8. Anhang

8.1. Abklrzungen

ATP
CCCP
CMT

DMEM

Adenosintriphosphat
Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon
Wirkungen hervorgerufen durch: Kanzero-
genitét, Mutagenitét, Teratogenitét

Dulbecco’s Minimum Essential Medium
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DMS Dimethylsulfid

DMSO Dimethylsulfoxid
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
FAD Flavinadenindinukleotid
FCS Fotales Kalberserum
GC/IMS Gaschromatografie/M assenspektrometrie
HaCaTl Humane Keratinozyten-Zellinie
HEPES biologischer Puffer: (N-(2-Hydroxy-
ethyl)piperazin-N"-(4-butansulfonsaure)
1Cs Halbhemmungskonzentration
LFU Labor fur Umweltanalytik
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazo-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid
NAD Nikotinamidadenindinukleotid
NNMO N-Methylmorpholin-N-oxid
PBS Phosphat puffer (phosphat buffered saline)
Proben:  S01- $40 Textilextrakte der Firma Stellmann
LO1-L17 Textilextrakte der FirmaLenzing
001-011 Textilextrakte der Firma ONLINE
TO1-T14 Teppichextrakte

8.2. DIN-Vorschrift

Keratinozytenatmungstest nach DIN
1. Allgemeine Grundlagen

Der Keratinozytenatmungstest ist ein Kurzzeittest. Mit den vorhandenen Geraten
und Chemikalien ist dieser Test leicht durchzufihren und vielseitig einsetzbar.

Melkriterium ist die Atmung der HaCaT-Zellen. Die Zellen der HaCaT-Zellinie
sind Keratinozyten, die den groliten Anteil menschlicher Hautzellen darstellen.

Der Keratinozytenatmungstest kann mit frisch geziichteten oder konservierten
HaCaT-Zellen durchgefuhrt werden. Die Konservierung erfolgt im flussigen
Stickstoff. Es ist jedoch ratsam frisch aufgetaute Zellen erst nach ein oder zwei
Passagen zur Atmungsmessung zu verwenden. Die HaCaT-Zellen sind auferdem
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nur verwendbar, wenn die im Abschnitt 12. genannten Glltigkeitskriterien
erflllt werden.

2. Anwendungsbereich

Der Keratinozytenatmungstest kann zur Prufung von Textilextrakten (
Schweillextrakt ), von Textilinhalts- und Begleitstoffen verwendet werden.
Ebenso kbnnen mit diesem Verfahren andere Substanzen, die mit der Haut in
Berihrung kommen, getestet werden ( z.B. Kosmetika, Dermatika ).

3. Begriffe

3.1. TextilschweilRextrakt

Extrakt, aus der Textiprobe und der nach DIN 54020 hergestellten L&sung
~ochweill sauer”. Das Verhaltnis Textilprobe zu eingesetztem Extraktionsmittel
~ochweil} sauer” betragt 1:10. Nach der 24 Stunden bei 37°C dauernden
Extraktion wird der gefilterte Extrakt aufgesalzen und der pH-Wert eingestellt.

3.2. Zellsuspension

Gemisch aus geernteten Zellen und Kulturmedium, das fiur die Messung
bereitgestellt wird. Die Zelldichte betragt etwa 15 - 30 *106 Zellen / ml.

3.3. Kulturmedium

Losung, die fur die Kultivierung der HaCaT-Zellen verwendet wird. Das
Kulturmedium enthalt alle wichtigen Substanzen, die fir das ungestorte
Wachstum und die Vermehrung der Zellen notwendig sind.

3.4. MeBmedium

Losung, die fur die Atmungsmessung der HaCaT-Zellen verwendet wird. Das
MeRmedium enthalt prinzipiell die gleichen Substanzen wie das Kulturmedium,
jedoch ist der enthaltene Puffer kein Karbonatpuffer und damit nicht von der
umgebenden Kohlendioxidkonzentration abhangig.

3.5. Kontrolle

KontrollmefRung, bei der das Atmungsprofil der HaCat-Zellen Uberprift wird. Bei
dieser Messung wird kein Extrakt oder andere LOsung zugegeben, sondern

ausschlielllich das Melimedium, die Zellsuspension und die Wirkstoffe.

3.6. Atmungsprofil
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Die Atmung der HaCat-Zellen ohne Zusatz von Substanzen, Extrakten oder
Wirkstoffen ist die Basalatmung.

Bei Zugabe von Oligomycin wird die gemessene Atmung oligomycinresistente
Atmung genannt (Endkonz.: 3uM). Bei Zugabe des Entkopplers CCCP
(Endkont.:7,7uM) wird die gemessene Atmung als entkoppelte Atmung
bezeichnet. Die Antimycin A-resistente Atmung der HaCaT-Zellen ist die
Atmung, die nach Antimycin A-Zugabe erfolgt (Endkonz.: 4uM).

Das Atmungsprofil ergibt sich aus dem Zusammenspiel dieser drei Wirkstoffe.

4. Grundlagen

Es wird die Hemmung der Atmung der Keratinozyten gemessen. Dabei wird der
Textilschweilextrakt bzw. die zu untersuchende Losung in verschiedener
Konzentration in die MelRkammer zu den Zellen gegeben. Nach kurzer Zeit 1alt
sich ein veranderter Sauerstoffverbrauch/1Mio. Zellen *min. messen. Daraus |ait
sich dann die Hemmung der Atmung in Prozent angeben. Durch die
unterschiedlichen Konzentrationen des zugegebenen Textilschweillextraktes
bzw. der Substanzldsungen erhalt man eine Dosis-Wirkungskurve. Aus dieser lalit
sich dann der ICso-Wert ablesen.

5. Stérungen

Nicht I6sliche oder geloste fluchtige Substanzen kdnnen in diesem Test nicht
bericksichtigt werden. Ebenso beeintrachtigen Ausfallungen oder Substanzen,
die mit dem Melmedium ausfallen, den Keratinozytenatmungstest. In den
Textilextrakten oder den zu testenden LOsungen dirfen keine sauerstoff-
zehrenden Substanzen enthalten sein. Die Zellen muissen ein intaktes
Atmungsprofil aufweisen. Bei Spannungsschwankungen im Elektrizitatsnetz kann
es zur BeeinfluBung der Elektrode kommen.

Sind die Substanzen in einem Lésungsmittel gelost, das durch seine
Anwesenheit die Atmung der HaCaT-Zellen beeinflul’t, kann man die
Hemmwirkungen nicht eindeutig zuordnen.

6. Bezeichnung

Bezeichnung des Verfahrens zur Bestimmung der Hemmwirkung von
Textilinhalts- und begleitstoffen, Kosmetika, usw. auf die Atmung der HaCarT-
Zellen :

7. HaCaT-Zellen

Die Zellinie der HaCaT-Zellen wurde in Heidelberg entwickelt und ist noch nicht
uberall kauflich zu erwerben. Bereits aus einer kleinen Menge dieser Zellen kann
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ein Vielfaches gezuchtet werden. Durch Konservierung in flissigem Stickstoff
kdnnen die Zellen gelagert werden.

Um ein konstantes Atmungsprofil zu gewabhrleisten, mussen die Zellen ein Alter
von mindestens 10 Tagen, hdchstens jedoch von 14 Tagen erreicht haben. Die
zur Atmungsmessung geeigneten Passagen liegen im Bereich von P15 bis P90.

8. Gerate

-Brutschrank, der eine gleichbleibende 5 %ige CO.-Konzentration und eine
Temperatur von 37°C gewahrleistet.

-Sterilbox, mit deren Hilfe Mediumwechsel, Zellvermehrung und Zellernte unter
sterilen Bedingungen durchgefihrt werden.

-Zentrifuge, damit die Zellen vom Kulturmedium getrennt werden konnen.

-Mikroskop, zur Betrachtung der Zellkulturen, zur Erkennung von Infektionen und
Zellwachstum.

-Neubauer-Zzahlkammer zur Auszahlung der Zellen
-Behalter mit flissigem Stickstoff, zur Konservierung der HaCaT-Zellen.

-Tiefkihlschrank ( -15 - -20°C ), zur Aufbewahrung von Textilextrakten,
Wirkstoffen, FCS, Methylglycol, MeBmedium, usw.

-Kuhlschrank ( 3 - 7°C ), zur Aufbewahrung von Kulturmedium, Trypsin/EDTA-
Losung, PBS/EDTA-LOsung, usw.

-Osmometer [Knauer] zur Osmolaritatseinstellung der TextilschweilRextrakte
nach der Extraktion und der pH-Einstellung

-Sauerstoffmessgerat Strathkelvin Instruments Oxygen Meter Model 781
-Sauerstoffelektrode und Melkkammer

-Aufzeichnungsgerat ( LKB-Schreiber oder Computer ) zur Erfassung des
Sauerstoffverbrauchs

-Magnetruhrwerk und passendes Magnetruhrstick fir die MelRkammer

-Thermostat mit AnschluB an die Glaswand der MeRkammer, um eine
gleichbleibende Temperatur von 37°C wahrend der Messung zu gewéahrleisten.

-Mikroliterspritzen und passende Teflonschlauche zum Einfiihren von Substanzen
in die luftdicht verschlossene Mellkammer wahrend der Messung
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9. Chemikalien

-Ethanol zum Reinigen der MelRkammer

-Methylglykol

-Natriumchlorid

-Natriumdihydrogenphosphat-Hydrat
-L-Histidinmonohydrochlorid-Hydrat

-Natriumhydroxidlésung 0,1M; zur pH-Einstellung der Textilschweilextrakte
-Salzsaure 0,1M; zur pH-Einstellung der TextilschweilRextrakte

-Oligomycin [Serva], verwendete Stammldsung: 1,8 mM

-CCCP (Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazin) [Sigma]; verwendete
Stammldsung: 4,6 mM

-Antimycin A [Serva]; verwendete Stammldsung: 2,4mM
-Nartiumdithionit
-DMEM mit HEPES-Puffer als Melimedium

-DMEM mit 5% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin (10mg/l), 0,5% L-Glutamin
(200nM)

-0,05%ige EDTA-LOsung in PBS
-Trypsin/EDTA-LOsung

-Trypanblau-Losung zum Auszahlen der Zellen

10. Durchfuihrung

10.1 Probenvorbereitung

Die Textilien werden mit saurem Schweill nach DIN 54020 extrahiert (24 Stunden
bei 37°C). Nach Beendigung der Extraktion wird der Uberstand filtriert und der

pH-Wert auf 7,4 eingestellt. AnschlieBend wird durch Zugabe von
Natriumdithionit die Osmolaritat auf einen Wert von 300 Millosmol gebracht.
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Soll eine Substanz untersucht werden, so muf? diese in Losung gebracht werden.
Ist die Substanz nicht in Wasser |0slich, so wird sie in Methylglykol geldst. Beim
Einsatz der Methylglykollobsungen im Keratinozytenatmungstest ist jedoch
darauf zu achten, dal} die eingesetzte Menge 6 pl nicht Uberschreitet, da in
grolleren Mengen das Losungsmittel Methylglycol selbst toxisch auf die
Keratinozyten wirkt.

10.2 Zellgewinnung
Jedes Arbeiten mit den HaCaT-Zellen mul? unter sterilen Bedingungen erfolgen.
10.2.1 Zellkultivierung und Vermehrung

Die HaCaT-Zellen werden in dafur vorgesehenen Kulturgefallen in einem
Brutschrank bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Mediumwechsel erfolgt alle 2-4
Tage. Nach je 7 Tagen werden die Zellen passagiert. Das heift, das Medium
wird abgesaugt, ca. 2-4 ml EDTA/PBS-LOsung zugesetzt, 5 min. im Brutschrank
inkubiert, Uberstand abgesaugt, 2-4 ml Trypsin/EDTA zugegeben, 3-5 min. im
Brutschrank inkubiert, die gelosten Zellen mit der zehnfachen Menge der
Trypsin/EDTA-Losung an DMEM versetzt und im Verhaltnis 1:10 in neue
Kulturgefale Uberfuhrt. Nach ca. 5-7 Tagen sind die Zellen so dicht gewachsen,
daR ein lickenloser Zellrasen entsteht.

10.2.2 Zellernte

Die Ernte der HaCaT-Zellen erfolgt nach 10-14 Tagen nach dem Passagieren.
Dazu werden die gleichen Arbeitsschritte wie beim Passagieren durchgefuhrt.
Nach Aufnahme der abgelosten Zellen im Medium wird diese Losung in ein
Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 5 min. bei 1200 U/min zentrifugiert. Danach
wird der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in sehr wenig MeRmedium
aufgenommen und die Zelldichte mit einer Neubauer-Zahlkammer und
Trypanblau bestimmt. Die erhaltene Zellsuspension sollte eine Dichte von 20-50
*106% Zellen/ml haben.

Die Zellsuspension wird in einem Eisbad aufbewahrt und ist fur ungeféahr 4-6
Stunden verwendbar.

10.3. Die Atmungsmessung

Vor jeder Melserie wird die Elektrode geeicht. D.h. der Wert der
Sauerstoffkonzentration vom  Melmedium nachdem  Natriumdithionit
zugegeben wurde, wird als Nullwert genommen. Zeigt das ElektrodenmeRgerat
trotzdem eine Sauerstoffkonzentration in der luftdicht verschlossenen
MeRkammer an, so mul3 dies nachgeregelt werden.

In die gereinigte Mellkammer werden 600 pl des vortemperierten (auf 37°C)
MelRmediums gegeben. Die Elektrode wird so aufgesetzt, dal} sich in der
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MeRkammer keine Luft mehr befindet. Das Ruhrstiick darf beim Ruhren nicht an
die Elektrodenmembran anstol3en, da diese sonst beschadigt werden kdnnte.
Zeigt das Meligerat eine konstante Sauerstoffkonzentration an, so ist das
MelBmedium ausreichend vortemperiert. Jede weitere Zugabe von Zellen,
TextilschweiRextrakten, Substanzlosungen oder Wirkstoffen erfolgt mittels
Mikroliterspritzen mit einem Teflonschlauch, der seitich an der Elektrode
eingefuhrt wird. Die Menge der nun zugefuhrten Zellsuspension richtet sich nach
der Dichte der Zellen. Nach einer kurzen Anpassungsphase ist der
Sauerstoffverbrauch/min. stabil.

Nach ca. 2-3 min. wird dann der Textilschweillextrakt bzw. die Substanzlésung
zugefuhrt. Anschlielend werden je 1ul der Wirkstoffe Oligomycin, CCCP und
Antimycin A jeweils in die MelRkammer gespritzt und den lineare Sauerstoff-
verbrauch/min. erfalit. Nach jeder Messung werden die Elektrode und die
Melkammer griindlich mit Alkohol und destilliertem Wasser gesplilt.

Die erste Messung ist immer eine Kontrollmessung. Dabei wird kein Textil-
schweillextrakt oder eine Substanzlosung zugegeben, sondern nach der
Zellsuspension werden direkt die Wirkstoffe zugefuhrt. Kontrollmessungen
mussen innerhalb einer MeRserie wiederholt und kdnnen auch mit dem
Losungsmittel der Substanzen durchgefuhrt werden. Anhand von
Kontrollmessungen lalit sich das Atmungsprofil der HaCaT-Zellen ablesen.

11. Auswertung

Die Auswertung der Messungen erfolgt mit Hilfe eines Schreibers oder eines
Computers. Wichtig ist, dall der Sauerstoffverbrauch pro Minute abgelesen
werden kann. Er wird in nmol Oz / min*106 Zellen angegeben.

Die Bestimmung der Hemmung der Basalatmung wird wie folgt berechnet:

[Hemmung der Basalatmung in %] 100 %

[Atmungswert nach [Atmungswert nach [Basal- [Atmungswert
Zugabe des _ Zugabe von atmung] _ nach Zugabe
Textilschweiliextraktes Antimycin A] von Antimycin A]

bzw. der Substanzlésung]

Die Hemmung der CCCP-entkoppelten Atmung durch ein Textilschweillextrakt
oder eine Substanzldsung wird wie folgt berechnet:

[Basalatmung _ [Atmungswert nach [Atmungswert  _ [Atmungswert
der Messung ] Zugabe von | *F nach Zugabe nach Zugabe
Antimycin A] von CCCP] von Antimycin

Al
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100% [Hemmung der CCCP-
entkoppelten Atmung in %]
Wobei der Faktor F sich wie folgt berechnet:

F=[Atmungswert der CCCP-entkoppelten Atmung der Kontrolle]-[Atmungswert
nach Zugabe von Antimycin A bei der Kontrolle]

[Atmungswert der CCCP- _ [Atmungswert nach Zugabe von
F — entkoppelten Atmung der Antimycin A bei der Kontrolle]

Kontrolle]

[Atmungswert der _ [Atmungswert nach Zugabe von

Basalatmung der Kontrolle] Antimycin A bei der Kontrolle]

Aus den erhaltenen Werten fir die Hemmwirkung der Basalatmung bzw. die der
CCCP-entkoppelten Atmung lassen sich Dosis-Wirkungs-Kurven darstellen. Die
Konzentration wird Ublicherweise logarithmisch aufgetragen.

12. Gultigkeitskriterien

Die gewonnenen Ergebnisse konnen nur verwendet werden, wenn alle
Glltigkeitskriterien erfullt sind. Der Sauerstoffverbrauch des Mellimediums muf}
gleichbleibend einen konstanten Wert besitzen, bevor die Zellsuspension
zugegeben wird.Der Faktor F sollte mindestens 1,3 betragen, sonst ist die
Entkopplung der Atmung nicht mehr gewahrleistet. Die Werte der Basalatmung
der verschiedenen Messungen sollten ungeféahr gleich sein innerhalb einer
Melserie.

13. Angabe der Ergebnisse

Aus den erhaltenen Werten fur die Hemmwirkung der Basalatmung bzw. die der
CCCP-entkoppelten Atmung lassen sich Dosis-Wirkungs-Kurven darstellen. Die
Konzentration wird Ublicherweise logarithmisch aufgetragen. Der ICso-Wert 1413t
sich daraus ablesen.

14. Untersuchungsbericht
Der Bericht soll sich auf diese Verfahren beziehen und folgende Einzelheiten

beinhalten:
-Angabe der zu untersuchenden Textilie bzw. Substanz

123



-Angaben in welchem Losungsmittel die Substanz geldst und mit welchen
Konzentrationen gearbeitet wurde

-Alter der Zellen: Passage, Tag

-Besonderheiten, Abweichungen vom normalen Verfahren

L ebendauf

- Personliche Angaben:

Name: Karin Markgraf
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Hertz* Berlin; (Abschluf3: Abitur)
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