber der mit Wasser behandelten
Kontrolle signifikant erhéht war.

Die LDH-Bestimmung wurde in Kooperation mit Frau Prof. Dr. Nan Ma
und Frau Ruth Hesse am Institut fiir Biomaterialforschung (Biokompatibilitdt) des

Helmholtz Zentrum Geesthacht in Teltow durchgefiihrt.
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2.8 DATENAUSWERTUNG UND STATISTIK

Im Ergebnisteil sind die Ergebnisse aus je 3-5 unabhidngigen Experimenten
zusammengefasst und als Mittelwert = Standardabweichung (SD, engl. standard
deviation) dargestellt. Im Normalfall wurden pro Experiment die behandelten
Proben in Triplikaten gefiihrt, nur bei den Experimenten mit MoLC und MoDC
musste teilweise aufgrund zu geringer Zellzahlen auf Unikate und Duplikate
ausgewichen werden.

Fiir die Messung der Enzymaktivitit sowie die Analysen mittels RT-PCR
oder Western Blot wurde pro Versuch das Homogenisat eines Hautstiickes oder
eines kompletten bzw. eines halben Hautmodells (eine Hailfte komplett, eine
Halfte separiert in Epidermis und Dermis) verwendet.

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad PRISM,
Version 5.03 (GraphPad Software, La Jolla, USA) durchgefiihrt. Sofern nicht
anders erwédhnt, wurden unter Annahme einer Normalverteilung alle Daten beim
Vergleich von zwei Gruppen mittels Student's t-Test (ungepaart) und beim
Vergleich von mehr als zwei Gruppen mittels one-way ANOVA und Bonferroni's
multiple comparison post test auf signifikante Unterschiede gepriift. In den
Abbildungen wurden die Signifikanzniveaus folgendermaBlen verschliisselt:
*p<0,05 ** p<0,01 und *** p <0,001, jeweils zwischen zwei verglichenen
Proben. Bei den Western Blot- und Genexpressionsdaten wurden zur
Vereinfachung alle Signifikanzniveaus als * p < 0,05 zusammengefasst. Fiir die
statistische Auswertung der MAO-Proteinexpression und der NAT-Inhibition

wurde ein Student’s Einstichproben-t-Test verwendet und * bedeutet p < 0,05.
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3. ERGEBNISSE

Die Charakterisierung fremdstoffmetabolisierender Enzyme in den beiden
rekonstruierten 3D-Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm"™FT (RHS) im
Vergleich zu Humanhaut ex vivo (NHS) wurde anhand zweier unterschiedlicher
Ansétze durchgefiihrt.

Im ersten Teilprojekt wurde die basale Expression ausgewéhlter Enzyme
analysiert. Ziel dieser Untersuchung war es, die Aktivitdt der verschiedenen
Enzyme in den drei Hautkonstrukten zu messen und zu vergleichen. Die Analyse
der Proteinexpression sowie die Quantifizierung auf Genebene ergidnzten die
Ergebnisse zur Enzymaktivitit und gaben einen Uberblick iiber das
Expressionsmuster verschiedener Subtypen innerhalb einer Enzymgruppe (siehe
3.1).

Zur funktionellen Charakterisierung der RHS und NHS wurde im zweiten
Teil die Modellsubstanz 2,4-DAT topisch appliziert, um nach definierten
Inkubationszeiten die Gewebe sowie das Ndhrmedium auf 2,4-DAT und seine
potentiellen Metabolite zu untersuchen. Dieser Ansatz erlaubte neben dem
Vergleich des Metabolisierungsmusters zusidtzlich die Beurteilung des
Penetrations- und Permeationsverhaltens der Ausgangssubstanz und ihrer

Metabolite in den untersuchten Geweben (siche 3.3).

3.1 FREMDSTOFFMETABOLISIERENDE ENZYME

Im Folgenden werden die untersuchten Enzymgruppen separat betrachtet.
Das Hauptinteresse dieser Arbeit lag bei der Enzymaktivitit, weshalb in einem
ersten Schritt fiir jede Enzymgruppe ein Aktivitidtsassay ggf. etabliert und getestet
wurde (ausgenommen sind die Steroid-5a-Reduktasen, da deren Aktivitit in
Humanhaut und den beiden Vollhautmodellen bereits untersucht wurde; siehe
3.1.2). Bei ausbleibender Detektion der Enzymaktivitdt wurde die Expression der
Enzyme auf Proteinebene mittels SDS-PAGE und Western Blot {iberpriift. Fiir alle
Enzymgruppen wurde auBerdem die Genexpression mittels quantitativer RT-PCR
analysiert. Untersucht wurden dafiir basale Keratinozyten, Fibroblasten und
exzidierte oder rekonstruierte Vollhaut. Bei den RHS wurde auBerdem
unterschieden zwischen dem kompletten Modell und separierter Epidermis bzw.

Dermisdquivalent. Bei den humanen Hautgeweben ex vivo gibt es diese
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Unterscheidung nicht, da keine schonende Trennung von Epidermis und Dermis

experimentell moglich war (Daten nicht gezeigt).

3.1.1 MONOAMINOXIDASEN

Zunichst wurde die Enzymaktivitit der Monoaminoxidasen (MAQO) mithilfe
des MAO-Glo™ Assays bestimmt (Abbildung 3-1). Die Enzymaktivitit beider
Subtypen MAO A und MAO B konnte jedoch nur in Proben exzidierter adulter

Humanhaut, nicht aber in den RHS oder Primérzellkulturen detektiert werden.
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Abbildung 3-1: Aktivitit der Monoaminoxidasen. Die MAO-Aktivitdt wurde in S1-Fraktionen
von undifferenzierten Keratinozyten, Fibroblasten, Humanhaut (NHS) und rekonstruierten
Vollhautmodellen (Phenion®FT, EpiDerm'™FT) unter Verwendung des MAO-Glo™ Assay
bestimmt [107]. Die Quantifizierung der Lumineszenz erfolgte in relativen Lichteinheiten (RLU,
engl. relative light units) und wurde auf den Proteingehalt der untersuchten Proben normalisiert

(Mittelwert + SD, n = 3; nd = nicht detektiert).

Darauthin wurde die Expression der Subtypen MAO A und MAO B auf
Gen- und Proteinebene untersucht. Abbildung 3-2 zeigt die Genexpression von
MAOA und MAOB (zur Quantifizierung der Genexpression sieche 2.4.3). MAOA
wurde in allen untersuchten Geweben stark exprimiert, wobei sowohl zwischen
adulter Humanhaut und dem kompletten EpiDerm"VFT als auch zwischen der
Phenion®FT Dermis und primidren Fibroblasten ein signifikanter Unterschied
beobachtet wurde. Die MAOB-Expression war in den Vollhautgeweben im

Vergleich zu MAOA geringer und fehlte in basalen Keratinozyten. Hingegen wurde
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in differenzierten epidermalen Geweben MAOB detektiert, jedoch mit deutlich
geringerer Expression als in den dermalen Geweben (sieche Abbildung 3-2,
Phenion®FT und EpiDerm ™FT). Exzidierte juvenile Humanhaut (NHFS) wies
gegeniiber den iibrigen kompletten Hautgeweben (NHS und RHS) eine signifikant
erhohte Genexpression der MAOB auf.
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Abbildung 3-2: Genexpression der MAO. Mittels RT-PCR wurde die Expression von MAOA
und MAOB in undifferenzierten epidermalen Keratinozyten, dermalen Fibroblasten sowie in
exzidierter humaner juveniler Vorhaut (NHFS) und adulter Humanhaut (NHS) oder den
rekonstruierten Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm"™FT untersucht. Dargestellt ist die
basale Genexpression normalisiert auf das Referenzgen der Succinatdehydrogenase (SDHA).
Mittelwert + SD, n = 3-5; nd = nicht detektiert und ,,2* bedeutet, dass die mRNA nur in zwei von
drei Spendern detektiert wurde. Mittels one-way ANOVA und Bonferroni's multiple comparison
post test wurde jeweils innerhalb der kompletten, epidermalen oder dermalen Gewebe auf

signifikante Expressionsunterschiede getestet und * bedeutet p < 0,05.

Anschliefend wurden MAO A und MAO B mittels SDS-PAGE und Western
Blot auf Proteinebene untersucht. Trotz starker MAOA-Genexpression in allen
untersuchten Geweben und Zelltypen, wurden auf Proteinebene deutliche
Unterschiede beobachtet (Abbildung 3-3 a): In undifferenzierten Keratinozyten
und Fibroblasten wurde kein MAO A-Protein detektiert. In den separierten
Epidermis-Proben des Phenion®FT und EpiDerm"™FT war die Proteinexpression

der MAO A sehr schwach, in den Dermisdquivalenten hingegen stark. Adulte
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Humanhaut (NHS) wies eine hohere MAO A-Proteinmenge als juvenile
Humanhaut (NHFS) und insgesamt die stirkste Proteinexpression auf. Auch die
densiometrische, semiquantitative Analyse der Blots bestdtigte, dass MAO A-
Protein in NHS, gesetzt als 100 %, um mindestens 25 % mehr exprimiert war als
in den anderen Proben (Abbildung 3-3 b), gefolgt vom kompletten EpiDerm VFT
mit einer durchschnittlichen Proteinexpression 77 = 11 %.

Bei MAO B wurden ebenfalls Unterschiede auf Proteinebene beobachtet. So
war das Gewebe mit der hdchsten MAO B-Proteinmenge die juvenile Vorhaut
(NHFS, Abbildung 3-3 a) und {iibertraf die Expression in NHS um circa 40 %
(siche Abbildung 3-3 b). Allerdings wurden zwischen verschiedenen NHFS-
Spendern unterschiedlichen Alters starke Unterschiede beobachtet (nicht gezeigt),
was die sehr hohe Standardabweichung in Abbildung 3-3 b erkldrt. In Kontrast
steht diese Beobachtung aulerdem zu der sehr geringen bis fehlenden MAO B-
Expression in den rekonstruierten Vollhautmodellen. In undifferenzierten
Keratinozyten sowie epidermalen Geweben wurde kein MAO B-Protein detektiert
und auch die Banden in den dermalen Geweben wiesen eine sehr geringe Intensitét
auf.

Die Analyse der Proteinexpression zeigte weiterhin, dass MAO A in allen
Geweben stiarker exprimiert wird als MAO B und bestdtigte somit die
Beobachtungen auf Genebene. Da die Proteinexpression von MAO A und MAO B
in exzidierter Humanhaut wesentlich stdrker war als in den RHS, ist anzunehmen,
dass die MAO-Aktivitit in den RHS unterhalb des Detektionslimits des
angewendeten Aktivitdtsassays lag und deshalb im Rahmen dieser Arbeit nicht

bestimmt werden konnte.
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Abbildung 3-3: Proteinexpression von MAO A und MAO B. Mittels SDS-PAGE und Western
Blot wurde die Proteinexpression in undifferenzierten Keratinozyten und Fibroblasten,
exzidierter humaner juveniler Vorhaut (NHFS) und adulter Humanhaut (NHS) sowie in den
rekonstruierten Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm"™FT untersucht. Gezeigt sind
reprdsentative Blots, bei denen MAO A oder MAO B jeweils gemeinsam mit dem
Referenzprotein B-Aktin detektiert wurden (a) und die densiometrische Auswertung fiir
mindestens drei unabhingige Experimente (b; Mittelwert + SD, n = 3). Mittels Student's
Einstichproben-t-Test wurde die Proteinexpression bezogen auf NHS mit 100 % auf signifikante
Unterschiede getestet; ns = nicht signifikant, in den iibrigen Proben wurde ein signifikanter

Unterschied (p < 0,05) ermittelt.
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3.1.2 STEROID-50-REDUKTASEN

Bereits erhobene Daten zur 5SaR-Aktivitdt in exzidierter Humanhaut und
den 3D-Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm™FT [117] sollten erginzt
werden, weshalb im Rahmen dieser Doktorarbeit die Genexpression der
verschiedenen Subtypen SaR !, 5aR2, 5aR3 untersucht wurde.

Die Genfamilien 5aR/ und 5aR3 wurden in allen untersuchten Zellen und
Modellen stark exprimiert, wobei die Genexpression in epidermalen Zellen und
Geweben (Keratinozyten, Epidermis) gegeniiber den dermalen Zellen und
Geweben (Fibroblasten, Dermis) leicht erhoht war (Abbildung 3-4). Innerhalb der
kompletten Hautgewebe wurde in NHS signifikant mehr SaR/-mRNA detektiert
als in den beiden RHS. Die Genfamilie 5aR2 wies eine geringere und insgesamt
moderate Genexpression auf, wobei in undifferenzierten epidermalen Zellen keine
SoR2-mRNA detektiert wurde. In differenzierten epidermalen Geweben wurde
5aR2 in der Epidermis des EpiDerm ™MFT nicht und in der Epidermis des
Phenion®FT nur in 2 von 5 Chargen gemessen. Die Genexpression der 5aR2
iberwog in den dermalen Geweben, wobei aber die Expression im EpiDerm"FT
nicht in allen untersuchten Chargen nachgewiesen werden konnte. Bei den
kompletten Hautkonstrukten wurde im Phenion®FT am meisten 5aR2-mRNA

detektiert.
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Abbildung 3-4: Genexpression der 5aR. Mittels RT-PCR wurde die Expression der SaR
Subtypen 1-3 in undifferenzierten epidermalen Keratinozyten und dermalen Fibroblasten, sowie
in exzidierter humaner juveniler Vorhaut (NHFS) oder adulter Humanhaut (NHS) und den
rekonstruierten Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm™FT untersucht. Dargestellt ist die
basale Genexpression normalisiert auf das Referenzgen der Succinatdehydrogenase (SDHA).
Mittelwert + SD, n = 3-5; nd = nicht detektiert und ,,2° oder ,,3*“ bedeutet, dass die mRNA nur in
zwei von drei bzw. drei von fiinf Spendern detektiert wurde. Mittels one-way ANOVA und
Bonferroni's multiple comparison post test wurde jeweils innerhalb der kompletten, epidermalen

oder dermalen Gewebe auf signifikante Expressionsunterschiede getestet und * bedeutet p < 0,05.

3.1.3 SULFOTRANSFERASEN

Da die SULT 1A1 beziiglich der Sulfonierung xenobiotischer Substrate die
wichtigste SULT ist [34], sollten die RHS und Humanhaut ex vivo auf ihre
SULT 1A1-Aktivitdit untersucht werden. Basierend auf verschiedenen
Veroffentlichungen [118-121] wurde 7-Hydroxycoumarin als Substrat fiir das
Aktivititsassay gewdhlt (siehe 2.6.2). Bei Durchfiihrung des Assays mit
rekombinanter SULT 1A1 wurde erfolgreich der zu erwartende Metabolit 7-
Hydroxycoumarinsulfat detektiert. Unter Verwendung der S9-Fraktion aus
exzidierter Humanhaut war hingegen kein 7-Hydroxycoumarinsulfat nachweisbar
und weiterhin wurde beobachtet, dass sich die Konzentration des Metaboliten in
der S9-Fraktion verringerte (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Griinden war die

Messung der SULT-Aktivitdt in den verschiedenen Hautgeweben nicht moglich.
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Um trotz fehlender Aktivitdtsergebnisse Aussagen iiber die SULT-
Ausstattung der exzidierten und rekonstruierten Vollhaut treffen zu konnen, wurde
die Expression verschiedener SULT-Isoenzyme auf Gen- und Proteinebene
untersucht.

Die Genexpression der SULT-Subfamilien unterschied sich in den
verschiedenen Zell- und Gewebetypen, wobei sie in den ausdifferenzierten
Geweben insgesamt hoher war als in undifferenzierten Primérzellkulturen (siehe
Abbildung 3-5). In undifferenzierten Keratinozyten war von den untersuchten
SULT-Isoenzymen lediglich die SULT2BI1b nachweisbar und in differenzierten
epidermalen Geweben wie NHFS, NHS und den RHS war deren Expression am
hochsten (sehr starke Genexpression). SULT2Bla wurde mit moderater
Genexpression in exzidierten Hautproben sowie den kompletten RHS detektiert.
SULT2A1, welche im Fremdstoffmetabolismus in der Leber eine Rolle spielt [52],
konnte in keinem der untersuchten Hautgewebe detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Flr die Biotransformationen von Xenobiotika waren die Mitglieder der
SULT 1-Familie von besonderem Interesse, vor allem die SULT 1A1l. Deren
mRNA wurde in allen untersuchten Hautgeweben auBler in undifferenzierten
epidermalen Zellen moderat exprimiert. Die SULTIEI-Expression war in
exzidierter Humanhaut (NHFS und NHS) sowie dem Phenion®FT stark und in den
Proben des EpiDerm"™FT moderat (komplettes Modell und Dermis) bis stark
(Epidermis). In Primérzellkulturen von Fibroblasten wurde SULTIAI, nicht aber
SULTIEI detektiert. Innerhalb der kompletten Hautgewebe war sowohl die
Expression von SULTIAI als auch von SULTIEI in NHFS gegeniiber den anderen

kompletten Hautgeweben signifikant erhoht.
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Abbildung 3-5: Genexpression verschiedener SULT. Mittels RT-PCR wurde die Genxpression
der SULT-Isoenzyme 1A1, 1E1, 2Bla und 2B1b in undifferenzierten epidermalen Keratinozyten
und dermalen Fibroblasten, sowie in exzidierter humaner juveniler Vorhaut (NHFS) oder adulter
Humanhaut (NHS) und den rekonstruierten Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm™FT
untersucht. Dargestellt ist die basale Genexpression normalisiert auf das Referenzgen der
Succinatdehydrogenase (SDHA). Mittelwert + SD, n = 3-5, nd = nicht detektiert und ,,2* oder ,,4
bedeutet, dass die mRNA nur in zwei von drei bzw. vier von fiinf Spendern detektiert wurde.
Mittels one-way ANOVA und Bonferroni's multiple comparison post test wurde jeweils innerhalb
der kompletten, epidermalen oder dermalen Gewebe auf signifikante Expressionsunterschiede

getestet und * bedeutet p < 0,05.

Die verschiedenen Hautgewebe und -konstrukte wurden auflerdem
hinsichtlich der SULT 1Al-Proteinexpression untersucht. Wie Abbildung 3-6
zeigt, war die fiir den Fremdstoffmetabolismus wichtige SULT 1Al in
Hautgeweben auf Proteinebene nicht nachweisbar. In undifferenzierten
Keratinozyten konnte keine SULTIAI-mRNA nachgewiesen werden (vgl.
Abbildung 3-5), was deren Fehlen auf Proteinebene erklédrt. Jedoch konnte trotz
moderater SULTIAI-Genexpression weder in basalen Fibroblasten, juveniler
(NHFS) oder adulter Humanhaut (NHS), noch in den RHS Phenion®FT oder
EpiDerm™FT SULT 1A1-Protein detektiert werden.
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Abbildung 3-6: Proteinexpression der SULT1Al. Die Proteinexpression wurde in
undifferenzierten Keratinozyten und Fibroblasten, exzidierter humaner juveniler Vorhaut (NHFS)
und adulter Haut (NHS) sowie in den rekonstruierten Vollhautmodellen Phenion®FT und
EpiDerm™MFT untersucht. Als Positivkontrolle wurde rekombinant hergestelltes humanes
SULT 1A1-Protein (0,7 ug/ml) mitgefiihrt. Gezeigt ist ein reprdsentativer Blot fiir drei
unabhidngige Experimente, bei denen SULT 1Al gemeinsam mit dem Referenzprotein B-Aktin

detektiert wurde.

3.1.4 GLUTATHION-S-TRANSFERASEN

Die Aktivitit der GST wurde mittels GST Assay Kit untersucht (siche
2.6.3). Die gemessenen Aktivititen in undifferenzierten Keratinozyten,
Fibroblasten und dem Phenion®FT lagen bei rund 81-87 nmol/mg Protein/min
(siche Abbildung 3-7). Im Vergleich dazu wies das EpiDerm"FT eine leicht
erhohte Aktivitit auf (100,7 = 16,8 nmol/mg Protein/min) und adulte Humanhaut
zeigte eine geringere GST-Aktivitit (47,0 + 33,2 nmol/mg Protein/min). Die

Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 3-7: Aktivitit der Glutathion-S-Transferasen. Die GST-Aktivitit wurde in S9-
Fraktionen von undifferenzierten Keratinozyten, Fibroblasten, Humanhaut (NHS) und
rekonstruierten Vollhautmodellen (Phenion®FT, EpiDerm™FT) mittels GST Assay Kit [110]
bestimmt und anschliefend auf den Proteingehalt normalisiert. Die statistische Analyse mittels
one-way ANOVA und Bonferroni's multiple comparison post test ergab keine statistisch

signifikanten Unterschiede (Mittelwert + SD, n = 3-8).

Auch die Genexpression verschiedener GST-Subtypen wurde in den
unterschiedlichen Hautgeweben oder undifferenzierten epidermalen und dermalen
Zellen untersucht (siehe Abbildung 3-8).

Die Genfamilien Pi (GSTPI) und Theta (GSTTI) wurden sowohl in
undifferenzierten Keratinozyten und Fibroblasten als auch in differenzierter
exzidierter (NHFS, NHS) und rekonstruierter Vollhaut (Phenion®FT,
EpiDerm ™MFT) stark exprimiert, wobei die GSTP/ dominierte (sehr starke
Genexpression). Das EpiDerm'MFT wies eine signifikant niedrigere GSTTI-
Expression als die anderen kompletten Hautgewebe auf. Im Gegensatz zu GSTPI
und GSTTI war GSTAI in den meisten Geweben nicht nachweisbar. GSTAI-
mRNA konnte nur in humaner juveniler Vorhaut und dem Dermisidquivalent des

Phenion®FT mit moderater bzw. geringer Expression detektiert werden.
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Abbildung 3-8: Genexpression verschiedener GST. Mittels RT-PCR wurde die Expression von
GSTPI1, GSTTI und GSTA! in undifferenzierten epidermalen Keratinozyten und dermalen
Fibroblasten, sowie in exzidierter humaner juveniler Vorhaut (NHFS) oder adulter Humanhaut
(NHS) und den rekonstruierten Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm™™FT untersucht.
Dargestellt ist die basale Genexpression normalisiert auf das Referenzgen der
Succinatdehydrogenase (SDHA). Mittelwert + SD, n = 3-5. Mittels one-way ANOVA und
Bonferroni's multiple comparison post test wurde jeweils innerhalb der kompletten, epidermalen

oder dermalen Gewebe auf signifikante Expressionsunterschiede getestet und * bedeutet p < 0,05.

3.2 ENTWICKLUNG EINER HPLC/UV-DETEKTION

3.2.1 METHODENENTWICKLUNG

Die Biotransformation von 2,4-DAT in verschiedenen Hautzellen,
exzidierter Humanhaut und den rekonstruierten 3D-Vollhautmodellen Phenion“FT
und EpiDerm"™FT sollte unter Anwendung einer HPLC-Analytik mit UV-
Detektion analysiert werden, welche zunidchst etabliert werden musste. Die
Anforderungen an die HPLC/UV-Analytik waren unter anderem, dass 2,4-DAT
und dessen potenticlle Metabolite mit ausreichender Auflosung voneinander
getrennt wurden und auBerdem keine Komponenten aus den Ndhrmedien oder
untersuchten Geweben mit den Signalen von 2,4-DAT und den Metaboliten
interferierten.

Zu Beginn wurden unterschiedliche Zusammensetzungen aus Wasser mit

Acetonitril oder Methanol als FlieBmittel und RP-8 (RP = engl. reversed phase)
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oder RP-18-Chromatographiesdulen verwendet [122, 123]. Jedoch wurde mit
keiner der getesteten Kombinationen eine gute Peaksymmetrie und ausreichend
lange Wechselwirkung von 2,4-DAT mit der Chromatographiesidule, gemessen in
der Retentionszeit (t.), erzielt (siehe Tabelle 3-1). Darauthin wurde eine
modifizierte RP-Sdule verwendet, an welcher die Kohlenstoffketten durch Phenyl-
Hexyl-Strukturen ersetzt wurden. Diese ermdglichen aromatischen Strukturen, zu
denen 2,4-DAT und seine Metabolite zdhlen, eine bessere Wechselwirkung mit
dem Sédulenmaterial. Die Kombination dieser Sdule mit der Erhéhung des pH-
Wertes im FlieBmittel durch Verwendung von TRIS-Puffer pH 8,1 statt Wasser
fiihrten bei guter Peaksymmetrie zu einer Retentionszeit von 7,90 min (siehe

Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1: Ubersicht zu Siulen, FlieBmittel und Retentionszeiten von 2,4-DAT bei
verschiedenen HPLC-Methoden.

Sidulenmaterial FlieBmittelzusammensetzung tret 2,4-DAT [min]

RP-18 Wasser 20% Acetonitril 80% 1,42
Wasser 80% Acetonitril 20% 3,54
Wasser 20% Methanol 80% 4,10

RP-8 Wasser 50% Acetonitril 50% 13,77

RP-Phenyl-Hexyl TRIS-Puffer 90% Acetonitril 10% 7,90

Bei der isokratischen HPLC mit TRIS-Puffer und Acetonitril wurde eine
zufriedenstellende Retentionszeit fiir 2,4-DAT erzielt. Bei Vermessung der beiden
potentiellen Metabolite M1 und M2 sowie der Analyse einer KBM-Mediumprobe
wurde jedoch festgestellt, dass sich verschiedene Signale iiberlagerten (Daten
nicht gezeigt). Daher wurde statt einer isokratischen Elution bei der HPLC ein
FlieBmittelgradient etabliert (vgl. Tabelle 2-17), mit dem eine gute Auftrennung
von 2,4-DAT, M1 und M2 sowie die Unterscheidung von anderen
Mediumkomponenten  moglich  war.  Beispielchromatogramme sind in

Abbildung 3-9 dargestellt.
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Abbildung 3-9: Auftrennung von 2,4-DAT, M1 und M2. Beispielchromatogramme fiir die
Auftrennung von 2,4-DAT, M1 und M2 von Stdrsignalen einer Humanhaut-Probe mit der
etablierten HPLC/UV-Analytik (vgl. 2.7.2). Das obere Chromatogramm zeigt die unbehandelte
Humanhautprobe, wihrend im unteren Chromatogramm die Substanzen 2,4-DAT, M1 und M2 in

einer Konzentration von 10* M zugesetzt wurden.

Eine weitere Herausforderung fiir die HPLC/UV-Analytik stellte die
Probenvorbereitung dar. Das bei einer HPLC verwendete Sdulenmaterial zeichnet
sich durch sehr kleine Poren aus, die von grolen Molekiilen wie beispielsweise
Proteinen oder Zelltriimmern blockiert werden kénnen. Aus diesem Grund mussten
Proteine und Gewebebruchstiicken aus den untersuchten Gewebeproben entfernt
werden, bevor die HPLC/UV-Messung durchgefiihrt werden konnte. Verschiedene
Extraktionsmittel und Proteinfdllungen wurden getestet, wobei jedes Extraktions-
oder Fillungsreagenz in mindestens zwei unabhdngigen Experimenten oder Proben

verwendet wurde (siche Tabelle 3-2). Nur die Proteinfdllung mit Aceton in einem
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3. Ergebnisse

Verhiltnis von 5:1 (Aceton:Probe) fithrte zu einer effektiven Probenaufreinigung

bei gleichzeitig hoher Wiederfindung von 2,4-DAT mit knapp 80 %.

Tabelle 3-2: Wiederfindung von 2,4-DAT nach Anwendung unterschiedlicher

Probenaufreinigungen.

Losungsmittel Verhaltnis Wiederfindung
Losungsmittel:Probe 2,4-DAT [%]

Aceton 5:1 78,3 £ 20,2
Acetonitril:Methanol (10:1) 4:1 63,9 £ 31,2
Dichlormethan 5:1 37,6 £ 13,5
Diethylether 1:1 3,5+0,7
Ethylacetat 1:1 28,7 + 36,4
Toluol 1:1 6,1 £0,8

In einem néchsten Schritt wurden neben der Wiederfindung von 2,4-DAT
auch die Wiederfindung der beiden potentiellen Metabolite M1 und M2 {iberpriift.
Dafiir wurden verschiedene Konzentrationen von 2,4-DAT, M1 und M2 in TRIS-
Puffer oder Ndhrmedien hergestellt und der Aufreinigungsprozedur unterzogen.
AnschlieBend wurden die Proben mittels HPLC/UV-Analytik gemessen und
anhand einer frischen, nicht aufgereinigten Standardreihe in TRIS-Puffer
quantifiziert. Die Ergebnisse ausgewidhlter Konzentrationen fiir die Aufreinigung
aus TRIS-Puffer sind in Tabelle 3-3 aufgefiihrt. Bei TRIS-Puffer konnten auch die
Ausgangslosungen gemessen werden und somit war direkt die Berechnung der
Wiederfindung mdglich. Auch fiir die iibrigen Ndhrmedien KBM, FBM, ALI,
EFT-400-ASY und Komplettmedium wurden Intratages- und Intertages-
Variabilitidt bestimmt, wobei dhnliche Ergebnisse erhalten wurden (Daten nicht
gezeigt).

Die Wiederfindung von 2,4-DAT nach der Aufreinigung schwankte stark
und war bei niedrigen Konzentrationen geringer als bei hohen Konzentrationen.
Hingegen war die Wiederfindung der Metabolite M1 und M2 konzentrations-
unabhingig konstant bei iiber 100% (nach Einbeziehung des Aufreinigungsfaktors,
siche 2.7.1). Im Mittel ergab sich z.B. fiir den Metaboliten MI1 eine
Wiederfindung von 114,8 % und die Werte der ilibrigen Analysen wurden auf

100 % korrigiert.
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Tabelle 3-3: Wiederfindung von 2,4-DAT, M1 und M2 nach Aufreinigung aus TRIS-Puffer.

Substanz  Konzentration Intratages- Intertages-
[M] Wiederfindung [%] Wiederfindung [%]
2,4-DAT  1x10° 15,91 Y 24,76 *
1x10™ 23,9+ 10,6 17,8 £ 16,1
1x107 93,6 £ 1,5 55,1 +42,7
M1 1x10 114,6 £2,0 109,9 £ 13,4
1x10™ 116,8 £2,8 114,6 + 12,1
1x107? 115, 7+ 1,7 116,4 + 26,7
M2 1x107 116,4 + 2,0 109,5 + 8,0
1x10™ 112,3+£2,0 111,3+9,4
1x107° 1133+ 1,4 115,5 + 26,1

3.2.2 STABILITAT VON 2.,4-DAT UND M1

Wihrend der Experimente zur Biotransformation von 2,4-DAT in kutanen
Zelltypen und exzidierter Humanhaut wurde in Kontrollproben, in denen 2,4-DAT
nur in Ndhrmedium inkubiert wurde, ein nicht-enzymatischer Abbau von 2,4-DAT
unter experimentellen Bedingungen beobachtet. Die Kontrollproben dienten der
Identifikation von Peaks in den Analysechromatogrammen, die nicht durch
Biotransformationsprodukte von 2,4-DAT verursacht wurden.

Wie Abbildung 3-10 b zeigt, wiesen diese HPLC/UV-Chromatogramme
neben dem Peak von 2,4-DAT mehrere Peaks geringer und einen
charakteristischen Peak hoher Intensitidt auf, der vor der Muttersubstanz 2,4-DAT
eluierte.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden Stabilitdtsexperimente mit
2,4-DAT und dem einfach N-acetylierten Metaboliten M1 durchgefiihrt (siehe
2.7.4). Nach Quantifizierung von 2,4-DAT bzw. M1 mithilfe der etablierten
HPLC/UV-Methode wurde die detektierte Menge auf die eingesetzte
Substanzmenge normalisiert (Abbildung 3-10a). 2,4-DAT wurde in allen
verwendeten Kulturmedien zwar unterschiedlich stark, aber in jedem Fall deutlich
nicht-enzymatisch umgesetzt. Der Metabolit M1 hingegen war iiber die
untersuchte Inkubationszeit in den verschiedenen Néhrmedien stabil. Folglich
wurde fiir die Untersuchung der Biotransformation von 2,4-DAT nur der Metabolit

und nicht die Muttersubstanz quantifiziert.

XV Bei dieser Konzentration wurde nur in einem von fiinf Experimenten ein Signal von
2,4-DAT oberhalb des Detektionslimits gemessen.
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3. Ergebnisse

Die Analysen mittels LC-MS und NMR ergaben, dass es sich bei dem
dominierenden Umwandlungsprodukt um das N-Glykosid N-4-(o-toluidin)-a-D-
glucosylamin handelt. Die Struktur ist in Abbildung 3-10 ¢ dargestellt und
entstand vermutlich aus der Reaktion von 2,4-DAT mit Glukose, die als Nahrstoff
in allen verwendeten Nihrmedien vorhanden war. In den 'H-NMR-Spektren gab
jedes  Wasserstoffatom  abhingig von  seinen  Bindungspartnern ein
charakteristisches Signal, sodass sowohl die N-glykosidische Bindung an der
Aminogruppe des 2,4-DAT in para-Position, als auch die Ringstruktur der

Glukose eindeutig zugeordnet werden konnten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3-10: Stabilitit von 2,4-DAT und MI1. (a) 2,4-DAT oder M1 wurden unter
experimentellen Bedingungen fiir 24 h in verschiedenen Néhrmedien inkubiert, anschlieBend mit
der etablierten HPLC/UV-Methode quantifiziert und auf die Ausgangsmenge normalisiert
(Mittelwert + SD, n = 2-9). (b) Reprédsentative HPLC/UV-Chromatogramme von KBM nach 24 h
Inkubation unter Standardbedingungen ohne (oben) oder mit (unten) 2,4-DAT. Die Umrandung
markiert den Peak des dominierenden nicht-enzymatischen Reaktionsproduktes, dessen Struktur
mittels LC-MS sowie 'H- und '*C-NMR-Spektrometrie als N-4-(o-toluidin)-a-D-glucosylamin

identifiziert wurde (c).
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3. Ergebnisse

3.3 BIOTRANSFORMATION VON 2,4-DAT

Bevor die Biotransformation von 2,4-DAT untersucht werden konnte, galt
es zundchst eine geeignete 2,4-DAT-Konzentration zu ermitteln. Diese
Arbeitskonzentration durfte nicht zell- oder gewebeschiddigend sein, damit die
Biotransformationskapazitit der zu untersuchenden Zellen und Gewebe nicht

eingeschriankt wurde.

3.3.1 ZYTOTOXIZITAT VON 2,4-DAT

Die Zytotoxizitit unterschiedlicher 2,4-DAT-Konzetrationen zwischen
0,05 mM (5x10° M bzw. 6,1 pg/ml) und 20 mM (2x102 M bzw. 2443,4 ug/ml)
wurde unter Verwendung des MTT-Tests an priméiren Keratinozyten, Fibroblasten
und HepG2-Zellen untersucht.

Bei Keratinozyten reduzierten Konzentrationen> 1 mM (1x107 M) die
Viabilitdat nach 24 h auf unter 80 % und nach 48 h Inkubation mit 2,4-DAT war die
Zellviabilitit bereits bei 0,05 mM (5x10° M) verringert. Im Gegensatz dazu
wirkten bei Fibroblasten und HepG2 sowohl nach 24 h als auch nach 48 h erst
Konzentrationen > 20 mM (2x1072 M) zytotoxisch (sieche Abbildung 3-11 a-c).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde 1x10™* M als Arbeitskonzentration
fiir die Experimente zur Biotransformation von 2,4-DAT in Einzelzellkulturen
iiber einen Zeitraum von 24 h gewidhlt. Auch MoLC und MoDC zeigten bei dieser
Konzentration von  2,4-DAT  keine verringerte Zellviabilitit (siehe

Abbildung 3-11 d).
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Abbildung 3-11: MTT-Test zur Bestimmung der Zellviabilitit. Keratinozyten (a),
Fibroblasten (b) und HepG2 (¢) wurden mit verschiedenen Konzentrationen von 2,4-DAT im
Bereich von 0,05-20 mM {iber 24 h oder 48 h stimuliert und anschlieBend ihre Viabilitdt mittels
MTT-Test bestimmt. Die Absorptionswerte einer nur mit dem Losungsmittel Wasser in
Basalmedium behandelten Kontrolle wurden als 100 % gesetzt und die iibrigen Werte mit dieser
verglichen (Mittelwert + SD, n = 5). (d) MoLC und MoDC wurden fiir 24 h mit 10* M 2,4-DAT
inkubiert und anschlieBend ihre Zellviabilitdt gepriift (Mittelwert + SD, n = 3-4).

Um eine Gewebeschddigung der exzidierten oder rekonstruierten Vollhaut
nach Inkubation mit 2,4-DAT auszuschlieBen, wurden die Akzeptormedien auf die
Sekretion der inflammatorischen Zytokine Interleukin-la (IL-1a) und IL-8 sowie
der Laktatdehydrogenase (LDH) untersucht.

Beim Vergleich des Akzeptormediums der Kontrollmodelle mit den mit
2,4-DAT behandelten Modellen konnte weder bei exzidierter Humanhaut (NHS),
noch bei den RHS Phenion®FT und EpiDerm™FT eine erhohte IL-Sekretion durch
die Stimulation mit 2,4-DAT iiber 3 h (nicht gezeigt) oder 24 h festgestellt werden
(Abbildung 3-12 a und b). Weiterhin wurde auch kein Unterschied in der LDH-
Sekretion zwischen den mit 2,4-DAT behandelten Proben im Vergleich zur

Kontrolle beobachtet, wie Abbildung 3-12 ¢ zeigt.
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Abbildung 3-12: Sekretion von Interleukinen und LDH nach Behandlung der Hautgewebe
mit 2,4-DAT. Im Akzeptormedium der fiir 24 h mit 10 pl/cm? mit 2,4-DAT (0,1 M) oder Wasser
(Kontrolle)  stimulierten exzidierten = Humanhaut (NHS) oder den rekonstruierten
Vollhautmodellen Phenion™FT und EpiDerm™FT wurden unter Verwendung der ELISA DuoSet
Kits [114, 115] die inflammatorischen Zytokine IL-la (a) und IL-8 (b) quantifiziert
(Mittelwert + SD, n = 3-6). Die LDH-Sekretion (¢) wurde mit Hilfe des Cytotoxicity Detection
Kit [116] bestimmt (Mittelwert + SD, n = 2-3). Die statistische Analyse mittels Student’s t-Test
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrolle und mit 2,4-DAT behandeltem

Gewebe.

3.3.2 BIOTRANSFORMATION VON 2,4-DAT IN ZELLKULTUREN

Verschiedene Zelltypen der Haut wurden in separaten Kulturen hinsichtlich
ithrer Biotransformationkapazitdt fiir 2,4-DAT untersucht. Keratinozyten und
Fibroblasten wurden nach 3 h oder 24 h Inkubation auf 2,4-DAT und dessen

potentielle Metabolite analysiert. Da nach 3 h keine Metabolite detektierbar waren
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(Daten nicht gezeigt), wurden MoLC und MoDC nur nach 24 h auf Biotrans-
formationsprodukte von 2,4-DAT untersucht.

In allen vier untersuchten Zelltypen wurden 2,4-DAT und M1 nur im
Zellkulturiiberstand, nicht aber im Zelllysat detektiert (Daten nicht gezeigt). In
Keratinozyten, Fibroblasten, MoLC und MoDC wurde nur der Metabolit M1
(einfach N-acetyliert an der para-Aminogruppe, vgl. Abbildung 2-2) in
detektierbaren Mengen beobachtet. Weder der Metabolit M2 noch ein
diacetylierter Metabolit wurden in den Zellproben detektiert. Weitere Peaks in den
Chromatogrammen konnten anhand der unbehandelten Proben und Medium-
Kontrollen zugeordnet und als potentielle Metabolite ausgeschlossen werden.

Die Quantifizierung von M1 ist in Abbildung 3-13 zusammengefasst, wobei
die Unterschiede im experimentellen Aufbau durch Normalisierung auf die
Zellzahl ausgeglichen wurden.

Im Zellkulturiiberstand der Keratinozyten wurde mit der dreifachen Menge
signifikant mehr M1 detektiert als im Zellkulturiiberstand der Fibroblasten oder
Immunzellen. Die gemittelte Metabolitmenge in Fibroblasten und MoLC bzw.

MoDC lag in einem dhnlichen Konzentrationsbereich.
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Abbildung 3-13: Biotransformation von 2,4-DAT in Einzelzellkulturen humaner Hautzellen.
2,4-DAT (10*M bzw. 12,2 pg/ml) wurde fir 24 h in Zellkulturen primirer Keratinozyten,
Fibroblasten und Monozyten-abgeleiteter Langerhans-Zellen (MoLC) oder dendritischen Zellen
(MoDC) inkubiert. AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand auf den Metaboliten M1
analysiert und dieser quantifiziert. Die Daten wurden mittels one-way ANOVA und Bonferroni's
multiple comparison post test auf signifikante Unterschiede gepriift, wobei *** p < 0,001

bedeutet (Mittelwert £ SD, n = 3-5).
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Um zu beurteilen, ob mit einer Konzentration von 1x10* M 2,4-DAT
ausreichend Substrat zur Analyse des gesamten metabolischen Potentials von
Keratinozyten gegeben war, wurde 2,4-DAT in einer Konzentration von 1107 M
eingesetzt. Trotz deutlich erhdhter Substratmenge wurde weder ein Anstieg in der
M1-Menge beobachtet, noch konnten andere Metabolite detektiert werden (Daten
nicht gezeigt). Somit konnte davon ausgegangen werden, dass die gewdhlte
Konzentration von 2,4-DAT ausreichte, um die N-Acetyltransferase in den

verschiedenen Hautzellen zu séttigen [124].

3.3.3 INHIBITION DER N-ACETYLTRANSFERASE

Um zu bestdtigen, dass es sich bei dem detektierten Metaboliten M1 um das
durch N-Acetyltransferasen (NAT) gebildete N-(3-Amino-4-methylphenyl)-
acetamid handelte, wurde in einer weiteren Versuchsreihe gezielt die NAT
inhibiert.

Die Cyanamidkonzentration von 1 mM wurde fiir die Inhibitions-
experimente ausgewéhlt [112] und fiihrte zu einer Reduktion der gebildeten M1-
Menge um circa 60 % (Abbildung 3-14 a). Experimente zur Zytotoxizitdt mittels
MTT-Test bestitigten auflerdem eine ausreichend hohe Viabilitit der
Keratinozyten (> 80 %, Abbildung 3-14 b) bei dieser Konzentration, sodass eine
verringerte ~ Metabolitmenge  aufgrund einer reduzierten  Zellviabilitét

ausgeschlossen werden konnte.
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Abbildung 3-14: Inhibition der N-Acetyltransferase 1. (a) Priméire humane Keratinozyten
wurden 1 h ohne (Kontrolle) oder mit dem spezifischen NATI1-Inhibitor Cyanamid (1 mM)
vorinkubiert. 24 h nach Zugabe von 2,4-DAT (1x10™* M bzw. 12,22 pg/ml) wurde der Metabolit
M1 in den Zellkulturiiberstinden unter Verwendung der HPLC/UV-Analytik quantifiziert, wobei
die M1-Menge in der Kontrollgruppe als 100 % gesetzt wurde. Die Daten wurden mittels
Student’s Einstichproben-t-Test auf signifikante Unterschiede gepriift, * bedeutet p <0,05
(Mittelwert £ SD, n=3). (b) An primidren Keratinozyten wurde die Zytotoxizitit
unterschiedlicher Cyanamid-Konzentrationen (0,5-5 mM) unter Anwendung des MTT-Tests nach

einer Inkubationszeit von 25 h gepriift (Mittelwert + SD, n = 5).

3.3.4 BIOTRANSFORMATION VON 2,4-DAT IN VOLLHAUTMODELLEN

Der 2,4-DAT-Metabolismus in exzidierter Humanhaut (NHS) und den
beiden RHS Phenion®FT und EpiDerm ™MFT wurde nach 3 h und 24 h untersucht.
Im Gegensatz zu den Einzelzellkulturen konnte in den verschiedenen
Gewebeproben bereits nach 3 h der einfach N-acetylierte Metabolit M1 detektiert
werden (Abbildung 3-15). Nach 24 h war dessen Menge in allen untersuchten
Geweben nochmals deutlich erhoht, wobei in beiden RHS signifikant mehr M1
quantifiziert wurde als in exzidierter Humanhaut.

Bei Betrachtung der Abbildung 3-15a fillt auf, dass im Phenion®FT-
Gewebe wesentlich mehr M1 detektiert wurde als in NHS und EpiDerm'VFT,
deren M1-Mengen #hnlich waren. Auch im Akzeptormedium des Phenion®FT
wurde nach 24 h signifikant mehr M1 detektiert (Abbildung 3-15Db). Bei
Quantifizierung der Gesamtmenge an gebildetem M1 in Gewebe und
Akzeptormedium der drei verwendeten Modelle ergab sich folgendes Ergebnis:
24 h nach topischer Applikation von 2,4-DAT mit einer Konzentration von
122,17 pg/ecm?® wurden rund 5 % bei der Passage durch NHS zu M1 umgewandelt.
Das EpiDerm'™FT zeigte durch die Umwandlung von 9 % 2,4-DAT zu M1 eine
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knapp doppelt so hohe NAT-Aktivitdit wie NHS. Die grofiten MI1-Mengen und
somit die hdéchste NAT-Aktivitit wurde beim Phenion®FT beobachtet, welches

insgesamt 13 % des applizierten Ausgangsmaterials metabolisch zu M1 umsetzte.

Weiterhin wurde ein rasches Penetrations- und Permeationsverhalten von
2,4-DAT in den untersuchten Hautgeweben beobachtet. Bereits nach 3 h wurden
im Akzeptormedium 2,4-DAT (nicht gezeigt) und M1 detektiert (siehe
Abbildung 3-15 b), das nur bei Durchqueren des Gewebes in lebenden Zellen mit
NAT-Aktivitdt aus 2,4-DAT gebildet werden konnte. Zusétzlich war 2,4-DAT
nach 3 h nur noch auf der Oberfliche von exzidierter Humanhaut nachweisbar,
nicht aber auf der Oberfldche der RHS (nicht gezeigt), was eine rasche Penetration
des 2,4-DAT in die 3D-Vollhautmodelle bestdtigt. Nach 24 h war die Penetration
nahezu vollstindig, da 2,4-DAT weder auf der Oberfliche von NHS, noch auf
RHS zu finden war. AuBlerdem wurde der iiberwiegende Teil von 2,4-DAT und M1
im  Akzeptormedium  detektiert (2,4-DAT nicht gezeigt, M1 siehe
Abbildung 3-15 b).
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Abbildung 3-15: Biotransformation von 2,4-DAT in rekonstruierten Vollhautmodellen und
exzidierter Humanhaut. 2,4-DAT (122,17 pg/cm?, 10 pl/cm?) wurde topisch auf frisch
exzidierte Humanhaut (NHS) und die rekonstruierten Vollhautmodelle Phenion®FT oder
Epiderm™FT appliziert und fir 3 h oder 24h unter Standardbedingungen inkubiert.
AnschlieBend wurden das Gewebe (a) und das Akzeptormedium (b) auf 2,4-DAT und M1 mit
HPLC/UV-Analytik untersucht und M1 als einziger detektierbarer Metabolit quantifiziert. Die
Daten wurden mittels one-way ANOVA und Bonferroni's multiple comparison post test auf
signifikante Unterschiede gepriift, wobei * p < 0,05, ** p<0,01 und *** p <0,001 bedeutet
(Mittelwert = SD, n = 3-6).

85



4. Diskussion

4. DISKUSSION

Die Reduzierung von Tierversuchen im Sinne des 3R-Prinzips [4] sowie
einige Gesetzesdnderungen innerhalb der EU fiithrten zu der Entwicklung
verschiedener in vitro generierter Hautmodelle als Alternativen zu Tierversuchen
im Bereich der dermatologischen Forschung und Gefédhrdungsbeurteilung.
Rekonstruierte Epidermismodelle sind inzwischen gut charakterisiert, aber das
Wissen iiber die metabolische Kompetenz von der Humanhaut noch dhnlicheren
3D-Vollhautmodellen weist noch grofle Liicken auf. Gleichzeitig wird die Rolle
der Haut im extrahepatischen Fremdstoffmetabolismus immer wichtiger [33], da
sie tdglich mit vielen verschiedenen Chemikalien und anderen Substanzen in
Kontakt kommt und auch organspezifische Kontaktallergien durch diese ausgeldst
werden konnen. Um solche Prozesse und Substanzen hinsichtlich ihres
Gefahrdungspotentials noch besser beurteilen zu konnen, ist eine umfassende
Charakterisierung des metabolischen Potentials von Hautgeweben unerlésslich.

Die mit diesem Promotionsprojekt erarbeiteten Ergebnisse sollen neue
Informationen zu fremdstoffmetabolisierenden Enzymen in Humanhaut ex vivo
sowie den rekonstruierten Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm™FT zur
Verfiigung stellen. Neue Daten iiber die Expression und Aktivitit der
fremdstoffmetabolisierenden Enzyme Monoaminoxidasen, Steroid-5a-Reduktasen,
Glutathion-S-Transferasen und  Sulfotransferasen in den verschiedenen
Hautmodellen konnten erarbeitet werden. Weiterhin geben die Ergebnisse zur
Verstoffwechselung von 2,4-Diaminotoluol nach topischer Applikation Aufschluss
iiber das Penetrationsverhalten und die Biotransformationskapazitit der
untersuchten Gewebe und bilden eine Ergidnzung zu den Studien anderer
aromatischer Amine. Somit leistet dieses Promotionsprojekt einen wichtigen
Beitrag zur Charakterisierung der 3D-Vollhautmodelle Phenion®FT und
EpiDerm MFT. Es konnte gezeigt werden, dass beide 3D-Vollhautmodelle
Humanhaut ex vivo beziiglich der Enzymausstattung gut repridsentieren und das
bringt sie dem Ziel, als validierte Testsysteme zur Beurteilung

dermatotoxikologischer Fragestellungen eingesetzt zu werden, ein Stiick néher.
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4.1 BIOTRANSFORMATIONSREAKTIONEN DER PHASE-II UBERWIEGEN BEIM

FREMDSTOFFMETABOLISMUS IN DER HAUT

4.1.1 PHASE-I-OXIDATIONEN SPIELEN IN DER HAUT EINE UNTERGEORDNETE

ROLLE

Die Expression der in der Leber bei Oxidationsreaktionen dominierenden
Cytochrom P450-Isoenzyme (CYP) [34] wurde bereits vielfach in Haut und auch
rekonstruierten Epidermis- oder Vollhautmodellen untersucht. Deren basale
Expression in kutanen Geweben ist jedoch um ein Vielfaches geringer als in der
Leber [33, 125] und in verschiedenen Studien wurde keine oder nur geringe CYP-
Aktivititen detektiert [25, 77, 78, 126]. Somit spielen CYP-katalysierte
Oxidationsreaktionen in der Haut nur eine untergeordnete Rolle. Im Rahmen
dieses Promotionsprojektes wurde deshalb untersucht, ob Monoaminoxidasen
(MAO) in der Haut stdrker vertreten sind und alternativ zu CYP Phase-I-
Oxidationen katalysieren.

Eine MAO-Enzymaktivitdt konnte nur in exzidierter Humanhaut, nicht aber
in Einzelzellkulturen oder rekonstruierten 3D-Vollhautmodellen detektiert werden.
Trotz moderater bis starker Genexpression von MAOB bzw. MAOA in allen
untersuchten Geweben zeigten Analysen mittels Western Blot eine wesentlich
geringere oder fehlende Expression von MAO A bzw. MAO B auf Proteinebene in
beiden RHS und undifferenzierten Keratinozyten oder Fibroblasten.

Das in dieser Arbeit verwendete Aktivititsassay basiert auf der Detektion
von Lumineszenz und war im Vergleich zu bisher verwendeten radiochemischen
Messmethoden [41, 127, 128] anwendungsfreundlicher, aber weniger sensitiv. Mit
Hilfe eines radiochemischen Aktivitdtsassays hidtte moglicherweise die MAO-
Aktivitdt trotz geringerer Proteinexpression auch in den rekonstruierten
Vollhautmodellen quantifiziert werden konnen.

Die hohere MAO-Expression bzw. -Aktivitdt in exzidierter Humanhaut im
Vergleich zu den anderen untersuchten Geweben kann verschiedene Ursachen
haben. Die untersuchten 3D-Vollhautmodelle bestehen aus den in der Haut
iiberwiegenden Zelltypen Keratinozyten und Fibroblasten, weisen aber keine
Nervenzellen oder Driisengewebe auf. Dies stellt einen grolen Unterschied zur

exzidierten Humanhaut dar und in friitheren histologischen Untersuchungen wurde
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gezeigt, dass die MAO-Expression in Nervenzellen, Haarfollikeln, Schweil3- und
Talgdriisen der Haut wesentlich stédrker ist als in der Epidermis [37, 38].

Auch altersabhidngige Expressionsunterschiede konnen im Fall der MAO
eine Rolle spielen. Die untersuchten Zellkulturen von Keratinozyten und
Fibroblasten wurden aus juvenilen Vorhéduten isoliert (Alter maximal 10 Jahre;
[84]) und auch die verwendeten RHS bestehen aus neonatalen Zellen (Angaben der
Hersteller). Es handelt sich hierbei also um wesentlich jiingeres Gewebe als die
untersuchte adulte Haut, die von Spendern dlter als 40 Jahre gewonnen wurde. Vor
allem MAO A ist in adulter exzidierter Humanhaut stirker exprimiert als in junger
Vorhaut oder den RHS (siehe Abbildung 3-3). Fiir Fibroblastenkulturen wurde
gezeigt, dass die MAO-Aktivitdt sowohl mit steigenden Spenderalter als auch mit
steigender Zellkultur-Passage zunimmt, wobei die Aktivitdit der MAO A stéirker
zunahm als die der MAO B [105]. Auch in anderen humanen Geweben, vor allem
im Gehirn, wurde eine altersabhdngige Zunahme von MAO A und MAO B
beobachtet [129-131]. Widerspriichlich zur Literatur erscheint in diesem
Zusammenhang jedoch die in dieser Arbeit beobachtete wesentlich stdrkere
MAO B-Expression in juveniler Vorhaut im Vergleich zu adulter Abdominalhaut,
sowohl auf Gen- als auch Proteinebene. Im Gegensatz zu abdominaler Haut
konnten die Vorhédute nicht dermatomisiert werden und trotz vielfachen Waschens
mit PBS waren die NHFS-Proben moglicherweise durch Blut verunreinigt.
Thrombozyten exprimieren ausschlieBlich MAO B [35], sodass Blutreste in den
NHFS-Proben die erhohte MAO B-Expression im Vergleich zu dermatomisierter,
abdominaler Haut bzw. blutfreien RHS erkldren konnten. Auch fiir Thrombozyten
wurde eine mit steigendem Alter zunehmende MAO-Aktivitit nachgewiesen [132],
was die Expressionsunterschiede zwischen neonatalen, Thrombozyten-freien RHS
und juveniler (Alter maximal 10 Jahre) Vorhaut erkldren konnte.

Um den Anteil der Thrombozyten oder auch anderer kutaner Strukturen wie
Nervenzellen oder Haarfollikeln an den in dieser Arbeit beobachteten MAO-
Expressionsunterschieden zu ermitteln, konnten alle Gewebe z. B. histologisch
untersucht werden. Neben den Zielproteinen MAO A und MAO B koénnten
spezifische Markerproteine (Glykoprotein IIb/Illa fiir Thrombozyten [133] oder
Neurofilament [134] fiir Nervenzellen) Auskunft iiber eine eventuelle
Kolokalisation mit MAO geben.

Insgesamt legen die Ergebnisse dieser Arbeit zu Monoaminoxidasen auf

Gen-, Protein- und funktionaler Ebene die Vermutung nahe, dass die MAO-
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katalysierte Oxidation von Xenobiotika zwar eine Alternative zur CYP-Oxidation
darstellt, aber dennoch den kutanen Fremdstoffwechsel, fiir den vor allem die

Zellen der Epidermis und Dermis von Bedeutung sind, nicht dominiert.

4.1.2 STEROID-50-REDUKTASEN DER TYPEN 1 UND 3 DOMINIEREN IN

KUTANEN GEWEBEN

Steroid-5a-Reduktasen (5aR) sind entscheidend an der Verstoffwechselung
von Androgenen und anderen steroidalen Substanzen beteiligt. Der bekannteste
Vertreter ist Testosteron. Dieses endogene Molekiil wird auch zu therapeutischen
Zwecken unter anderem transdermal appliziert [48] und auBerdem als OECD-
Standard-Testsubstanz bei Untersuchungen zur Hautabsorption eingesetzt [135].
Da die rekonstruierten Vollhautmodelle unter anderem fiir solche
Absorptionsstudien  verwendet  werden, ist das Wissen um  deren
Biotransformationskapazitdt, auch gegeniiber Referenzsubstanzen wie Testosteron,
unerlésslich.

Im Rahmen einer vorangegangenen Studie wurde die Biotransformation von
Testosteron in Keratinozyten, Fibroblasten, exzidierter Humanhaut und den beiden
Vollhautmodellen Phenion®FT und EpiDerm ™FT untersucht [117]. Dabei konnten
in allen untersuchten Geweben die Metabolite Dihydrotestosteron und
Androstandion detektiert werden, die durch 5SaR-Katalyse entstehen [49]. Beide
3D-Vollhautmodelle zeigten eine im Vergleich zu exzidierter Humanhaut
geringere SoR-Aktivitdt, da weniger Dihydrotestosteron und Androstandion
gebildet wurden [117]. Die wéhrend dieses Promotionsprojektes durchgefiihrte
Analyse der 5aR-Genexpression bietet eine Erkldarung dieser Beobachtung und
stellt eine wichtige Komplettierung der zum kutanen Testosteron-Metabolismus
verfiigbaren Literatur dar: In allen untersuchten Hautgeweben wurde eine starke
Genexpression von 5aR] und 5aR3 detektiert. Jedoch wurde in Phenion®FT und
EpiDerm MFT signifikant weniger 5aR/ gemessen als in adulter Abdominalhaut
(sieche Abbildung 3-4), was die beobachtete geringere SaR-Aktivitit [117] in den
beiden RHS erklért.

Auch die Ergebnisse fiir 5aR3 sind von groflem Interesse. In der Literatur
wird die SaR 3 erstmalig 2008 erwédhnt [50] und wurde somit bei fritheren Studien
zur Genexpression in kutanen Geweben nicht beriicksichtigt [136, 137]. In

rekonstruierten Hautgeweben wurde die SaR3-Expression bisher nicht untersucht
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und in exzidierter weiblicher Humanhaut wurde in der Epidermis eine hohere
SoR3-Expression beobachtet als in der Dermis [138]. Die Ergebnisse dieser Arbeit
deuten darauf hin, dass die Steroid-5a-Reduktase des Typs 3 eine wichtige
biologische Rolle spielt, da sie sowohl in undifferenzierten als auch
differenzierten epidermalen und dermalen Hautgeweben stark exprimiert wird.
Zukiinftige Studien sollten z. B. durch die Verwendung spezifischer Inhibitoren
gezielt untersuchen, in welchem Ausmall die 5aR 3 am kutanen Testosteron-
Stoffwechsel beteiligt ist und die SaR 1 ergédnzt oder vielleicht auch ersetzt.

Die Analyse auf Genebene zeigte weiterhin eine wesentlich geringere, nur
moderate SaR2-Expression in juveniler Humanhaut und den Vollhautmodellen,
sowie deren Fehlen in adulter Humanhaut. Eine frithere Studie konnte 5aR2 in der
Haut postnatal bis zu einem Alter von 1,5 Jahren nachweisen [44], was deren
Expression in den aus neonatalen Vorhautzellen bestehenden RHS und das Fehlen
in adulter Humanhaut erklért.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen zur Genexpression der SaR
zeigen deutlich, dass SaR/ und 5aR3 in den verschiedenen Hautgeweben
vorhanden sind. Die rekonstruierten Humanhiute Phenion®FT und EpiDerm™FT
weisen ein der exzidierten Humanhaut iiberwiegend &hnliches Expressionsmuster

auf und stellen somit gute Modelle fiir selbige dar.

4.1.3 GLUTATHION-S-TRANSFERASEN GEHOREN ZU DEN DOMINIERENDEN

PHASE-II-ENZYMEN IN DER HAUT

4.1.3.1 DIE IN DER LEBER FUR DEN FREMDSTOFFMETABOLISMUS RELEVANTE

SULT 1A1 SPIELT IN KUTANEN GEWEBEN KEINE ROLLE

Die Familie der Sulfotransferasen (SULT) katalysiert die Biotransformation
einer Vielzahl endogener und xenobiotischer Strukturen und ist somit fiir den
Organismus von zentraler Bedeutung. Die SULT 1A1 gilt dabei als wichtigste
fremdstoffmetabolisierende SULT [34] und stand deshalb im Fokus dieser Arbeit.

Obwohl eine moderate SULTIAI-Genexpression detektiert wurde, konnte
weder in exzidierter Humanhaut, noch in den untersuchten Vollhautmodellen
Phenion®FT und EpiDerm'™FT SULT 1A1-Aktivitit oder -Protein nachgewiesen
werden (vgl. Abbildung 3-6). Auch Eilstein et al. beobachteten in verschiedenen
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rekonstruierten Epidermismodellen keine und in Humanhaut nur eine geringe
SULT-Aktivitdt unterhalb der Quantifizierungsgrenze [25]. In anderen Studien
konnte eine geringe SULT-Aktivitdt in Humanhaut nachgewiesen werden [139,
140], wobei die Rate der Sulfonierung vom Substrat abhidngig [139] und insgesamt
sehr gering war [7]. Fiir das zur Behandlung von androgenetischem Haarausfall
eingesetzte Minoxidil wurde aullerdem gezeigt, dass die Sulfonierung vor allem in
Haarfollikeln stattfindet [141]. Bisher beobachtete SULT-Aktivititen in
Humanhaut sind also eventuell durch follikuldre Strukturen beeinflusst, die in
rekonstruierten Hautmodellen fehlen. Weiterhin wurde in keiner der Studien [139,
140] untersucht, welche SULT-Unterfamilien fiir die Katalyse verantwortlich
waren.

Sulfotransferasen zeichnen sich durch eine breite Substratspezifitit aus [34]
und wie durch Analysen der mRNA-Expression in dieser Arbeit und auch anderen
Studien an exzidierter und rekonstruierter Humanhaut gezeigt wurde, kommen
verschiedene SULT-Isoenzyme in kutanen Geweben vor (siche Abbildung 3-5 und
[140, 142]). Auffillig ist die dominante SULT2BIb-Expression, die in
differenzierten epidermalen Geweben noch stirker ist als in undifferenzierten.
Erklirbar 1ist dies durch die Funktion der SULT 2B1b im kutanen
Cholesterinstoffwechsel, da Cholesterinsulfat fiir die epidermale Differenzierung
und Barrierefunktion eine wichtige Rolle spielt [54, 55]. Im Vergleich zu
SULT2B1 wurde eine deutlich geringere Genexpression von SULTIAI und
SULTIEI detektiert. Dabei wurde die SULTIEI stirker in den untersuchten
Geweben exprimiert als die SULTIAI. Luu-The et al. beobachteten &dhnliche
relative Genexpressionsunterschiede zwischen den verschiedenen SULT-Familien
in den von ihnen untersuchten Hautgeweben, darunter auch das Epidermismodell
Episkin™ und das Vollhautmodell Episkin’FTM (beide von Episkin, Lyon,
Frankreich) [142]. Auch das Fehlen der SULT241, das im Rahmen dieses
Promotionsprojektes in allen untersuchten kutanen Geweben beobachtet wurde,
bestétigt die Ergebnisse anderer Forschungsgruppen [54, 142].

In dieser Arbeit wurden die rekonstruierten 3D-Vollhautmodelle
Phenion®FT und EpiDerm MFT erstmalig hinsichtlich der Expression
verschiedener SULT untersucht und die Ergebnisse stellen eine wichtige
Ergdnzung zu bestehender Literatur dar. Es konnte gezeigt werden, dass die fiir
den Fremdstoffmetabolismus relevante SULT 1A1 in exzidierten und

rekonstruierten humanen Hautgeweben zwar auf Genebene, nicht aber auf
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Proteinebene exprimiert wird. In anderen Studien gemessene SULT-Aktivitdten
gegeniiber Xenobiotika sind wahrscheinlich durch andere Subtypen zu erklédren
[136, 143]. In zukiinftigen Experimenten mit beispielsweise dem Einsatz
spezifischer SULT-Inhibitoren sollte untersucht werden, welche SULT-Isoenzyme
fiir die SULT-Aktivitdt in exzidierter Humanhaut verantwortlich sind. Insgesamt
deuten die Ergebnisse dieser Arbeit aber darauf hin, dass die in der Leber wichtige
SULT-katalysierte Phase-II-Biotransformation in der Haut nur eine geringe

Relevanz hat und durch andere Phase-II-Reaktionen kompensiert wird.

4.1.3.2 FUR DIE FAMILIE DER GST WURDEN KAUM EXPRESSIONSUNTERSCHIEDE IN

DEN UNTERSUCHTEN GEWEBEN BEOBACHTET

Nicht nur Sulfotransferasen, sondern ebenfalls Glutathion-S-Transferasen
(GST) sind ein zentraler Bestandteil des Phase-II-Fremdstoffmetabolismus in der
Leber und anderen Geweben [33, 34]. Im Gegensatz zu Sulfotransferasen spielen
die GST jedoch auch in der Haut eine wichtige Rolle: die Expression von GST in
kutanen Geweben konnte auf Gen- und Proteinebene vielfach nachgewiesen
werden. Bereits 1991 wurde GST-Aktivitit in humanen Keratinozyten [144] und
Haut von Mensch, Maus und Ratte beobachtet [58]. Zuséitzlich wurde mittels
Western Blot-Analysen gezeigt, dass die Familie der GST P in Humanhaut
iiberwiegt, wohingegen GST A nur gering und GST M auf Proteinebene gar nicht
exprimiert wird [58]. Neuere Studien bestdtigten eine hohere GSTP-Expression in
exzidierter Humanhaut und einigen RHE bzw. RHS gegeniiber anderen Subtypen
(GSTA, GSTT, GSTM; [142, 145]).

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen hinsichtlich
der Genexpression verschiedener GST-Subtypen bestdtigten groftenteils
vorhandene Literaturdaten. So konnte ebenfalls eine sehr starke Expression der
GSTPI gegeniiber einer moderaten Expression der GSTT! detektiert werden. Die
GSTAI konnte nur in juveniler Vorhaut und der Phenion®FT-Dermis mit maximal
moderater Genexpression nachgewiesen werden, was die von Blacker et al.
postulierte hauptsidchlich in der Dermis vorkommende GSTA-Expression bestdtigt
[144]. Wie in Tabelle 4-2 dargestellt, wurden abgesehen von einer niedrigeren
GSTTI-Genexpression in der EpiDerm'MFT-Dermis sonst keine Expressions-
unterschiede fiir GSTT/ und GSTPI zwischen Humanhaut ex vivo und den RHS

(komplett, Epidermis oder Dermis), sowie undifferenzierten oder differenzierten
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Geweben festgestellt. Dies deutet auf eine alters- und geschlechtsunabhingige
Expression der GST hin.

In Tabelle 4-1 sind die Ergebnisse anderer Studien zur GST-Aktivitdt in
kutanen Geweben aufgelistet. In Keratinozyten wurden GST-Aktivitdten zwischen
40 und 65 nmol/mg Protein/min gemessen [126, 146], Blacker et al. detektierten
jedoch deutlich hohere Werte (156-718 nmol/mg Protein/min; [144]). Die
Literaturwerte  zu GST-Aktivitdit in  Humanhaut  liegen  zwischen
20 £ 7 nmol/mg Protein/min [111] und 100 nmol/mg Protein/min [23]. Jedoch
muss darauf hingewiesen werden, dass teilweise mit zuvor eingefrorenem Material
gearbeitet wurde [111, 126], was die Viabilitit des Gewebes insgesamt sowie die
Aktivitdt verschiedener Enzyme herabsetzen kann [117, 147, 148]. Fiir GST gibt
es bis heute keine vergleichenden Studien, ob die Aktivitdt durch Einfrieren des
Gewebes herabgesetzt wird oder nicht. Um jedoch Aktivitdtsunterschiede aufgrund
der Lagerung auszuschlieBen, wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich mit frischer

Humanhaut ex vivo gearbeitet.

Tabelle 4-1: Ubersicht der in dieser Arbeit bestimmten und in der Literatur zu findenden
Werte zur GST-AKktivitit.

Gewebe in dieser Arbeit gemessene Aktivitat [nmol/mg
Aktivitit [nmol/mg Protein/ Protein/min]; Referenz
min| (Mittelwert £ SD)
(Mittelwert £ SD)

Keratinozyten 86,3 +£ 44,7 156-718 [144]

~50 [79]
~62 [79]
~40 [146]
~100 [149]
Fibroblasten 81,6 + 63,8 ~40 [149]
NHS 47,0 +£ 33,2 20 + 6,8 [79]
~100 [23]
25,8 +2,0 [58]
91 £42 [125]
~80 [149]
Epidermis nicht bestimmt ~100 [149]
Dermis nicht bestimmt ~40 [149]
Phenion®FT 87,7 £ 36,1
Epidermis nicht bestimmt ~80 [149]
Dermis nicht bestimmt ~50 [149]
EpiDerm"™FT 100,7 + 16,8 -
EpiDerm™ nicht bestimmt 84,1 + 4,1 [111]
~62 [79]
open source RHE  nicht bestimmt 160-220 [149]
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zur GST-Aktivitdt decken sich
mit verdffentlichten Daten. Die in NHS gemessene GST-Aktivitit von
47,0 £ 33,2 nmol/mg Protein/min lag im mittleren Bereich der Literaturwerte.
Starke Schwankungen der Messergebnisse bei exzidierter Humanhaut wurden
ebenfalls von van Eijl et al. beobachtet [125]. Auch die in Zellkulturen von
Keratinozyten gemessene GST-Aktivitdt bestdtigt bereits verdffentlichten Daten.
Die Ergebnisse der GST-Aktivitdt in NHS und Keratinozyten-Zellkulturen dienten
einerseits zur Bestidtigung der Methodik und andererseits als Referenzwerte fiir die
neu erhobenen Daten zur GST-Aktivitit in den RHS Phenion®FT und
EpiDerm ™MFT. Zur GST-Aktivitit im Phenion®FT gibt es bisher nur eine Studie
[149], in der Werte zwischen 50 nmol/mg Protein/min (Dermis) und
80 nmol/mg Protein/min (Epidermis) detektiert wurden. Diese Ergebnisse stimmen
mit den im Rahmen dieses Promotionsprojektes fiir das komplette PhenionFT
gemessenen Werten iiberein. Mit dieser Arbeit wurde erstmalig die GST-Aktivitét
des EpiDerm"™FT bestimmt und direkt mit dem Phenion®FT und Humanhaut ex
vivo verglichen, wobei keine statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich der
GST-Aktivitdit zwischen den drei Hautkonstrukten festgestellt wurden. In
Kombination mit der bereits erlduterten untergeordneten Rolle der kutanen SULT
im Fremdstoffmetabolismus legen diese Ergebnisse die Vermutung nah, dass GST
eine der wichtigsten Phase-II-Reaktionen in der Haut katalysieren und somit neben
N-Acetyltransferasen (siche 4.2.3) entscheidend an kutanen Entgiftungsreaktionen
beteiligt sind. Auch wurden keine Expressionsunterschiede zwischen adulter,
meist weiblicher Abdominalhaut und den aus juvenilen Vorhautzellen
entwickelten RHS bzw. undifferenzierten und differenzierten Geweben
festgestellt, was auf eine alters- und geschlechtsunabhingige Expression der GST
hindeutet. Trotz einer tendenziell leicht erhohten GST-Aktivitédt reprdasentieren die
beiden untersuchten 3D-Vollhautmodelle die Situation von Humanhaut ex vivo

sowohl auf genetischer als auch auf funktionaler Ebene sehr gut.
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4.2 2,4-DAT EIGNET SICH ALS MODELLSUBSTANZ ZUR UNTERSUCHUNG

DES KUTANEN PHASE-II-FREMDSTOFFMETABOLISMUS

4.2.12,4-DAT WIRKT NUR IN HOHEN KONZENTRATIONEN ZYTOTOXISCH

Fiir das aromatische Amin 2,4-DAT wurden in Nagetieren sowie humanen
Zellen oder Geweben genotoxische und zytotoxische Effekte nachgewiesen [63,
75, 150, 151]. Die in dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchungen zur
Zytotoxizitdt mittels MTT-Test bestdtigten frithere Ergebnisse zur Zytotoxizitit in
HepG2 Zellen bei 2,4-DAT-Konzentrationen hdéher als 20 mM (2443 pg/ml) [75,
151]. Weiterhin wurde in Keratinozyten eine hoher Empfindlichkeit gegeniiber
2,4-DAT beobachtet als in Fibroblasten oder HepG2, aber dennoch reichte die
gewihlte Konzentration von 0,1 mM (12,2 pg/ml) 2,4-DAT fiir die Experimente
zur Biotransformation in Einzelzellkulturen aus, um die N-Acetyltransferase zu
sdttigen [124] und somit das gesamte mogliche Metabolitenspektrum zu erhalten
(vgl. 3.3.2).

Die Beurteilung einer gewebeschidigenden Wirkung des bei exzidierter und
rekonstruierter Vollhaut topisch applizierten 2,4-DAT (122,17 pg/cm?) erfolgte
durch die Quantifizierung der inflammatorischen Zytokine IL-1a und IL-8 und der
Laktatdehydrogenase (LDH). Die vergleichbaren Werte der sekretierten
inflammatorischen Zytokine sowie der im Akzeptormedium detektierten LDH
zwischen mit Wasser behandeltem Kontrollmodell und den mit 2,4-DAT
inkubierten Modellen deuten darauf hin, dass keine Schidigung des Gewebes
durch die verwendete 2,4-DAT-Konzentration auftrat. Es sei jedoch darauf
hingewiesen, dass insgesamt nur sehr geringe Mengen an IL-1a detektiert wurden.
Moglicherweise wurde in der Epidermis sekretiertes IL-la teilweise durch die
dermalen Fibroblasten in NHS bzw. im Dermisidquivalent der RHS aufgenommen
[152]. IL-1a ist somit als Entziindungsmarker fiir Vollhautgewebe nicht optimal
geeignet. Wenn auch beispielsweise ein MTT-Test mit den intakten Hautstiicken
oder RHS [89] bei ausreichenden Ressourcen (finanziell wie auch materiell) die
bevorzugte Methode zur Beurteilung zytotoxischer Einfliisse wére, so stellt die in
dieser Arbeit verwendete Kombination aus Quantifizierung inflammatorischer
Zytokine und der LDH im Akzeptormedium eine gute Alternative bei begrenzter

Materialverfiigbarkeit dar. Aussagen iiber ggf. genotoxische Effekte sind mit
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diesen Markern jedoch nicht moglich und miissten in weiteren Experimenten wie

z. B. dem Comet Assay separat liberpriift werden.

4.2.2 DIE INSTABILITAT VON 2,4-DAT UNTER VERSUCHSBEDINGUNGEN MUSS

BEI BEURTEILUNG DER BIOTRANSFORMATION BERUCKSICHTIGT WERDEN

Wihrend der Experimente zur Biotransformation von 2,4-DAT wurde
festgestellt, dass 2,4-DAT unter Versuchsbedingungen auch nicht-enzymatisch
abgebaut wird (vgl. 3.2.2). Auch fiir andere aromatische Amine wurde eine
Instabilitdit unter experimentellen Bedingungen beobachtet, wie z.B. die
Autooxidation des strukturell ahnlichen para-Phenylendiamin (PPD; [60]).

Das Hauptprodukt der nicht-enzymatischen Umwandlung von 2,4-DAT
konnte als N-Glykosid identifiziert werden. Da dieses N-Glykosid sowohl in den
Ansidtzen mit Zellen oder Hautgeweben als auch in den zell- und gewebefreien
Medium-Kontrollen entstand, kann eine Beteiligung der Uridin-5"-diphospho-
glucuronosyl-transferase (UGT) ausgeschlossen werden. Zwar wurde in exzidierter
Humanhaut und verschiedenen rekonstruierten Hautmodellen bereits die Aktivitét
der UGT nachgewiesen [78, 139]; aber einerseits katalysiert die UGT die
Ubertragung von Glucoronsidure und nicht Glukose und andererseits ist die UGT
intrazelluldr in der Membran des Endoplasmatischen Reticulums lokalisiert, was
deren Vorkommen im Ndhrmedium ausschlief3t.

Neben dem Peak des N-Glykosids wurden weitere Peaks in den
Chromatogrammen der Medium-Kontrollen beobachtet, hinter denen sich
wahrscheinlich weitere nicht-enzymatische Abbauprodukte verbergen (vgl.
Abbildung 3-10 b). Diese zu identifizieren war im Rahmen dieses Projektes leider
nicht moglich, sollte aber fiir zukiinftige Arbeiten beriicksichtigt werden. Die
Instabilitdt des 2,4-DAT machte eine absolute Quantifizierung von 2,4-DAT mit
der etablierten HPLC/UV-Analytik unméglich und erschwerte die Beurteilung der
Massenbilanz. Wenn nicht alle Reaktionsprodukte, egal ob enzymatisch oder
nicht-enzymatisch  entstanden, bekannt sind, kann keine vollstindige
Quantifizierung unter Verwendung von Referenzchromatogrammen stattfinden.
Dieses Problem wird bei Betrachtung der Massenbilanz innerhalb dieser Arbeit
deutlich: Auch wenn das N-Glykosid unter der Annahme, sein
Absorptionsverhalten sei dem des reinen 2,4-DAT gleich, quantifiziert und in die

Massenbilanz einbezogen wird, so ergab sich nach 24 h Inkubation eine
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Wiederfindung als reines 2,4-DAT, N-Glykosid oder Metabolit M1 von insgesamt
rund 66 % (63,4 + 12,7 % in Gewebeproben, 68,5 = 6,6 % Zellkulturen). Es kann
somit nicht ausgeschlossen werden, dass neben den beobachteten Abbauprodukten
auch weitere Metabolite aus 2,4-DAT gebildet werden, wenn auch nur in geringen
und mit der hier verwendeten Methodik nicht detektierbaren Mengen. Ein
eindeutiges Ergebnis wiirde nur eine Quantifizierung jedes einzelnen Peaks
aufgrund entsprechender Referenz-chromatogramme liefern.

Trotz der nicht-enzymatischen Umwandlung von 2,4-DAT unter
experimentellen Bedingungen war mit den gewidhlten Konzentrationen von
0,1 mM (12,2 pg/ml) in Einzelzellkulturen und 122,2 pg/cm’® bei Hautgeweben
eine ausreichende Menge von 2,4-DAT fiir die Untersuchung der
Biotransformation gewihrleistet. Einerseits wurde auch nach 24 h Inkubation noch
2,4-DAT in den Geweben bzw. im Zellkulturiiberstand detektiert (Daten nicht
gezeigt) und andererseits resultierte die Inkubation mit einer hoheren 2,4-DAT-
Konzentration (1 mM bzw. 122,2 pug/ml) nicht in groBeren Mengen des
Metaboliten M1 (Daten nicht gezeigt), was auf eine Sattigung der NAT bei bereits
moderaten Substratkonzentrationen (0,05-0,1 mM) hindeutet [153].

Aromatische Amine stellen eine Gruppe von Chemikalien dar, mit denen
der Mensch im Alltag oft in Kontakt kommen kann. Sie sind beispielsweise
Bestandteil von Haarfarbemitteln [61], Textilfarben [75] oder Kunststoffen [64].
2,4-DAT stellt somit eine wichtige Modellsubstanz zur Untersuchung des kutanen
Fremdstoffmetabolismus dar, jedoch sollte bei zukiinftigen Untersuchungen
dessen Instabilitédt beriicksichtigt und definiert werden, um quantitative Aussagen

zu dessen Biotransformation treffen zu konnen.

4.2.3 DIE N-ACETYLIERUNG DOMINIERT BEI DER BIOTRANSFORMATION VON

2,4-DAT IN HAUTGEWEBEN

Verschiedene Studien an Tier und Mensch zeigten nach systemischer
Exposition von 2,4-DAT  Metabolite der Phase-I- und Phase-II-
Biotransformationsreaktionen, wobei in allen Spezies das durch CYP-Katalyse
hydroxylierte 5-Hydroxy-2,4-DAT dominierte [68, 71, 154]. In der Leber
iiberwiegt somit die Phase-I bei der Biotransformation von 2,4-DAT, jedoch
wurden in geringeren Mengen auch Metabolite der Phase-1I (Glucoronidierung,

N-Acetylierung) detektiert.
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur Biotransformation in
Hautzellen (Keratinozyten, Fibroblasten, MoLC, MoDC) und Vollhautgeweben
(NHS, Phenion®FT, EpiDermTMFT) zeigten, dass 2,4-DAT hauptsidchlich zum
monoacetylierten N-(3-Amino-4-methylphenyl)acetamid (M1) metabolisiert wird.
Es wurde bereits in verschiedenen Studien festgestellt, dass die Haut sowie
verschiedene RHE und das Phenion®FT im Vergleich zur Leber nur eine sehr
geringe bis fehlende CYP-Aktivitdt sowie andere CYP-Subtypen aufweisen [7, 77,
78]. Aufgrund der Instabilitdt und der damit verbundenen unvollstindigen
Quantifizierung von 2,4-DAT (siche 4.2.2) kann das Auftreten anderer Metabolite
in Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze der hier verwendeten Analytik
nicht ausgeschlossen werden. Dennoch deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf
hin, dass die N-Acetylierung ohne vorherige Phase-I-Reaktion fiir 2,4-DAT der
dominierende Biotransformationsweg ist und bestdtigen die Ergebnisse
verschiedener aktueller Studien zur Biotransformation anderer aromatischer
Amine in der Haut unterschiedlicher Spezies [60, 61, 76].

Keratinozyten produzierten dreimal mehr M1 als die iibrigen Hautzellen,
was auf eine deutlich hohere NAT-Aktivitdt als in Fibroblasten oder in den
Immunzellen MoLC und MoDC hinweist. Dennoch waren auch in den anderen
Hautzellen deutliche MI1-Mengen detektierbar und somit sollten bei der
Beurteilung der kutanen NAT-Aktivitdit nicht nur epidermale Zelltypen
beriicksichtigt werden. Fiir ex vivo generierte MoDC wurde bereits eine NAT 1-
Aktivitdt nachgewiesen [155], was in dieser Arbeit durch das Auftreten von M1 in
MoDC bestéitigt wurde. Sowohl in MoDC als auch in MoLC wurde der einfach
N-acetylierte Metabolit M1 in vergleichbaren Mengen detektiert (siche Abbildung
3-13), was auf eine dhnliche NAT-Aktivitdt in beiden Zelltypen hindeutet.

Die rekonstruierten Vollhautmodelle Phenion®FT und EpiDerm'™FT
zeigten bei topischer Applikation von 2,4-DAT das gleiche Metabolitenmuster wie
Humanhaut ex vivo, wobei jedoch beide RHS die exzidierte Humanhaut in ihrer
NAT-Aktivitdt, gemessen an der Bildung des Metaboliten M1, iibertrafen (siehe
Abbildung 3-15). Dies kann dadurch erklart werden, dass 2,4-DAT aufgrund einer
geringeren epidermalen Barriere in die Vollhautodelle schneller penetriert als in
exzidierte Humanhaut [19, 156]. Somit kann trotz gleicher NAT-Aktivitit
verschiedener Gewebe aufgrund unterschiedlicher Durchldssigkeit in den
rekonstruierten Hautmodellen mehr Metabolit entstehen als in Humanhaut. Eine

vollstdndige Massenbilanz unter Beriicksichtigung des gebildeten Metaboliten
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sowie der verbliebenen Muttersubstanz wiirde an dieser Stelle bestédtigen, ob
aufgrund einer hoheren metabolischen Kompetenz oder einer geringeren
epidermalen Barriere mehr Muttersubstanz in den RHS biotransformiert wurde.
Dennoch eignet sich 2,4-DAT als Modellsubstanz zur Untersuchung der kutanen
Biotransformation, da es sowohl in rekonstruierte als auch exzidierte Humanhaut
penetriert. Bereits nach 3 h wurde 2,4-DAT im Gewebe und auch Akzeptormedium
aller untersuchten Hautgewebe detektiert (Daten nicht gezeigt), was auf eine
rasche Penetration der Muttersubstanz hindeutet. Weiterhin war die Bildung von
M1 nur in lebenden Zellen mit NAT-Aktivitdit moglich, sodass mit dessen
Detektion indirekt die Penetration von 2,4-DAT bestédtigt wurde. War nach 3 h
noch 2,4-DAT auf der Oberfliche von exzidierter Humanhaut detektierbar, so war
nach 24 h die Penetration auch in NHS komplett. Deshalb kann davon
ausgegangen werden, dass die deutlichen Unterschiede in der M1-Menge zwischen
beiden RHS und NHS vor allem in Unterschieden der NAT-Aktivitit begriindet
sind.

Das Phenion®FT wies die groBten Metabolitmengen auf, sowohl in der
Gesamtbilanz als auch bei der nach 24 h noch im Gewebe vorgefundenen M1-
Menge (sieche Abbildung 3-15). Dies kann durch seine Morphologie erklart
werden: mit ~ 2,0 mm ist das Phenion®FT deutlich dicker und hat auch eine
dickere Epidermis als exzidierte, dermatomisierte Humanhaut (~ 0,5 mm) oder als
das EpiDerm"™FT (~ 1,0 mm) [17]. Bereits in fritheren Studien wurden eine
erhohte Enzymaktivitit fiir Esterasen [17] oder auch beziiglich des
Testosteronmetabolismus [117] im Phenion®FT gegeniiber EpiDerm'™FT und
NHS beobachtet. Da die epidermalen Keratinozyten eine deutlich hohere NAT-
Aktivitdt zeigen als Fibroblasten, scheint auch im Falle der N-Acetylierung von
2,4-DAT die dickere Epidermis des Phenion®FT eine Ursache fiir dessen
signifikant hohere NAT-Aktivitdt zu sein.

Das EpiDerm'MFT wies zwischen den verschiedenen Experimenten starke
Schwankungen in der Bildung des Metaboliten M1 auf, obwohl alle
Modellchargen mit Zellen des gleichen Spenders angefertigt wurden (Auskunft
vom Hersteller erhalten). Fir das RHE EpiDerm™ wurden von Jickh et al.
ebenfalls starke Schwankungen in der NAT-Aktivitdt zwischen unterschiedlichen
Chargen beobachtet und vermutet, dass diese Schwankungen auf Unterschiede der
Proliferation und Differenzierung der Keratinozyten zuriickzufiihren sind [78]. In

zukiinftigen Studien sollte untersucht werden, ob es in den verschiedenen
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Schichten der Epidermis bzw. in Keratinozyten verschiedener Differenzierungs-
stadien Unterschiede in der NAT-Aktivitit gibt, z. B. unter Verwendung von

verschieden differenzierten Keratinozyten-Zellkulturen.

4.2.3.1 UNTER KATALYSE DER N-ACETYLTRANSFERASE ENTSTEHT NUR EIN

MONOACETYLIERTER METABOLIT

Die Vorinkubation von Keratinozyten mit dem spezifischen NAT 1-
Inhibitor Cyanamid fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der gebildeten
Metabolitmenge. Allerdings wurde mit dem verwendeten Inhibitor keine
vollstdndige Inhibition der NAT beobachtet (vgl. Abbildung 3-14 a). Es kann
jedoch ausgeschlossen werden, dass die trotz NAT 1-Inhibition detektierten M1-
Mengen durch Typ 2 N-Acetyltransferasen entstanden sind, da bereits auf
Genebene das Fehlen von NAT2 in kutanen Geweben nachgewiesen wurde [142].
Die unvollstindige Inhibition der NAT liegt wahrscheinlich daran, dass Cyanamid
zwar ein spezifischer, aber kein besonders potenter NAT 1-Inhibitor ist [112].
Hohere Cyanamid-Konzentrationen hdtten moglicherweise zu einer vollstindigen
NAT-Inhibition gefiihrt, konnten aber aufgrund der zytotoxischen Effekte nicht
eingesetzt werden (siehe Abbildung 3-14b). Inhibitionsexperimente unter
Verwendung potenterer NAT-Inhibitoren wie beispielsweise lodacetamid [157]
oder Disulfram [158] wiirden wahrscheinlich eine noch deutlichere Reduktion der
M1-Menge zeigen. Trotzdem konnte im Rahmen dieser Arbeit mit Cyanamid eine
deutliche Reduktion der M1-Menge gegeniiber den unbehandelten Proben erzielt
und die Beteiligung der NAT 1 somit deutlich gezeigt werden, weshalb der Einsatz
potenterer Inhibitoren an dieser Stelle nicht ndtig war.

Die N-Acetylierung von 2,4-DAT erfolgte ausschlieBlich an der
Aminogruppe in para-Position. Weder M2 (einfach N-acetyliert an der
Aminogruppe in ortho-Position, sieche Abbildung 2-2), noch ein diacetylierter
Metabolit wurden detektiert, obwohl Diacetylierung fiir andere aromatische Amine
wie z. B. PPD beobachtet wurde [159]. Die Acetylierung der Aminogruppe in
ortho-Position des 2,4-DAT findet wahrscheinlich aufgrund einer sterischen
Hinderung durch die Methylgruppe nicht statt, wie sie auch fiir ortho-Toluidin
beschrieben wurde [160].
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4.2.3.2 DIE N-ACETYLIERUNG AROMATISCHER AMINE DIENT ALS

SCHUTZMECHANISMUS

Aromatische Amine werden im lebenden Organismus vor allem nach
systemischer Exposition intensiv biotransformiert, wobei unter anderem
zytotoxische und genotoxische Metabolite entstehen kdnnen [59]. Aus der
Literatur ist bereits bekannt, dass nicht 2,4-DAT selbst genotoxisch ist, sondern
wie bei anderen aromatischen Aminen seine N-hydroxylierten Metabolite (vgl.
Abbildung 1-6). Die dafiir entscheidende Hydroxylierung der Aminogruppe in
para-Position wird durch CYP 1A1 katalysiert und das resultierende
Hydroxylamin kann O-acetyliert werden, wodurch mutagene Metabolite entstehen
[64, 74]. Wenn auch eine geringe CYPIAI-Genexpression in Humanhaut und
verschiedenen rekonstruierten Epidermis- oder Vollhautmodellen beobachtet
wurde [142], so war weder in exzidierter Humanhaut [77], noch im Phenion®FT
und Epidermismodell EpiDerm™ [78] CYP 1A1-Aktivitit nachweisbar. Auch im
Rahmen dieses Promotionsprojektes wurden keine hydroxylierten Metabolite von
2,4-DAT detektiert, sondern in quantifizierbaren Mengen nur der mono-N-
acetylierte Metabolit M1. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die direkte
Phase-II-Biotransformation von 2,4-DAT eine entgiftende Wirkung hat und die
protektive Funktion der Haut unterstiitzt. Zum einen lassen die rasche Bildung und
Permeation des Metaboliten M1 sowie die Tatsache, dass bei Experimenten mit
Zellkulturen 2,4-DAT und M1 nur im Zellkulturiiberstand, nicht aber im Zelllysat
gefunden wurden die Vermutung zu, dass die N-Acetylierung von aromatischen
Aminen wie 2,4-DAT in kutanen Geweben als Entgiftungsreaktion dient. Durch
die schnelle Abgabe an den Blutkreislauf kénnen Muttersubstanz und Metabolite
aus dem Organismus ausgeschieden werden.

Zum anderen wurde mehrfach gezeigt, das mono-acetylierte Derivate
aromatischer Amine im Gegensatz zur Ausgangssubstanz keine genotoxische oder
gewebeschiddigende Wirkung haben [1, 61]. Auch bei aromatischen Aminen mit
mehreren Aminfunktionen wie PPD reichte bereits die Acetylierung von einer
Aminogruppe, um dessen genotoxische Wirkung aufzuheben [1]. Zusétzlich wurde
beobachtet, dass die N-Acetylierung von aromatischen Aminen nicht nur deren
genotoxisches, sondern auch deren Sensibilisierungspotential aufhebt [60]. Auch
wenn im Rahmen dieser Arbeit das genotoxische oder sensibilisierende Potential

von 2,4-DAT auf kutane Gewebe nicht gezielt untersucht wurde, so sind die
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Ergebnisse zu dessen Biotransformation hinsichtlich Sensibilisierungsvorgéngen
in der Haut von Bedeutung, da 2,4-DAT als Chemikalie mit schwachem
Sensibilisierungspotential eingestuft wird [161]. Die Annahme ist zuldssig, dass
die N-Acetylierung von 2,4-DAT dessen Sensibilisierungspotential reduziert oder
sogar authebt, wie es auch fiir das starke Allergen PPD bekannt ist [60]. Weiterhin
wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass auch in den Immunzellen der Haut (MoLC,
MoDC) die N-Acetylierung von 2,4-DAT dominierte und keine genotoxischen

Metabolite entstehen, wie es fiir andere Xenobiotika beobachtet wurde [80].

4.3 ABSCHLIEBENDE BEURTEILUNG DER 3D-VOLLHAUTMODELLE UND
AUSBLICK: PHENION®FT UND EPIDERM"™FT SIND GUTE MODELLE FUR

DEN KUTANEN FREMDSTOFFMETABOLISMUS

4.3.1 DIE EXPRESSION VERSCHIEDENER ENZYME IST IN PHENION“FT,

EPIDERMTMFT UND EXZIDIERTER HUMANHAUT AHNLICH

Die rekonstruierten Vollhautmodelle Phenion®FT und EpiDerm'MFT
exprimieren auf Genebene die gleichen fremdstoffmetabolisierenden Enzyme wie
Humanhaut ex vivo (sieche Tabelle 4-2) und zeigen das gleiche Metabolitenmuster
nach Biotransformation von Substanzen, wie in dieser und auch anderen Arbeiten
gezeigt wurde [25, 117, 162].

Die Genexpression in beiden RHS war bei den meisten untersuchten
Enzymen &dhnlich exzidierter Humanhaut. Auf Protein- oder funktionaler Ebene
wurden jedoch einige Unterschiede beobachtet, vor allem fiir Enzyme der Phase-I-
Biotransformation. So wurde eine deutlich geringere MAO-Proteinexpression
(siche 4.1.1) und auch eine reduzierte SaR-Aktivitit [117] in den
Vollhautmodellen festgestellt. Fiir die im Rahmen dieses Promotionsprojektes
untersuchten Phase-II-Enzyme hingegen wurde eine im Vergleich zu Humanhaut
dhnliche (GST, sieche 4.1.3) oder sogar erhohte Aktivitdit (NAT, siehe 4.2.3)
beobachtet. Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass jede Enzymgruppe
vergleichend in rekonstruierter und exzidierter Humanhaut untersucht werden
sollte, da kein allgemeiner Trend bei den Expressionsunterschieden auf Gen-,
Protein- oder funktionaler Ebene festgelegt werden kann. Entscheidend ist jedoch,
dass die 3D-Vollhautmodelle Phenion®FT und EpiDerm™FT die gleichen

fremdstoffmetabolisierenden Enzyme wie exzidierte Humanhaut exprimieren und
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somit insgesamt gute Testsysteme fiir Untersuchungen zur Biotransformation

topisch applizierter Substanzen darstellen.

Tabelle 4-2: Zusammenfassung der basalen Genexpression ausgewihlter fremdstoff-
metabolisierender Enzyme in exzidierter Humanhaut, den Vollhautmodellen Phenion®FT
und EpiDerm"FT sowie in Zellkulturen von undifferenzierten Keratinozyten und
Fibroblasten. Die Daten wurden gemidl der ACt-Methode ausgewertet und folgendermallen
dargestellt: - (nicht detektiert), + (ACt > 10, geringe Genexpression), ++ (5 < ACt < 10, moderate

Genexpression), +++ (ACt<5, starke Genexpression), ++++ (ACt<0, sehr starke

Genexpression).
native Humanhaut Phenion®FT EpiDerm™FT undifferenzierte
Zellen
Vor- ab- kom- Epi- Der- kom- Epi- Der- Kerati- Fibro-
Enzyme haut dominal plett dermis mis plett dermis mis nozyten blasten
Phase-1
MAOA +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
MAOB +++ +++ +++ ++ +++ ++ + ++ - ++
S5aR]1 HHE = = = HHE = HHE HHE HHE HHE
S5aR2 A= - Sas Sas A= 4 - A - A
S5aR3 A HHHE HHHE HHHE A HHHE A A A A
Phase-11
SULTIAI AHF A A A AHF A HF HF - HF
SULTIEI A A= A= A= A= 4 A A -
SULT2A1 - - - - - - - - -
SULT2Bla HF 4 4 - - 4 HF - -
SULT2BIb  ++++ SHHHE HHHE HHHE A SHHHE HHHE A A -
GSTPI -+ -+ ++++ ++++ -+ -+ ++++ ++++ ++++ -+
GSTTI +++ -+ -+ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
GSTAI ++ - - - + - - - -

Weiterhin deuten die Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten darauf hin,
dass in humaner Haut Biotransformationsreaktionen der Phase-II dominieren, was
mit einer iberwiegend schiitzenden Funktion der Haut erkldrt werden kann. Die
Ergebnisse zur Biotransformation von 2,4-DAT zeigen eine vernachldssigbare bis
fehlende CYP-Aktivitit und eine dominierende NAT-Aktivitdt (siehe 4.2.3), wie
es auch schon fiir andere aromatische Amine beobachtet wurde [7, 61, 76-78].
Auch die Ergebnisse zur GST-Aktivitdt (siehe 4.1.3) lassen eine dominierende
Rolle der Phase-II-Biotransformation vermuten, was durch beide in dieser Arbeit

untersuchten RHS gut reprasentiert wird.

4.3.2 DIE DREIDIMENSIONALE STRUKTUR DER RHS IST WICHTIG FUR DIE

BEURTEILUNG DER BIOTRANSFORMATION IN VIVO

Um die Biotransformation oder das schddigende Potential einer topisch
applizierten Substanz zu beurteilen, spielt auch deren Penetrations- und

Permeationsverhalten eine wichtige Rolle. Durch die im Zuge der
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Biotransformation stattfindenden strukturellen Verdnderungen werden die
chemischen FEigenschaften des Xenobiotikums verdndert, was wiederum
Auswirkungen auf dessen Permeationsverhalten und die anschlieBende
systemische Verfiigbarkeit haben kann [30, 61, 163]. Zwar haben rekonstruierte
humane Epidermis- oder Vollhautmodelle aufgrund von unterschiedlichen
Lipidstrukturen im Stratum Corneum eine geringere Barriere als Humanhaut,
stellen aber dennoch mit ihrer dreidimensionalen Struktur und der
morphologischen Ahnlichkeit zu Humanhaut gute Testobjekte fiir Penetrations-,
Permeations- und Biotransformationsstudien dar [16, 19, 30, 156].

Mit zweidimensionalen Zellkulturen konnen Penetration und Permeation
nicht beurteilt werden. Weiterhin kann bei Keratinozyten der Differenzierungsgrad
einen deutlichen Einfluss auf die Proteinexpression haben, wie in dieser Arbeit
gezeigt wurde. Beispielsweise werden MAOB, SULTIAI und SULTIEI im
Gegensatz zu den differenzierten epidermalen Geweben des Phenion®FT und
EpiDerm ™MFT in undifferenzierten Keratinozyten nicht exprimiert (siche Tabelle
4-2). Bei Verwendung von Zellkulturen fiir Biotransformationsstudien miissen also
unbedingt die verschiedenen Differenzierungsstadien beriicksichtigt werden. Im
Rahmen dieser Promotion wurden in Zellkultur nur basale Keratinozyten
hinsichtlich der Expression und Aktivitit fremdstoffmetabolisierender Enzyme
untersucht. Bei zukiinftigen Studien sollten Kulturen unterschiedlich
differenzierter Keratinozyten, z. B. induziert durch die Zugabe von Calcium [164],
in Kombination mit histologischen Untersuchungen an Vollhautmodellen
eingeschlossen werden, um detaillierte Aussagen zur Beteiligung der einzelnen
epidermalen Schichten an der Biotransformation des Gewebes treffen zu kdénnen.
Ein Vorteil bei Verwendung von Einzelzellkulturen gegeniiber kompletten
Hautmodellen ist jedoch, dass die verschiedenen Hautzellen hinsichtlich ihrer
metabolischen Kapazitit beurteilt werden kénnen, wie es im Rahmen dieser Arbeit
fiir die Biotransformation von 2,4-DAT durchgefiihrt wurde (vgl. 3.3.2).

AuBerdem ist in Zellkulturen nur die Untersuchung wéssriger Losungen
moglich. Auf 3D-Hautmodellen hingegen konnen auch wasserunldsliche
Substanzen in Form von Cremes, Pulvern oder Olen appliziert und untersucht
werden [24]. Die Vollhautmodelle haben gegeniiber RHE den entscheidenden
Vorteil, dass sie neben einer vielschichtigen Epidermis auch ein Dermiséquivalent
besitzen und somit die in vivo-Situation der Haut noch besser widerspiegeln. Die

Rolle der Dermis sollte mehr in den Fokus zukiinftiger Forschung riicken. Fiir
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einige Enzyme wurde bereits gezeigt, dass ihre Expression in der Dermis hoher ist
als in der Epidermis (in dieser Arbeit fiir Monoaminoxidasen, fiir weitere Enzyme
siche [142]). AuBerdem findet ecine Kommunikation zwischen dermalen
Fibroblasten und epidermalen Keratinozyten statt, die teilweise die
Proteinexpression beeinflusst [23, 142]. Auch wenn die Expression vieler an der
Biotransformation  beteiligter = Enzyme, besonders der im  kutanen
Fremdstoffmetabolismus dominierenden NAT und GST (wie in dieser Arbeit
gezeigt), in der Epidermis iiberwiegt, so sollte der Beitrag der Dermis dennoch
beriicksichtigt werden. Blacker et al. postulierten, dass GSTA hauptsédchlich in der
Dermis exprimiert wird [144]. Die Ergebnisse dieser Promotion zeigen zum einen
auf Genebene, dass viele der untersuchten fremdstoffmetabolisierenden Enzyme in
der Dermis &hnlich stark exprimiert werden wie in der Epidermis (siche
Tabelle 4-2). Zum anderen wurde durch die Studien zur Biotransformation von
2,4-DAT in Einzelzellkulturen deutlich, dass auch in den anderen Zelltypen
(Fibroblasten, dermale Immunzellen, vgl. Abbildung 3-13) eine deutliche NAT-
Aktivitdt detektierbar war und sie somit zur gesamten kutanen NAT-Kapazitit
beitragen.

Die Untersuchung der Biotransformation topisch applizierter Substanzen in
der Haut ist ein komplexer Vorgang. Zweidimensionale Zellkulturen einzelner
Hautzelltypen ermdglichen einen differenzierten Einblick, in wieweit
unterschiedliche Hautzellen zur Biotransformation beitragen. Andererseits
reprisentieren nur dreidimensionale Hautmodelle wie das Phenion®FT oder das
EpiDerm ™MFT die in vivo-Situation mit epidermaler Barriere, vielschichtiger
Epidermis, Dermis und deren gegenseitiger Kommunikation, sodass die RHS
verwendet werden sollten um Penetration und Biotransformation von Xenobiotika

zu beurteilen.
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4.3.3 AUSBLICK: MOGLICHKEITEN ZUR OPTIMIERUNG VON

VOLLHAUTMODELLEN

4.3.3.1 DIE EXPRESSION VON ENZYMEN KANN SPENDERABHANGIG SEIN

Wie in den vorherigen Abschnitten ausfiihrlich dargestellt wurde, zeigen
die rekonstruierten 3D-Vollhautmodelle Phenion®FT und EpiDerm™FT
iiberwiegend das gleiche Expressions- und Aktivitditsmuster verschiedener
fremdstoffmetabolisierender Enzyme wie exzidierte Humanhaut (siehe 4.1 und
4.2). Jedoch wurden auch einige Unterschiede beobachtet, z. B. bei der Expression
von MAO (siehe 4.1.1) oder 5aR (siehe 4.1.2), die aufgrund von alters- oder
geschlechtsspezifischen Unterschieden erklirt werden konnen. Die Zellen, aus
denen die untersuchten RHS bestehen, werden aus juvenilen neonatalen Vorhduten
isoliert, wohingegen die verwendete Abdominalhaut von adulten weiblichen
Spendern (dlter als 40 Jahre) stammte. Es muss also bei der Beurteilung aller
Versuche beriicksichtigt werden, dass sowohl alters- als auch geschlechts-
spezifische Unterschiede auftreten konnen. Auch wenn im Falle der fiir diese
Arbeit untersuchten Enzymgruppen abgesehen von den Monoaminoxidasen keine
Unterschiede auf Proteinebene festgestellt werden konnten, so sind fiir andere
Enzyme bzw. Subtypen (MAO A, SULT 2A1) Expressionsunterschiede in anderen
Sdugetier-Geweben bekannt [130, 165]. Diese Beobachtungen legen nah, dass bei
der Konzipierung =zukiinftiger Studien und der Untersuchung weiterer
fremdstoffmetabolisierender Enzyme auch gezielt Experimente zur Beurteilung
von alters- oder geschlechtsspezifischen Unterschieden eingeplant werden miissen.

Neben Alter und Geschlecht kann auBlerdem die genetische Disposition des
Zell- oder Hautspenders eine Rolle spielen. Fiir verschiedene Biotransformations-
enzyme ist bekannt, dass es Genpolymorphismen gibt. Dazu zéhlen beispielsweise
die N-Acetyltransferasen des Typs2 [160], verschiedene Cytochrom P450-
Isoenzyme [166, 167] oder auch Glutathion-S-Transferasen [168, 169]. Beim
Vergleich von rekonstruierten Hautmodellen untereinander oder mit exzidierter
Humanhaut sollte deshalb bei zukiinftigen Studien auch immer auf Genebene
tiberpriift werden, ob detektierte Enzymaktivitdtsunterschiede eventuell auf

genetischen Polymorphismen beruhen.
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4.3.3.2 BERUCKSICHTIGUNG WEITERER ZELLTYPEN, HAUTSTRUKTUREN UND

ERKRANKTER HAUT

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten rekonstruierten Vollhautmodelle
Phenion®FT und EpiDerm'™FT bestehen nur aus in Humanhaut dominierenden
Keratinozyten (Epidermis) und Fibroblasten (Dermis). Zwar entspricht die
Morphologie der nativen Epidermis bzw. Dermis, allerdings fehlen weitere
Hautzellen (z. B. Melanozyten, Langerhans Zellen, Dendritische Zellen,
Nervenzellen) und auch Strukturen wie Haarfollikel oder Talgdriisen. Fiir eine
umfassende Beurteilung der Biotransformationskapazitit miissen zukiinftig auch
diese Zelltypen und Strukturen in RHS integriert werden, da gerade dort
verschiedene fremdstoffmetabolisierende Enzyme stark exprimiert werden, z. B.
MAUO in Talgdriisen und Nervenzellen [39] oder SULT in Haarfollikeln [141].

In den letzten Jahren wurden verschiedene immunkompetente Epidermis-
oder Vollhautmodelle entwickelt, die Langerhans Zellen oder Dendritische Zellen
enthalten [170-172]. Jedoch lag das bisherige Anwendungsziel dieser Modelle im
Bereich der Tests des Sensibilisierungspotentials von Chemikalien und anderen
Allergenen, da die kutanen Immunzellen bei Kontaktallergien eine entscheidende
Rolle spielen [14]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dariiber hinaus gezeigt
werden, dass die Immunzellen der Haut auch Biotransformationsreaktionen
katalysieren (vgl. 3.3.2). In zukiinftigen Studien sollte deshalb die
Biotransformation einer Substanz in rekonstruierten Hautmodellen mit und ohne
Immunzellen vergleichend untersucht werden, da sowohl die
Biotransformationsfahigkeit der Immunzellen als auch deren Reaktion auf in den
anderen Hautzellen gebildete Metabolite genotoxische und sensibilisierende
Effekte beeinflussen kdnnen [80].

Ein weiteres interessantes Feld, dem in Zukunft im Rahmen der kutanen
Biotransformation mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden sollte, ist erkrankte
Haut. Teilweise sind bereits Unterschiede in der enzymatischen Aktivitdt zwischen
gesunder und erkrankter Haut beobachtet worden. So wurde beispielsweise bei
Vitiligo-Patienten eine erhohte MAO-Aktivitdt [128] oder in der Zelllinie eines
humanen Plattenepithelkarzinoms (SCC-12, engl. squamous cell carcinoma) eine
im Vergleich zu gesunden Keratinozyten verringerte Esterase-Aktivitdt [173]
beobachtet. Untersuchungen zur Genexpression verschiedener fremdstoff-

metabolisierender Enzyme deuten auflerdem darauf hin, dass es auch fiir weitere
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Enzyme wie CYP oder GST Unterschiede in gesunder und erkrankter Haut gibt
[174-176]. Das Wissen um Unterschiede in der Expression bzw. Aktivitit
verschiedener Enzyme in gesunder und kranker Haut kann einerseits zum besseren
Verstandnis des Krankheitsbildes beitragen. Andererseits ist es vor allem auch fiir
die Anwendung von Therapeutika wichtig zu wissen, in wieweit
fremdstoffmetabolisierende Enzyme in erkrankter Haut anders exprimiert sind.
Die Enzym-Charakterisierung erkrankter Haut konnte dariiber hinaus genutzt
werden, um in vitro generierte Krankheitsmodelle mit der in vivo-Situation zu
vergleichen. Fiir verschiedene Hauterkrankungen wurden bereits Hautmodelle
entwickelt, darunter z. B. Atopische Dermatitis [177], Psoriasis [178, 179] oder
auch heller Hautkrebs [180]. Der Vergleich dieser Modelle mit exzidierter
erkrankter Haut beschriankte sich jedoch bisher iiberwiegend auf morphologische
oder andere Charakteristika wie z. B. eine verringerte epidermale Barriere bei
Atopischer Dermatitis [177]. Die Krankheitsmodelle sollen vor allem im Rahmen
der Entwicklung und Evaluierung von Therapeutika zur Anwendung kommen.
Unter diesem Gesichtspunkt ist es allerdings umso wichtiger, auch die
Biotransformationskapazitdt der erkrankten Haut und Hautmodelle genau zu

kennen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Als Alternative zu Tierversuchen gewinnen rekonstruierte humane
dreidimensionale Vollhautmodelle (RHS) als Testsysteme in der Entwicklung von
Arzneistoffen, Chemikalen und Kosmetika zunehmend an Bedeutung. Dennoch ist
das Wissen iiber deren metabolische Kapazitidt bisher liickenhaft. Die durch
fremdstoffmetabolisierende Enzyme in der Haut katalysierten Reaktionen kdnnen
jedoch eine entscheidende Rolle bei Prozessen wie Hautsensibilisierung,
Genotoxizitdt oder auch der Wirksamkeit topisch applizierter Pharmaka spielen.

In dieser Arbeit wurde die Biotransformationskapazitit der kommerziell
erhiltlichen RHS Phenion®FT und EpiDerm'™FT im Vergleich zu normaler
Humanhaut ex vivo (NHS) sowie Einzelzellkulturen priméirer epidermaler
Keratinozyten und dermaler Fibroblasten untersucht.

Die Phase-I-Reaktionen katalysierenden Enzyme Monoaminoxidasen
(MAO) und Steroid-5a-Reduktasen (5aR) wund die Phase-II-Reaktionen
katalysierenden Enzyme Sulfotransferasen (SULT) und Glutathion-S-Transferasen
(GST) wurden hinsichtlich ihrer basalen Gen- und Proteinexpression bzw.
Aktivitdt analysiert.

Die Genexpression der betrachteten Enzyme war in beiden 3D-
Vollhautmodellen und Humanhaut vergleichbar. In RHS und undifferenzierten
Keratinozyten und Fibroblasten wurden jedoch einige Enzyme unterschiedlich
stark exprimiert, was auf Expressionsunterschiede aufgrund verschiedener
Differenzierungsstadien des Gewebes hindeutet. Eine Aktivitdt der MAO konnte
nur in NHS detektiert werden. Analysen mittels Western Blot bestdtigten eine
deutlich geringere Proteinexpression in RHS, Keratinozyten und Fibroblasten.
Obwohl die fiir den Fremdstoffmetabolismus wichtige SULT 1Al auf mRNA-
Ebene detektiert wurde, fehlte in allen untersuchten Geweben SULT 1A1-Protein.
Im Gegensatz dazu zeigten beide RHS eine mit NHS und Einzelzellkulturen
vergleichbare GST-Aktivitit.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Biotransformation des aromatischen
Amins 2,4-Diaminotoluol (2,4-DAT) nach topischer Applikation vergleichend in
rekonstruierter und exzidierter Humanhaut untersucht. Zusétzlich wurde die
Biotransformation von 2,4-DAT in Zellkulturen von Keratinozyten, Fibroblasten
und ex vivo Monozyten-abgeleiteten Langerhans-Zellen (MoLC) wund

Dendritischen Zellen (MoDC) analysiert.
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In allen untersuchten Geweben wurde in quantifizierbaren Mengen nur das
einfach N-acetylierte Derivat N-(3-Amino-4-methylphenyl)acetamid detektiert,
was die Dominanz dieser Phase-II-Reaktion andeutet. Dabei zeigten die RHS eine
signifikant hohere Enzymaktivitit der N-Acetyltransferase (NAT) als NHS,
moglicherweise aufgrund einer schnelleren Penetration von 2,4-DAT, die ebenfalls
beobachtet wurde. In den Zellkulturexperimenten wurde in Keratinozyten eine
deutlich hohere Metabolitmenge detektiert als in Fibroblasten, MoLC und MoDC,
die alle dhnliche Metabolitmengen zeigten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die in dieser Arbeit
untersuchten rekonstruierten Vollhautmodelle Phenion®FT und EpiDerm'FT
addquate Testsysteme fiir die Untersuchung von Biotransformationsreaktionen in
der Haut darstellen, vor allem hinsichtlich der Phase-II-Reaktionen. Obwohl die
RHS eine hohere Biotransformationskapazitit fiir 2,4-DAT aufwiesen, zeigten sie
das gleiche Metabolitenmuster wie exzidierte Humanhaut. Sowohl die Ergebnisse
zur basalen Enzymexpression als auch die Ergebnisse der Biotransformation von
2,4-DAT nach topischer Applikation deuten eine starke Dominanz von Phase-II-
Enzymen (GST, NAT) an, was die These einer vor allem protektiven und
entgiftenden Funktion der Haut unterstiitzt. RHS umgehen speziesabhéingige
Unterschiede und sind somit geeignete Testobjekte fiir die Beurteilung
dermatotoxikologischer Risiken (Genotoxizitdt, Sensibilisierung) wiahrend der

Entwicklung von Arzneistoffen oder Kosmetika.
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6. SUMMARY

The use of three-dimensional reconstructed human skin (RHS) as animal-
free test systems for risk assessment or the pre-clinical development of drugs and
cosmetics gains increasing interest. Still, the knowledge about their
biotransformation capacity is limited, although the metabolic activity plays an
important role regarding skin sensitization, genotoxicity or the efficacy of
topically applied drugs.

This study aimed to expand the knowledge of the biotransformation
capacity of two RHS Phenion®FT and EpiDerm'™FT in comparison with normal
human skin ex vivo (NHS) as well as single cell cultures of primary epidermal
keratinocytes and dermal fibroblasts.

Basal enzyme expression and activity were investigated for the phase I
catalyzing enzymes monoamine oxidase (MAO) and steroid-5a-reductase (5aR) as
well as the phase Il enzymes sulfotransferases (SULT) and glutathione-S-
transferases (GST).

Although differences in the protein expression were observed, gene
expression was similar in RHS and NHS but differed between undifferentiated
keratinocytes and fibroblasts and RHS for some enzymes indicating altered
enzyme expression due to tissue differentiation. MAO activity was detectable only
in NHS and Western Blot analysis confirmed a higher MAO protein expression in
excised human skin than in RHS or single cells. SULT 1A1 was detected at the
mRNA, but not protein level in all tissues. In contrast, both RHS showed a strong
GST activity comparable to NHS and single cell cultures.

In a second part, the biotransformation of the aromatic amine
2,4-diaminotoluene (2,4-DAT) was examined after topical application and
compared in reconstructed as well as excised human skin. In addition to whole
skin tissues, biotransformation of 2,4-DAT was investigated in keratinocytes,
fibroblasts and ex vivo generated monocyte-derived Langerhans and dendritic cells
(MoLC and MoDC) as well.

Regarding biotransformation of 2,4-DAT, the mono N-acetylated derivative
N-(3-amino-4-methylphenyl)acetamide was the only metabolite detectable in
substantial amounts in all test matrices indicating the predominance of this
phase II reaction. Here, RHS exceeded N-acetyltransferase activity in NHS
significantly, likely due to the faster penetration of 2,4-DAT which was observed
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as well. In cell cultures, the formation of the metabolite was similar in fibroblasts,
MoLC and MoDC, but significantly higher in keratinocytes.

In conclusion, the RHS Phenion®FT and EpiDerm'™FT are adequate test
systems for the evaluation of biotransformation in skin, especially for phase II
reactions. Although the RHS showed an enhanced biotransformation capacity of
2,4-DAT, the metabolic pattern was similar to human skin. Both the investigation
of basal enzyme expression and the biotransformation of 2,4-DAT after topical
application indicate a strong predominance of phase Il enzymes (GST, NAT), thus
contributing to the protective, detoxifying role of skin. RHS are useful test
matrices to study biotransformation-related toxicological endpoints in the
development of drugs or cosmetics, thereby overcoming species-related

differences.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzung Bedeutung

o alpha (griechischer Buchstabe)

B beta (griechischer Buchstabe)

2,4-DAT 2,4-Diaminotoluol

3D dreidimensional

S5aR Steroid-5a-Reduktase

ALI Luft-Fliissigkeitsgrenze (engl. air liquid interface)

ATP Adenosintriphosphat

BCA Bicinchoninsédure (engl. bicinchoninic acid)

BMBF Bundesministerium fiir Bildung und Forschung

bp Basenpaar

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius (Temperatureinheit)

C Kohlenstoff

Ca Calcium

cDNA komplementire Desoxyribonukleinsdure (engl. complementary
deoxyribonucleic acid)

CDNB 1-Chloro-2,4-Dinitrobenzen

-COOH Carboxylgruppe

Cys Cystein

D,O deuteriertes Wasser

DEPC Diethylenpyrocarbonat

DHEA Dehydroepiandrosteron

DHEA-S Dehydroepiandrosteronsulfat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure (engl. ethylenediaminetetraacetic
acid)

ELISA engl. enzyme-linked immunesorbent assay

engl. englisch

ESI-TOF/MS Elektrospray-Flugzeitmassenspektrometrie (engl. electrospray
ion-time of flight-mass spectrometry)

et al. und andere (lateinisch et alia)

EU Européische Union

F Vorwiértsprimer (engl. forward)

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FBM Fibroblasten-Basalmedium

FCS Fetales Kélberserum (engl. fetal calve serum)

FGM Fibroblasten-Wachstumsmedium (engl. fibroblasts growth
medium)

g Gramm (Mengeneinheit)

g Gravitationskraft

ggf. gegebenenfalls

Glu Glutamin

Gly Glycin

GM-CSF Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (engl.

GST

granulocyte macrophage colony-stimulating factor)
Glutathion-S-Transferase
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7. Abkiirzungsverzeichnis

h

'H9 H2
H,0
H,0;
HBM
HCl
HEPES
HepG2
HGM
HPLC

HRP
Hz

IL-
IUPAC

KBM
KCl
KGM

KH,PO,
1
LC-MS

LDH
M

m-

u-

M1
M2
MACS

MAO
min
Mg
MoDC

MoLC

MPLC
mRNA
MTT

n

N

n-
NaCl
NADP
NazHPO4
NAT
-NH,
NHFS

Stunde (Zeiteinheit, engl. hour)

Wasserstoff

Wasser

Wasserstoffperoxid

HepG2-Basalmedium

Hydrochlorid
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
humane Leberzellkarzinom-Zelllinie
HepG2-Wachstumsmedium (engl. HepG2 growth medium)
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl. high-
performance liquid chromatography)
Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)
Hertz (Frequenzeinheit)

Interleukin

Internationale Union fiir reine und angewandte Chemie (engl.
International Union of Pure and Applied Chemistry)
Keratinozyten-Basalmedium

Kaliumchlorid

Keratinozyten-Wachstumsmedium (engl. keratinocyte growth
medium)

Kaliumdihydrogenphosphat

Liter (Volumeneinheit)
Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (engl.
liquid chromatography-mass spectrometry)
Laktatdehydrogenase

molar (Konzentrationseinheit)

milli

mikro

N-(3-Amino-4-methylphenyl)acetamid
N-(5-Amino-2-methylphenyl)acetamid

magnetische Zellseparation (engl. magnetic-activiated cell
separation)

Monoaminoxidase

Minute (Zeiteinheit)

Magnesium

Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen (engl. monocyte-
derived dendritic cells)

Monozyten-abgeleitete Langerhans-Zellen (engl. monocyte-
derived Langerhans cells)

engl. medium pressure liquid chromatography

engl. messenger RNA
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Anzahl der Versuche

normal (Konzentrationseinheit)

nano

Natriumchlorid

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat

N-Acetyltransferase

Aminogruppe

normale humane juvenile Vorhaut (eng. normal human
foreskin)
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NHS
NMR

oD
OECD

-OH

p

p-
PAGE
PAPS
PBMC

PBS

PPD
ppm
PTFE
PVDF
R

R
REACH

RHE

RHS

RIPA

RLU

RNA

RP

rpm
RPMI-1640

RT
RT-PCR

SCC-12

SD
SDHA
SDS
sec

-SH
-SO;H
-SOH
SULT
TGF-B1

tret

TRIS
U

normale Humanhaut (engl. normal human skin)
Kernspinresonanz (engl. nuclear magnetic resonance)
Sauerstoff

optische Dichte

Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und
Entwicklung (engl. Organisation for Economic Co-operation
and Development)

Hydroxylgruppe

Passage (bei Zellkultivierung)

pico

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
3’-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat

mononukleédre Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear
cells)

phosphatgepufferte Kochsalzlosung (engl. phosphate buffered
saline)

para-Phenylendiamin

engl. parts per million

Polytetrafluorethylen

Polyvinylidenfluorid

Riickwirtsprimer (engl. reverse)

Rest

Chemikalienverordnung der Europdischen Union, Nr.
1907/2006 (engl. Registration, Evaluation, Authorization and
Restriction of Chemicals)

rekonstruierte humane Epidermis

rekonstruierte Humanhaut (engl. reconstructed human skin)
Radioimmunprezipatationsassay

relative Lichteinheiten (engl. relative light units)
Ribonukleinsédure (engl. ribonucleic acid)
Umkehrchromatographie (engl. reversed phase)
Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
Zellkulturmedium (entwickelt am ,,Roswell Park Memorial
Institute®)

Raumtemperatur

Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (engl. real-time
polymerase chain reaction)

Zelllinie eines humanen Plattenepithelkarzinoms

(engl. squamous cell carcinoma)

Standardabweichung (engl. standard deviation)
Succinat-Dehydrogenase

Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
Sekunde (engl. second; Zeiteinheit)

Thiolgruppe

Sulfogruppe

Sulfatgruppe

Sulfotranferase

transformierender Wachstumsfaktor B1 (engl. transforming
growth factor 1)

Retentionszeit

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Unit (Einheit fiir Aktivitdt eines Proteins)
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UGT Uridin-5'-diphospho-glucuronosyltransferase
[0AY% ultraviolettes Licht

vgl. vergleiche

z. B. zum Beispiel
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