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1 Einleitung: Alternativen zum Tierversuch 

Der menschliche Organismus kommt im Laufe seines Lebens mit einer Vielzahl von 

chemischen und/oder biologischen Stoffen in Form von Chemikalien, Kosmetika und 

Arzneimitteln in Berührung. Die Sicherheit und Wirksamkeit (und Unbedenklichkeit) dieser 

Stoffe, die auf verschiedenen Expositionswegen (meist oral, pulmonal, dermal) mit dem 

menschlichen Körper in Kontakt gelangen können, müssen daher vorab geprüft werden. Sie 

werden anhand von Versuchen in der Zellkultur getestet, bevor sie ggf. auch in 

Tierversuchen geprüft werden, wobei sich die Anforderungen bei der Testung von 

Chemikalien, Kosmetika und deren Bestandteile sowie bei der Arzneimittelentwicklung 

deutlich unterscheiden. 

1.1 Rechtsrahmen in Deutschland und der Europäischen Union (EU) 

Chemikalien 

2007 trat die aktuelle EU-Chemikaliengesetzgebung (REACh (Registration, Evaluation, 

Authorisation and restriction of Chemicals), [29]) in Kraft. Nunmehr dürfen chemische Stoffe 

nur noch in der EU in den Verkehr gebracht werden, sofern sie bei der Europäischen 

Agentur für chemische Stoffe (European Chemicals Agency (ECHA)) registriert sind. Für die 

Registrierung von Stoffen mit einer Jahresproduktion oder -einfuhr größer einer Tonne 

werden im Registrierungsdossier Daten zu den physikochemischen Eigenschaften verlangt. 

Des Weiteren werden Untersuchungen der toxikologischen Effekte durch Reizung von Auge 

und Haut (in vitro), Sensibilisierung der Haut (in vivo), Mutagenität in Bakterienkultur (in vitro) 

sowie akute Toxizität und ökotoxikologische Auswirkungen auf Gewässerorganismen und 

der biotischen Abbaubarkeit der Stoffe gefordert. Bei Produktions-/Einfuhrgrößen, die 

10 Tonnen pro Jahr übersteigen, ist zusätzlich ein Stoffsicherheitsbericht vorgeschrieben. 

Darüber hinaus sind die Standardanforderungen für die toxikologische Prüfung der Haut- und 

Augenreizung durch in vivo Daten zu ergänzen. Die Mutagenität ist zusätzlich an 

Säugerzellen zu testen und neben der Ausweitung der akuten Toxizität auf inhalative und 

dermale Applikation sind die chronische Toxizität über 28 Tage, reproduktionstoxische sowie 

toxikokinetische Daten der Stoffe zu prüfen. Ein Expositionsszenario ergänzt das 

Registrierungsdossier eines gefährlichen Stoffes. Übersteigt die Produktion bzw. die Einfuhr 

einer Chemikalie 100 Tonnen pro Jahr, werden die toxikologischen Prüfungen bei 

wiederholter Applikation (subchronische Toxizität) und der Reproduktionstoxizität (pränatale 

Entwicklung und 2-Generationentest) intensiviert und bei der ökotoxikologischen Prüfung 

wird verstärkt die akute Belastung von Erdboden und Gewässer untersucht. Ab 1000 Tonnen 

pro Jahr müssen zusätzlich die Karzinogenität der Stoffe getestet und die Langzeitfolgen auf 
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Organismen untersucht werden [29]. Datenlücken sind nach Genehmigung der ECHA mit 

geeigneten Testverfahren vom Registranten zu beseitigen [27]. 

Zur Reduzierung redundanter Versuche (vor allem in Hinblick auf Tierversuche) sowie zur 

Standardisierung von Einstufung und Kennzeichnung der chemischen Stoffe wurden von der 

ECHA Datenbanken zur Verfügung gestellt, welche den Registranten einen 

Informationsaustausch ermöglichen. Die darin zu archivierenden Daten zu den einzelnen 

Stoffen müssen von den Herstellern bzw. Exporteuren eingepflegt werden. Zentraler 

Bestandteil bei der Datenerhebung für Sicherheitsbericht und Expositionsszenario zur 

Gefahrenabschätzung ist das von William Russell und Rex Burch entwickelte und 1959 

veröffentlichte 3R-Prinzip (Refine, Reduce, Replace) [130], wonach verstärkt 

Alternativmethoden zum Tierversuch eingesetzt bzw. bei Tierversuchen die Bedingungen für 

die Versuchstiere verbessert und die Versuchstierzahlen auf das unverzichtbare Minimum 

reduziert werden sollen. 

Neben den in vitro Testmethoden umfasst der von der ECHA definierte Begriff 

Alternativmethoden auch nicht-experimentelle Datenerhebungen. Dazu zählen unter 

anderem mathematische Vorhersagemodelle zur Struktur-Wirkungsbeziehung (QSAR) und 

Verfahren, die Daten mittels Übertragungs- oder Beweiskonzepten (read-across und weight-

of-evidence) bewerten. Gefordert ist außerdem der Verzicht auf Wiederholung aus 

wissenschaftlicher Sicht nicht nötiger, nicht möglicher oder aufgrund der geringen Exposition 

unnötig erscheinender Versuche [151]. 

Die mit der Implementierung von REACh befürchteten stark Steigerung der 

Tierversuchszahlen im Rahmen der geforderten Prüfungen hat sich bisher, dem ersten 

ECHA Bericht 2011 zufolge, nicht bestätigt. Bei den bis zum 28. Februar 2011 bei der ECHA 

registrierten Substanzen mit einer Jahresproduktion von mehr als 1000 Tonnen stammt die 

Mehrheit der Daten aus Tierversuchen. Jedoch wurden dabei weniger als 1% neue 

Tierversuche durchgeführt, da bereits toxikologische Daten vorlagen [151]. 

Kosmetika 

Bereits seit 1989 verzichtet die deutsche Kosmetikindustrie freiwillig auf die Testung 

kosmetischer Fertigprodukte im Tierversuch. Mit der Novelle des deutschen 

Tierschutzgesetz (TierSchG) von 1998 wurde die Prüfung von Kosmetika an Tieren 

gesetzlich untersagt (§ 7 Abs. 5) [14]. Auf EU-Ebene wurde 2003 durch die siebte Änderung 

der EU-Kosmetikrichtlinie [28] neben dem Verbot der Testung gebrauchsfertiger Kosmetika 

ein schrittweises Verbot von Tierversuchen zum Testen kosmetischer Inhalts- und Rohstoffe 

in Europa beschlossen (Abbildung 1). 

Seit September 2004 dürfen somit in der EU keine kosmetischen Fertigprodukte an Tieren 

getestet werden. Ab März 2009 war auch die Prüfung von Kosmetikbestandteilen und 
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-rohstoffen und deren Kombinationen an Tieren untersagt, wobei die komplexen Endpunkte 

Reproduktionstoxizität, Toxikokinetik und Toxizität bei wiederholter Verabreichung von 

diesem Verbot ausgenommen waren. Im M

Dann sollen notwendige Untersuchungen ausschließlich 

durchgeführt werden. Ab Juli 2013 ist das Inverkehrbringen von kosmetischen Mitteln

untersagt, deren einzelne Bestandteile, Kombinati

Fertigerzeugnisse an Tieren getestet wurde

1223/2009 [30]). 

Abbildung 1: Schrittweises Verbot von Tierversuchen mit Kosmetika und deren 
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Unterstützung mit mehr als 200 Mio.
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Alternativmethoden (ECVAM) solche Untersuchungen. Insgesamt 16 Alternativmethoden für 

7 verschiedene Endpunktkategorien sind dabei von der EU bereits anerkannt [26] (Tabelle 1, 

Stand 03/2012). 

Für die Untersuchung der Haut- und Augenreizung existieren auch jenseits der EU, d.h. in 

allen wichtigen Industrieländern, validierte und anerkannte in vitro Testverfahren (Haut: 

OECD TG 439; Auge: OECD TG 437, 438; Tabelle 1). Seit der Anerkennung durch die 

OECD 2009 und 2010 werden über 75% der Haut- und Augenirritationstests, die im Rahmen 

der REACh Gesetzgebung vorgeschrieben sind, mit in vitro Methoden durchgeführt [151]. 

Große Industrienationen wie die USA und Japan haben nach dem Vorbild der 

ZEBET/ECVAM entsprechende Institutionen aufgebaut (ICCVAM und JaCVAM) und 

kooperieren bei der Entwicklung und Validierung von Alternativmethoden und deren 

Anerkennung eng mit den europäischen Behörden. Die Angleichung der Bestimmungen im 

Hinblick auf tierversuchsfreie Testung von kosmetischen Rohstoffen/Bestandteilen und deren 

Kombinationen bzw. der Anforderungen an die Testung von Chemikalien erleichtern den 

globalen Handel. 

Arzneimittel 

Tier- und Humanarzneimittel unterliegen nicht der EU-Chemikaliengesetzgebung, sondern 

den strengeren Anforderungen der Arzneimittelgesetze (AMG, [13]) bzw. der EU-

Kosmetikrichtlinie [31]. Letztere fordert Tierversuche in der präklinischen Prüfung (EU 

2001/83/EG, Anhang 1). Existieren validierte in vitro Testmethoden zur toxikologischen 

Untersuchung der lokalen Verträglichkeit, deren Ergebnisse bei der Sicherheitsbeurteilung 

den Resultaten der Tierversuche äquivalent sind, können diese Testmethoden Tierversuche 

ersetzen [31] (Anhang 1 §4.2.3f Abs. 4). 
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Tabelle 1: Europaweit validierte und akzeptierte Alternativmethoden [26]. 
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Fortsetzung Tabelle 1: Europaweit validierte und akzeptierte Alternativmethoden [26]. 
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1.2 Humanhaut und biotechnologische Konstrukte 

Mit einer Oberfläche von bis zu 2 m2 bildet die Humanhaut eine wichtige Grenzfläche 

zwischen dem Körperinneren und seiner Umwelt. In Abhängigkeit von Lokalisation und Alter 

variieren die Dicke der Haut und das Vorkommen von Hautanhangsgebilden (Haare, Nägel, 

Talg- und Schweißdrüsen) stark. Die ausgebildete Barriere verhindert neben dem 

transepidermalen Wasserverlust (TEWL) das Eindringen von Fremdstoffen und -organismen. 

Zudem bietet sie kurzfristig einen natürlichen Schutz gegenüber energiereicher UV-

Strahlung. 

Makroskopisch sind drei Hautschichten erkennbar (Abbildung 2). Diese können 

mikroskopisch weitergehend differenziert werden [96]. 

 
Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Haut. Diese Abbildung wurde erstellt mit Servier Medical Art. 

1.2.1 Morphologie 

Die Epidermis (Oberhaut) ist ein mehrschichtiges verhornendes Plattenepithel. Mit einer 

Schichtdicke von 30-300 µm stellt sie die äußerste Struktur dar. Neben normalen humanen 

Keratinozyten (NHK) als größter Zellpopulation sind in der Epidermis Melanozyten, 

Langerhans-Zellen, Merkel-Zellen und Lymphozyten zu finden. Die Epidermis lässt sich von 

außen nach innen in Stratum corneum (Hornschicht), Stratum granulosum (Körnerschicht), 

Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und Stratum basale (Basalschicht) unterteilen. Das 

Stratum basale ist die innerste Zellschicht und besteht aus einer einzigen Zellreihe (in 

Abbildung 2 rosa gestrichelt angedeutet). Von diesem Proliferationsgewebe aus gelangen 

die sich durch Mitose fortwährend neu bildenden Keratinozytentochterzellen unter 

Differenzierung apikal bis in das Stratum corneum. Aus kubischen, kernhaltigen 

Keratinozyten werden schließlich flache, kernlose, verhornte Korneozyten, die etwa vier 



Einleitung 

 

Seite | 9  

Wochen nach der Entstehung als Hornschuppe abgeschilfert werden. Dieser Prozess der 

terminalen epidermalen Differenzierung kann in drei Stadien unterteilt werden [96]. 

Im Synthesestadium, vom unteren Stratum spinosum bis zum unteren Stratum granulosum, 

werden die für die Keratinisierung benötigten Vorläuferproteine und -lipide synthetisiert, wie 

beispielsweise die Strukturproteine Lorikrin, Involukrin, und die Lipide Phospholipide, 

Cholesterolsulfat, Sphingolipide und Glucosylceramide. Die Vorläuferlipide werden im 

Rahmen des Differenzierungsprozesses in den Odland-Körperchen (Lamellenkörperchen) 

des Stratum granulosum gespeichert [23, 85, 145]. Gegen Ende der Synthesephase lagert 

sich eine dünne Schicht aus den Strukturproteinen Lorikrin und Involukrin (auch als 

marginales Band bezeichnet) in Vorbereitung der Bildung der Hornhülle an die Innenseite 

der Plasmamembran an. Weitere typische epidermale Differenzierungsprodukte der 

Synthesephase sind: Keratinfilamente, Desmosomen und Zonula occludens [96], d.h. Tight 

Junctions, welche erst vor wenigen Jahren in der Haut nachgewiesen wurden [97]. 

Im anschließenden Transformationsstadium, welches in etwa dem unteren Stratum 

granulosum entspricht, werden in die Odland-Körperchen zusätzlich antimikrobielle Peptide 

und Enzyme eingeschlossen. Außerdem beginnt in den Keratohyalingranula des Stratum 

granulosum, welche aus Profilaggrin bestehen, die Spaltung von Profilaggrin zu Filaggrin. 

Das histidinreiche Matrixprotein Filaggrin führt zur vollständigen Aggregation der 

Keratinfilamente, die durch Vernetzung über Disulfidbrücken Keratinfibrillen des 

Zytoskelettes bilden, die für die mechanische Stabilität des Stratum corneums verantwortlich 

sind (68). Zusätzlich werden lysomale Enzyme (im oberen Stratum granulosum) freigesetzt, 

die angestoßen durch die Keratinisierung zur Auflösung von Zellkern und Zellorganellen 

führen. Dadurch flachen die Keratinozyten ab und wandeln sich in Korneozyten um [23, 36, 

96]. 

Im Terminalstadium (Übergang oberes Stratum granulosum bis Stratum corneum) vernetzen 

calciumabhängige, membrangebundene Transglutaminasen die Proteine des marginalen 

Bandes untereinander und mit dem Keratingerüst sowie den Desmosomen, wodurch der 

sogenannten „cornified envelope“ (Hornhülle) entsteht [23, 85, 87, 96, 145]. Die aus Histidin 

und Glutamin gebildeten Abbauprodukte von Filaggrin, Urocaninsäure und Pyrrolidon-5-

carbonsäure, sorgen zusammen mit freien Aminosäuren, Milchsäure und Harnstoff als 

„natural moisturizing factor“ (NMF) (natürliche Feuchthaltefaktoren) für die Aufrechterhaltung 

des Feuchtigkeitsgehaltes des Stratum corneum [12, 36, 124]. Dabei ist der Prozess der 

NMF-Bildung selbst wieder vom Hydratationslevel des Stratum corneums abhängig [12]. 

Zudem wird der Inhalt der Odland-Körperchen in den Interzellularraum freigesetzt. Die 

sezernierten Enzyme, Phospholipase A2, Steroidsulfatase und β-Glucocerebrosidase [120], 

wandeln die Vorläuferlipide in Abhängigkeit des pH-Gradienten (neutral nach sauer) in freie 

Fettsäuren (mitverantwortlich für die Azidifizierung) [35], Cholesterol und Ceramide im 
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Verhältnis 1:1:3 um. Diese Lipide ordnen sich im interzellularen Spalt zu Lipidlamellen an, 

die sich parallel zur Zelloberfläche der Korneozyten ausrichten. Dabei binden Ceramide mit 

langkettigen ω-Hydroxyfettsäuren kovalent an Proteine der Hornhülle (unter anderem 

Involukrin) [17, 120]. Die enge Verzahnung Amid-gebundener Fettsäuren der Ceramide mit 

freien Fettsäuren führen zur Ausbildung von Bereichen mit einer Gel-Phasen-artigen 

Membran, die von flüssig-kristallinen Bereichen unterbrochen sind [12, 17]. 

Die Kombination aus Zell-Zellverbindungen über Zonulae occludentes und der Verschluss 

des Interzellularraumes mit Lipiden sind essentiell für die Ausbildung der Diffusionsbarriere 

der Epidermis. Dadurch kann der transepidermale Wasserverlust reduziert werden. Zugleich 

bildet sich eine Struktur aus, die eine Plastizität und Widerstandsfähigkeit gegenüber 

Scherkräften besitzt [23, 85]. 

Die Basalmembran (dermoepidermale Verbindungszone) setzt sich aus der Lamina lucida, 

Lamina densa, Fibrillen, dermalen Kollagenfasern und dermaler Matrix zusammen. Sie sorgt 

für eine stabile Verbindung zwischen Epidermis und Dermis. Die Lamina lucida ist über 

Verankerungsfilamente mit der Plasmamembran der Basalzellen und die Lamina densa über 

Verankerungsfibrillen- und Mikrofibrillenbündel mit der Dermis verbunden [96]. 

Die Dermis besteht aus drei Hauptkomponenten: Zellen (vorrangig: normalen humanen 

dermalen Fibroblasten (NHDF)), Fasern und einer Matrix. Zu den dermalen Zellen gehören 

neben Fibroblasten Makrophagen (Histiozyten), Mastzellen und Melanozyten, Langerhans-

Zellen und Lymphozyten. Dermale Fasern umfassen Kollagenfasern, Verankerungsfibrillen 

und elastischen Fasern. Die dermale Matrix ist ein Vielkomponentengemisch, das sowohl 

von Fibroblasten als auch Keratinozyten synthetisiert wird. Sie besteht unter anderem aus 

Proteoglykanen (langen, dünnen Makromolekülen mit Polysaccharid-Seitenketten) wie 

Hyaluronsäure und Dermatansulfat, Wasser, Proteinen und Kohlenhydraten. Die 

Schichtdicke der Dermis variiert in Abhängigkeit vom Lokalisationsort. Histologisch lässt sich 

die Dermis weiter in Stratum papillare und Stratum reticulare auftrennen. 

Das Stratum papillare setzt an der dermoepidermalen Verbindungszone an, in die 

Verankerungsfibrillen (quergestreifte Kollagenfibrillen aus Kollagen Typ VII) ziehen, welche 

für die feste Verankerung zwischen Epidermis und Dermis sorgen. In dieser Schicht sind 

hauptsächlich dermale Zellen und Matrix zu finden. 

Das darüber liegende Stratum reticulare wird vorrangig aus dermalen Fasern gebildet. Die 

Kollagenfasern sorgen mit ihrer netzartigen Anordnung für die mechanische Stabilität und 

Dehnbarkeit der Dermis. Sie sind aus dem Hauptstrukturprotein des Bindegewebes, 

Kollagen I, aufgebaut. Die elastischen Fasern (bestehend aus Elastin und Fibrillin) sorgen für 

Festigkeit und Elastizität der Dermis [96]. 
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1.2.2 Rekonstruierte Epidermis und Humanhaut 

Eine Weiterentwicklung der zweidimensionalen Mono- oder Ko-Kulturen aus Keratinozyten 

und/oder Fibroblasten (zumeist zur Aufklärung von pathologischen, physiologischen, 

biologischen und Substanzeffekten genutzt) stellen organotypische „Hautmodelle“ dar, 

welche die natürlichen Gegebenheiten der Haut besser imitieren [77]. 1975 beschrieben 

Rheinwald und Green [127] eine Methode, welche eine fortlaufende Kultivierung von NHK 

ermöglicht, und zeigten, dass die oberen Schichten einer NHK-Kolonie bei mehrschichtigem 

Wachstum verhornen. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde es möglich, große 

Mengen an NHK zu generieren und ein mehrschichtiges Gewebe nachzubilden. 1988 wurde 

das erste Autotransplantat humaner Haut (Epicel®, Genzyme Corporation, Cambridge, 

Massachusetts (USA)) vermarktet [15, 116]. 

Humanhautkonstrukte können in rekonstruierte humane Epidermis (RHE) und rekonstruierte 

humane Vollhaut (RHS) unterschieden werden. Für die Konstruktion von RHE werden NHK 

auf Membranen (Zelluloseacetat oder Polycarbonat), z.B. in Form von Zellkultureinsätzen, 

ausgesät. Die Zellen werden in einer Submerskultur vermehrt und bilden eine vielschichtige 

Matrix aus. Nach Abschluss der Proliferationsphase wird der Spiegel an Nährmedium bis zur 

Membran abgesenkt, sodass die Zellschichten in Luftkontakt treten (sogenannter „Air Lift“). 

Dieser Reiz führt zur Differenzierung der Zellen, die daraufhin die verschiedenen 

Epidermisschichten der Haut ausbilden [165]. 

RHS bestehen aus zwei unterschiedlichen Matrixelementen, die nacheinander aufgebaut 

werden. Als Erstes wird die Dermis rekonstruiert. Dies kann durch Einbettung von NHDF in 

ein Kollagengel geschehen, oder es werden Dermis-Äquivalente genutzt, die auf de-

epidermisierter Dermis, extrazellulärer Matrix (synthetischer oder biologischer Herkunft), 

Gerüstsubstanzen oder Schwämmen basieren. Die NHK werden darauf ausgesät und 

zunächst submers, anschließend als „Air Lift“-Kultur kultiviert (Abbildung 3) [77, 165]. 

Vorteil dieser Konstrukte ist die Möglichkeit der Untersuchung von Zell-Matrix-/ Zell-Zell-

Interaktionen [21, 77] sowie von Untersuchungen zu Hautirritation, Hautkorrosion, 

Phototoxizität und perkutaner Absorption an einer der Humanhaut äquivalenten Epidermis. 

Kommerziell verfügbare RHE sind für diese Zwecke als Alternative zum Tierversuch validiert 

und Gegenstand von OECD Richtlinien (Tabelle 1, Seite 6) [108, 109, 138]. Die Konstrukte, 

allen voran das RHE EpiDerm, unterscheiden sich histologisch geringfügig in der 

Feinstruktur von menschlicher Humanhaut. Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum 

granulosum und Stratum corneum inklusive der charakteristischen Lamellenkörperchen 

(Odland-Körperchen) und Keratohyalingranula des Stratum granulosum sind vorhanden, 

jedoch zeigen die Konstrukte intrazelluläre Lipideinschlüsse in Stratum basale, Stratum 

spinosum und Stratum corneum sowie kristallines Cholesterol im Stratum corneum, welche 
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in der Humanhaut nicht vorkommen. Auffällig ist die starke Verhornung der Konstrukte. Ihr 

Stratum corneum ist fast doppelt so dick wie das der Humanhaut [117]. 

 
Abbildung 3: Prinzip der Konstruktion humaner Vollhaut. Diese Abbildung wurde erstellt mit Servier 
Medical Art. 

Ferner zeigen sich deutliche Abweichungen zu den Eigenschaften der Humanhaut, 

insbesondere ist die Barriere der Konstrukte geringer als bei Humanhaut. Ursache hierfür ist 

vermutlich das abweichende Lipidprofil [165]. Besonders groß sind dabei die Unterschiede 

im Ceramidprofil. Ceramid 7 (normalerweise zu etwa 10% vorhanden) wurde in keinem der 

untersuchten RHE (EpiDerm, SkinEthic, Episkin) gefunden und Ceramid 5 (normalerweise 

zu etwa 20% vorhanden) und 6 (normalerweise zu etwa 5% vorhanden) waren in nur 

geringen Mengen (ca. 3-8% bzw. 1-2%) nachweisbar, wohingegen von Ceramid 2 

(normalerweise zu etwa 25% vorhanden) deutlich höhere Mengen (ca. 40-53%) gefunden 

wurde [66, 117, 118]. Entscheidend für die Synthese von Ceramid 5, 6 und 7 ist die Fähigkeit 

zur Hydroxylierung der gesättigten C24-Fettsäure (Lignocerinsäure) an Position 2 zu 

Cebronsäure (2-Hydroxytetracosansäure). Das würde erklären, weshalb Ceramid 2 

(Lignocerinsäure) verstärkt in den rekonstruierten Häuten gefunden wurde. 

Seit neustem werden auch Hautkrankheiten wie atopische Dermatitis, Psoriasis oder 

Ichtyosis in Form von Hautmodellen nachgebaut [4, 64, 74, 111, 144]. Diese bieten unter 

anderem die Möglichkeit, die Ätiologie der Erkrankung, deren Entwicklung und die Therapie 

auf molekularer Ebene zu erforschen. Ebenso lassen sich assoziierte Erkrankungen wie 

bakterielle und/oder Pilzerkrankungen untersuchen. Das Penetrations- und 

Permeationsverhalten geschädigter Haut wurde bislang durch das Setzen gezielter 

Hautläsionen (wie mittels „Tape stripping“ oder Chemikalien) untersucht [18]. 
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Krankheitsmodelle könnten wichtige Erkenntnisse über Eindringtiefe von Substanzen und 

Mikroorganismen liefern, um dadurch Arzneistoffe und Wirkstoffe von Kosmetika und 

Stoffformulierung zu verbessern oder - bei Chemikalien - deren Gefährlichkeit besser 

einzuschätzen. Jedoch ist die Nutzung von Krankheitsmodellen bei der Erforschung von 

Behandlungsmöglichkeiten bislang noch limitiert. T-Lymphozyten, die an der Pathogenese 

der Psoriasis beteiligt sind, und deren Interleukin 2-Produktion die Hyperproliferation der 

Keratinozyten auslöst, sind bislang nicht intergrierbar [144, 163]. 

Ferner gibt es Bestrebungen, Langerhans-Zellen [33, 112] und Blutgefäße [9] in die 

Konstrukte zu integrieren. Dadurch wird sich das Spektrum der Forschungsmöglichkeiten 

erweitern. Neben molekularbiologischen Untersuchungen zu Ablauf, Reaktionspartnern und 

Beeinflussungsmöglichkeiten der dermalen Immunreaktion, Sensibilisierung oder 

Allergisierung, könnte die systemische Verfügbarkeit dermal applizierter Stoffe direkt 

gemessen werden. Auf Basis der sich daraus ergebenden Erkenntnisse könnten 

Vorhersagemodelle für die verschiedenen Einsatzgebiete (Chemikalien, Kosmetika und 

Arzneimittel) entwickelt werden. Die Nutzung von rekonstruierter Humanhaut als 

Alternativmethode zum Tierversuch für die Sicherheits- und/oder Risikoabschätzung von 

Chemikalien bei dermaler Exposition ist - wie in REACh gefordert - bei entsprechender 

Validierung und Anerkennung möglich. Ebenso können Kosmetikzubereitungen und deren 

Bestandteile damit auf ihre Verträglichkeit getestet werden. Des Weiteren eröffnet für die 

Arzneimittelentwicklung diese Grundlagenforschung Chancen, neue Angriffspunkte von 

Arzneistoffen zu identifizieren, Arzneiformulierungen und -stoffdosierungen zu verbessern 

und neue Behandlungsmöglichkeiten präklinisch zu testen. 

Die rekonstruierten Humanhäute sind hinsichtlich ihrer Penetrations- und 

Permeationseigenschaften bereits mit den OECD-Standardtestsubstanzen Testosteron und 

Koffein gut charakterisiert [2, 138, 139, 141]. Zur Nutzung der Konstrukte als Surrogat für 

Versuche an Humanhaut ist das Spektrum der Biotransformationsenzyme von großer 

Bedeutung, weshalb deren Genexpression von verschiedenen Wissenschaftlern intensiv 

untersucht wird [22, 38, 59, 83, 84, 100]. Die Untersuchung der 

Biotransformationskompetenz von rekonstruierter Humanhaut sowie deren Vergleich zur 

Humanhaut ex vivo hat in den letzten Jahren stark zugenommen [43, 44, 59, 158]. Die 

Ergebnisse aus Biotransformations- und Absorptionsstudien könnten daher zu einer 

umfassenden Charakterisierung der kommerziellen Konstrukte führen. Daraus würde sich 

bei entsprechender Anerkennung und Validierung die Möglichkeit eines in vitro 

Testverfahrens als Alternative zum Tierversuch ergeben. 
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1.3 Fremdstoffmetabolismus der Haut 

Bislang galt die Leber als eines der bedeutendsten biotransformationsfähigen Organe. In den 

letzten Jahren rückte jedoch die Humanhaut in den Fokus von Wissenschaftlern, da sie mit 

ihrer großen Oberfläche eine wichtige Grenzfläche zur Umwelt darstellt und häufig 

Xenobiotika ausgesetzt ist. Ausgehend von den Erkenntnissen zum Leber-Metabolismus 

wurden hepatisch-dominante Enzyme in der Haut gesucht und gefunden. Esterasen haben 

eine wichtige Funktion durch Spaltung von Esterstrukturen in Rahmen einer Phase-I-

Biotransformation. Die freigelegten Carboxyl- und Hydroxylgruppen können anschließend in 

der Phase II der Biotransformation mit körpereigenen Substanzen konjugiert werden, sodass 

eine renale oder biliäre Eliminierung erfolgen kann. Die geschilderten Prozesse laufen 

vorrangig in der Leber ab, aber auch andere Gewebe wie die Haut zeigen 

Biotransformationskompetenzen [42]: Esterasen sind ubiquitär in verschiedenen Geweben 

zu finden [58, 86]. 

Die in Dermatika besonders häufig eingesetzten Ester-Prodrugs erhöhen die Lipophilie der 

Arzneistoffe. Dies verbessert die Penetration in das Stratum corneum. In der Epidermis 

erfolgt dann die Abspaltung der Estergruppe und Freilegung des wirksamen Arzneistoffes. 

Durch die Esterspaltung kann die Wirkstärke des Arzneistoffes verändert werden. Zum 

Beispiel wird Prednicarbat (GC-Klasse nach Nieder: II; [105]) durch enzymatische Spaltung 

zu Prednisolon-17-ethylcarbonat umgewandelt [42], welches eine vergleichbare 

Bindungsaffinität zum Glucocorticoid-Rezeptor wie Prednicarbat und Dexamethason (GC-

Klasse nach Nieder: I/II; [105]) zeigt, jedoch deutlich niedriger ist als bei Betamethason-17-

valerat (GC-Klasse nach Nieder: II/III; [105]) [152]. Die antiinflammatorische Wirkung wird 

durch den Biotransformationsschritt von Prednicarbat zu Prednisolon-17-ethylcarbonat nicht 

reduziert [134]. Die weiteren Metabolite der Prednicarbat-Biotransformation Prednisolon-21-

ethylcarbonat (durch Acylmigration aus Prednisolon-17-ethylcarbonat entstehend [42]) und 

Prednisolon (durch enzymatische Esterspaltung von Prednisolon-21-ethylcarbonat [42]) 

zeigen dagegen eine deutlich geringere Affinität zum Glucocorticoid-Rezeptor [45]. Die 

dadurch bedingte geringere Inhibition der Ausschüttung von Interleukinen, einhergehend mit 

einer weniger starken Reduzierung der Fibroblastenproliferation und der Kollagensynthese 

vermindert das Risiko einer Hautatrophie [172], welches die häufigste unerwünschte 

Arzneimittelwirkung topisch applizierter Glucocorticoide darstellt [70]. Ebenso sinkt durch die 

Biotransformation zu Prednisolon (GC-Klasse nach Nieder: I; [105]) der antiinflammatorische 

Effekt im Vergleich zu Glucocorticoiden der Klasse II [70, 82, 134]. 

Dies zeigt, dass die dermale Exposition bei der Beurteilung von Toxizität eine große 

Bedeutung hat. Die Haut schützt den Organismus vor äußeren Einflüssen. Erst kürzlich 

wurde entdeckt, dass sie neben der Resorptionsbarriere auch über die Biotransformation von 
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Fremdstoffen (Xenobiotika) protektiv wirken kann. Daher erforschten im BMBF-

Verbundvorhaben „Charakterisierung der metabolischen Kapazität von in vitro Hautmodellen 

zum Zwecke der Identifizierung eines optimalen Modells für die Hauttoxizitätsprüfung sowie 

zur Expositionsabschätzung von Substanzen mit dermaler Biotransformation“ (2009-14) 

Wissenschaftler aus der Industrie (BASF, Henkel), nationalen Behörden (Bundesinstitut für 

Risikobewertung (BfR), Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und 

Ergänzungsmethoden zum Tierversuch (ZEBET)) und Universitäten (Rheinisch-Westfälische 

Technische Hochschule Aachen (RHTW Aachen, Freie Universität Berlin, FU) die 

Biotransformation in RHS verschiedener Hersteller (MatTek: EpiDerm FT, Henkel: 

Phenion FT, Cell Systems: AST 2000) anhand von Modellsubstanzen vergleichend zu 

Humanhaut ex vivo und RHE (MatTek: EpiDerm). Die FU Berlin verantwortet die Testung 

von Arzneistoffen (Prednicarbat und Testosteron). Ferner wurden im Rahmen des Projektes 

wichtige Biotransformationsenzyme des Phase-I- und -II-Metabolismus dieser und anderer 

Stoffe, wie CYP1A1, CYP2B6, CYP2C19, CYP3A4 und N-Acetyltransferase (NAT), Flavin-

abhängige Monooxygenasen (FMO), Alkohol-Dehydrogenase (ADH), Aldehyd-

Dehydrogenase (ALDH) und Esterasen untersucht. 

Fremdstoffmetabolisierende Esterasen 

Das “Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular 

Biology“ (NC-IUBMB) klassifiziert Esterasen weiterführend hinsichtlich ihrer Spezifität zur 

Spaltung bestimmter Bindungsarten und ihren bevorzugt umgesetzten Substraten. Die 

physiologischen Substrate der verschiedenen Esterasen sind meist unbekannt, die 

Präferenzen für bestimmte Substrate können sich zwischen den verschiedenen Esterase-

Klassen überschneiden [92, 160]. Nicht selten spalten Esterasen neben Carbonsäure-Estern 

auch Amide, Thiolester und Phosphate. Zudem können Esterspaltungen auch durch andere 

Hydrolasen katalysiert werden. So spaltet beispielsweise die Carbonat-Dehydratase einfache 

Ester [115, 160]. Versuche am isolierten Enzym zur Charakterisierung der Esterasen sind 

problematisch, da unbekannte Faktoren Einfluss auf die Reaktion nehmen können. Hinzu 

kommt, dass es von Esterasen verschiedene Isoformen gibt, die eine unterschiedliche 

Substratspezifität und Verteilung aufweisen können [160]. 

Das Vorkommen von Esterasen in Leber und Dünndarm wurde bereits untersucht [61], die 

Erkenntnisse über dermale Esterasen sind jedoch bislang unzulänglich [1, 22, 158]. Die 

Auswahl von Standardsubstanzen wie Fluorescein (FDA) und die Entwicklung von 

Testprotokollen können bei der umfassenden Klärung der Esteraseaktivitäten von Enzymen 

(z.B. der Haut) hilfreich sein. 
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1.4 Methodische Grundlagen der Versuche 

Esteraseaktivitätsbestimmung 

Das nicht fluoreszierende Fluoresceindiacetat ((6'-Acetyloxy-3-oxospiro[2-benzofuran-1,9'-

xanthene]-3'-yl) acetat; FDA) wird von Esterasen in fluoreszierendes Fluorescein gespalten. 

Dieser Prozess ist fluorimetrisch erfassbar. Dazu werden die Fluoresceindiacetat/Fluorescein 

enthaltende Lösungen mit Licht (λ=485 nm) angeregt, und emittieren daraufhin Energie in 

Form von Licht mit einer Wellenlänge von 520 nm. 

 
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes. Diese Abbildung wurde erstellt mit 
Servier Medical Art. 

Die von der Produktkonzentration abhängige Fluoreszenzintensität kann dabei zur 

Kalkulation der kinetischen Parameter der Esteraseaktiviät genutzt werden. 

Viabilitätsuntersuchung 

Bei der Esteraseaktivitätsbestimmung an Zellkulturen müssen zellschädigende und damit 

aktivitätsmindernde Einflüsse durch die Versuchsbedingungen ausgeschlossen - bzw. 

berücksichtigt - werden. Dazu eignet sich die MTT-Methode [98, 114]. Dabei wird gelbes 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid), das in die Zellen 

aufgenommen wird, durch mitochondriale Succinyldehydrogenase [98], dem NADH/NADPH-

System [7] oder endosomalen/lysosomalen Enzymen (NEM-sensitive Flavinoxidasen [80] zu 

violettem Formazan reduziert (Abbildung 5). Formazan wird mittels der MTT-Lyse-Lösung 

aus den Zellen extrahiert und photometrisch quantifiziert, die Farbstoffmenge korreliert mit 
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der Viabilität der Zellen. Dazu wurde von Frau Anja Schwanke für den Arbeitskreis eine SOP 

entwickelt, welche an die Versuchsbedingungen der Esteraseaktivitätsbestimmung 

angepasst wurde (2.2.6, Seite 47) [137]. 

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Ablaufes der Viabilitätsuntersuchung. Diese Abbildung 
wurde erstellt mit Servier Medical Art. 

Proteinquantifizierung 

Schließlich gilt es auch hinsichtlich der Zellzahl die Ergebnisse zu normalisieren, was 

anhand des Proteingehaltes möglich ist. Der Bicinchoninsäure-Assay stellte eine 

Kombination aus Biuret-Reaktion mit Bicinchoninsäure (BCA) dar. Dabei wird Cu2+ durch 

Tyrosin, Tryptophan, Cystein und Cystin in alkalischer Lösung zu Cu+ reduziert. Cu+ wird von 

BCA komplexiert, was am Farbumschlag von türkis nach violett erkennbar ist (Abbildung 6). 

Diese Methode wurde als Alternative zum Lowry-Assay 1985 von Smith et al. entwickelt 

[149]. 

 

Abbildung 6: Chemische Reaktion bei der Proteinbestimmung mit Bicinchoinsäure (BCA). 

Esteraseinhibition 

Inhibitoren bieten die Möglichkeit einzugrenzen, welche Enzyme an der Umsetzung von FDA 

beteiligt sind. Die Auswahl der möglichen Inhibitoren erfolgte aufgrund der strukturellen 

Voraussetzungen, die für die Metabolisierung von Bedeutung sind. FDA (Abbildung 7) weist 

zwei Phenolester und eine Benzoesäurelaktonstruktur auf, welche mittels Hydrolasen (EC3) 

gespalten werden können. 
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Abbildung 7: Struktur von Fluoresceindiacetat (FDA), relevante Phenolesterstrukturen (grüne Rechtecke) 
und Benzoesäurelaktonstruktur (rote Elipse) herausgestellt. 

Hydrolasen werden im Klassifikationssystem des NC-IUBMB in Untergruppen unterteilt. Zur 

Gruppe der Carboxylesterhydrolasen (EC3.1.1) gehören Enzyme, die an der Umsetzung von 

Fluoresceindiacetat zu Fluorescein beteiligt sein könnten (Tabelle 2). 

Tabelle 2: Auswahl von Carboxylesterhydrolasen, typische Substrate und spezifische Inhibitoren. 

Enzyme Substrate Inhibitoren 

Carboxylesterase 

(EC3.1.1.1) 
aliphatische Ester 

Bis-(4-Nitrophenyl)-phosphat, 

Benzil 

Arylesterase 

(EC3.1.1.2) 
aromatische Ester N-Ethylmaleinimid 

Acetylesterase 

(EC3.1.1.6) 
Essigsäureester - 

Acetylcholinesterase 

(EC3.1.1.7) 
Acetylcholin Neostigmin, Physostigmin 

Zur Inhibition der Carboxylesterasen wurden ein phosphathaltiger Inhibitor (Bis-(4-

Nitrophenyl)-phosphat) und ein nicht phosphathaltiger (Benzil) eingesetzt. Eine 

Untersuchung der Acetylesterasen war aufgrund fehlender selektiver Inhibitoren nicht 

möglich. Darüber hinaus werden generelle Zweifel über die Existenz von Acetylesterasen 

geäußert [160]. Acetylcholinesterase-Inhibitoren wurden als Negativkontrolle eingesetzt. 

Dabei wurde Neostigmin für die Inhibitionsversuche mit Homogenisaten und Physostigmin 

für die Zellversuche verwendet, da es keine Partialladung besitzt und dadurch in die Zellen 

aufgenommen werden kann. Zusätzlich wurde ein unspezifischer Serinproteaseinhibitor 

(Phenylmethylsulfonfluorid, PMSF) zur unspezifischen Hemmung der Esterhydrolyse 

verwendet. 
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Genexpressionsuntersuchung 

Die Genexpressionsuntersuchung ermöglicht es, Gene anhand ihrer typischen 

Gensequenzen zu identifizieren. Dadurch kann die Verteilung verschiedener Enzyme in 

Geweben lokalisiert und in ein quantitatives Verhältnis zu einem Gen des 

Grundstoffwechsels gesetzt werden. 

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 

Die aktuelle Rechtslage veranlasst verstärkte Bestrebungen zur Entwicklung von 

Alternativmethoden zum Tierversuch. Da die menschliche Haut eine wichtige Grenzfläche 

zur Umwelt und vielfach die erste Kontaktfläche mit Fremdstoffen darstellt, war und ist sie 

Objekt intensiver Untersuchungen. Ferner steht sie durch das EU-Chemikaliengesetz 

(REACh) und durch die neue, demnächst in Kraft tretende EU-Kosmetikverordnung im Fokus 

der Erforschung von Alternativmethoden zum Tierversuch. Hinsichtlich ihrer Penetrations- 

und Permeationseigenschaften sind einige Konstrukte gut charakterisiert, RHE: [138, 139], 

RHS: [2, 141]. Die Konstrukte der Humanhaut sind in den Penetrations- und 

Permeationseigenschaften ähnlich, aber nicht identisch. Auch die zunehmenden 

Erkenntnisse über dermale Metabolisierung und deren Bedeutung erfordern es, die 

Konstrukte mit Humanhaut zu vergleichen. Parallele Arbeiten haben gezeigt, dass sich die 

Expressionsmuster der Enzyme zwischen den rekonstruierten Humanhäuten unterscheiden 

[43, 44, 100], aber Ähnlichkeiten zur Humanhaut aufweisen [59, 110]. 

Aufgrund des verbreiteten Einsatzes von Estern in Dermatika war die Entwicklung einer 

Standardmethode zur quantitativen Bestimmung der Esteraseaktivität ein wichtiger 

Teilaspekt dieser Dissertation. Eine solche Methode sollte basierend auf einer breit 

eingesetzten, einfach quantifizierbaren Markersubstanz wie FDA zur quantitativen 

Bestimmung der Esteraseaktivität in rekonstruierten Geweben und Humanhaut entwickelt 

werden (Abbildung 4, Seite 16). 

Die Methodenentwicklung erfolgte zunächst in der Zellkultur mit primären Keratinozyten und 

Fibroblasten. Anhand der HaCaT-Zelllinie sollte anschließend die Präzision der Methode 

ohne eine Beeinflussung durch die biologische Variabilität primärer Zellen überprüft werden. 

Des Weiteren war die Beeinflussung der Viabilität der Zellkultur durch die 

Versuchsbedingungen der Esteraseaktivitätsbestimmung durch ein Testverfahren wie den 

MTT-Test zu prüfen. 

FDA weist ähnliche stoffbezogene Eigenschaften wie Prednicarbat auf (Tabelle 19, Seite 88) 

und könnte diesbezüglich eine Modellsubstanz sein. Daher sollten die Enzymaktivitäten der 

Humanhaut und der rekonstruierten Humanhaut bestimmt und anhand der FDA-Spaltung mit 

dem Prednicarbat-Metabolismus verglichen werden. 
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Ein weiterer Aspekt der Arbeit war die Identifizierung der Esterasetypen, die am Umsatz von 

FDA zu Fluorescein beteiligt sind. Eine erste Eingrenzung sollte über eine 

Enzyminhibitionsmethode erfolgen, die es zuvor zu entwickeln und etablieren galt. Zur 

Sicherung der Erkenntnisse sollte eine Genexpressionsanalyse der FDA-metabolisierenden 

Enzyme und deren Isoformen angeschlossen werden. 

Die neuen Methoden sollten in SOPs standardisiert und Partnerlaboren verfügbar gemacht 

werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Technische Geräte 

-80°C Gefrierschrank Hera freeze Heraeus, Hanau 

Akkulan 3Ti (Dermatom) B.Braun, Melsungen 

BioDocAnalyze Biometra, Göttingen 

Brutschrank BB6220 Heraeus, Hanau 

Centrifuge 5415D (Kühlzentrifuge) Eppendorf, Hamburg 

Elektronische Pipette (Charlotte/Ovation) VistaLab, Brewster, New York, USA 

FLUOstar Optima BMG Labtech, Offenburg 

Gelelektropheresekammer Biometra, Göttingen 

Heizplatten-Magnetrührer (IKA-Combimag) IKA-Werke, Staufen 

LightCycler® 480 Roche, Mannheim 

Lochstanze Ø 1 cm Bauhaus 

Maßkolben (10,0 mL, 50,0 mL und 1,0 L) Brand, Wertheim 

Mettler AK160 Laborwaage Mettler, Gießen 

Mettler Toledo XS205 Analysenwaage Mettler Toledo, Gießen 

Neubauer-Zählkammer (0,0025 mm²; 0,1 mm) Zeiss, Jena 

Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert 135 Zeiss, Jena 

pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin 

Pinzetten (anatomisch/chirurgisch) Carl-Roth, Karlsruhe 

Pipetten Eppendorf Research® Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhilfe Easypet® Eppendorf, Hamburg 

PowerPack P25 Biometra, Göttingen 

SG-Labostar 2-DI/ -UV SG-Wasseraufbereitung + 
Regenerierstation GmbH, Barsbüttel 

Sterilarbeitsbank LaminAir® Heraeus, Hanau 

T-Gradient Biometra, Göttingen 

Thermoblock Biometra, Göttingen 

TissueLyser II Qiagen, Hilden 

Ultraschallbad Sonorex®
 RK 100 Bandelin, Berlin 

UV-Meter WPA Biowave DNA Biochrom Ltd., Cambridge, UK 
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Vakuum-Pumpe Universal Vacuum System Plus 
UVS 400A 

Savant, Bethesda, Maryland USA 

Vortex-Gerät Bender & Hobein, Zürich, CH 

Wasserbad Gesellschaft für Labortechnik, 
Burgwedel 

Zentrifuge Heraeus pico 17 Thermo scientific, Langenselbold 

Zentrifuge Megafuge®
 1.0R Heraeus, Hanau 

2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialen 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES) 

Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

20 mL Spritzen B.Braun, Melsungen 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) 

Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Aceton, Chromasolv Plus für HPLC Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Agarose Carl-Roth, Karlsruhe 

Benzil Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Bis-(4-nitrophenyl)phosphat (BNPP) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Bovines Serumalbumin (BSA) Thermo scientific, Schwerte 

Calciumchloriddihydrat (CaCl2·H2O) Carl-Roth, Karlsruhe 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl-Roth, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl-Roth, Karlsruhe 

Dinatriumethylendiamintetraessigsäureacetat-
dihydrat (Na2EDTA-2H2O) 

Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

DNase I, Amplification grade, AMPD1 Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Essigsäure Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom, Berlin 

Fluorescein (definierter Gehalt) Alfa Aesar, Karlsruhe 
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Fluoresceindiacetat (definierter Gehalt) Alfa Aesar, Karlsruhe 

GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x in 
Wasser 

Biotium, Hayward, Californien USA 

GelredTM Nucleic Acid Stain Biotrend, Köln 

GeneRuler 50 bp DNA ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

Kaliumchlorid (KCl) Sigma-Aldrich, Schnelldorf; 
Merk, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Keratinozytenbasalmedium (KBM) Lonza, Köln 

Keratinozytenwachstumsmedium (KGM) Lonza, Köln 

konzentrierte Salzsäure Merk, Darmstadt 

L-Glutamin PAA, Laboratories GmbH, Cölbe 

LightCycler 480 96-Loch Mikrotiterplatte klar (inkl. 
Folien) 

Roche, Mannheim 

LightCycler 480 SYBR Green I Master Roche, Mannheim 

Mikrotiterplatten 96-Loch, Flachboden, transparent Nunc, Roskilde, Dänemark 

Minimum Essential Medium Eagle (MEME) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Natriumdihydrogenphosphat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Natriumhydroxid Rotulli (NaOH-Rotulli) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Neostigmin Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Nescofilm Carl-Roth, Karlsruhe 

N-Ethylmaleinimid (NEM) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

nicht essentielle Aminosäuren Biochrom, Berlin 

NucleoSpin RNA II Macherey-Nagel, Düren 

Orange G Carl-Roth, Karlsruhe 
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Parafilm VWR, Darmstadt 

PBS ohne Calcium-/Magnesium-Ionen PAA, Laboratories GmbH, Cölbe 

Penicillin/ Streptomycin (100x) -Lösung PAA, Laboratories GmbH, Cölbe 

Phenylmethylsulfonfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung pH 7,4 (PBS) 2.1.3, Seite 27 

Physostigmin Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo scientific, Schwerte 

Pipettenspitzen Eppendorf Sarstedt, Nürnbrecht 

Proteinase K Carl-Roth, Karlsruhe 

Quarzküvetten und Einmalküvetten Brand, Wertheim 

Reaktionsgefäße 1,5 und 2 ml Sarstedt, Nürnbrecht 

Reservoirgefäß VWR, Darmstadt 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, St. Leon-Rot 

Spritzenvorsatzfilter, Filtropur S 0,2 Sarstedt, Nürnbrecht 

Supplements zur Herstellung von KGM 

- boviner Hypophysenextrakt (BPE) 

- humaner epidermaler Wachstumsfaktor 
  (hEGF) 

- Gentamicinsulfat 

- Hydrocortison 

- Insulin 

Lonza, Köln 

Thermolysin Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid 
(Tris-HCl) 

Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Trypanblau ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio 
USA 

Trypsin Biochrom, Berlin 
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Zellkulturflaschen (25 cm² und 75 cm²) TPP, Trasadingen, Schweiz 

Zellkulturplatten 24-Loch, Flachboden, transparent BD Falcon, Heidelberg 

Zellkulturplatten 96-Loch, Flachboden, schwarz Nunc, Roskilde, Dänemark 

Zellkulturplatten 96-Loch, Flachboden, transparent BD Falcon, Heidelberg 

Zentrifugenröhrchen TPP (15 und 50 ml) TPP, Trasadingen, Schweiz 
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2.1.3 Zellen und Kulturmedien 

Tabelle 3: Zellen und Zelllinien 

Zellart Beschreibung Bezugsquelle 

NHK Normale humane Keratinozyten Isolation aus humaner Vorhaut 

NHDF Normale humane, dermale Fibroblasten Isolation aus humaner Vorhaut 

HepG2 Humane, kaukasische Leberzell-
Karzinom-Zelllinie 

European collection of cell cultures 
(ECACC), Salisbury (UK) 

HT29 Humane kolorektale Adeno-

karzinomzelllinie (ATCC HTB-38) 

Prof. Gust, FU Berlin [136] 

HaCaT Humane, spontan transformierte 
Keratinozytenzelllinie gewonnen von 
62-jährigen männliche Spender 

Cell Lines Service, Eppelheim, 
Prof. Boukamp und Prof. Fusening [10] 

 

Tabelle 4: Zellkulturmedien 

 Basalmedium Wachstumsmedium Stoppmedium 

NHK KBM 
+ hEGF 
+ Insulin 

KBM 
+ BPE 
+ hEGF 

+ Gentamicin 
+ Hydrocortison 
+ Insulin 

DMEM 
+ 10% FKS 
+ 2 mM L-Glutamin 

+ 100 U/mL Penicillin 
+ 100 µg/mL 
 Streptomycin 

NHDF DMEM 

+ 2 mM L-Glutamin 

DMEM 

+ 7,5% FKS 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 100 U/mL Penicillin 
+ 100 µg/mL 
 Streptomycin 

HaCaT DMEM mit hohem 
 Glucosegehalt 
+ 2 mM L-Glutamin 

DMEM mit hohem 
 Glucosegehalt 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 10% FKS 

HepG2 MEME 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 1% nicht essentielle 
 Aminosäuren 
+ 100 U/mL Penicillin 

+ 100 µg/mL 
 Streptomycin 

MEME 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 1% nicht essentielle 
 Aminosäuren 
+ 100 U/mL Penicillin 

+ 100 µg/mL 
 Streptomycin 
+ 10% FKS 
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Phosphatgepufferte Kochsalzlösung pH 7,4 (PBS) 

0,2 g/L KCl 

8,0 g/L NaCl 

0,2 g/L KH2PO4 

1,44 g/L Na2HPO4 

in Reinstwasser 

Die Lösung wird nach Herstellung autoklaviert. 

Trypsin-EDTA-Lösung 

92,59 mg/mL Trypsin 

37,04 mg/mL EDTA 

in PBS 

Die Stammlösung wird steril filtriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert. Zur Herstellung der 

gebrauchsfertigen Lösung werden Aliquots mit sterilem PBS verdünnt, so dass folgende 

Konzentrationen erreicht werden: 

1,67 mg/mL Trypsin 

0,67 mg/mL EDTA 

in PBS 

Dispase-Lösung (10 U/mL) 

10 mg/mL Dispase II 

in Reinstwasser 

Die Stammlösung wird steril filtriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

Trypanblau-Lösung 

4 g/L Trypanblau 

in PBS 

Die Stammlösung wird steril filtriert, aliquotiert und bei Raumtemperatur gelagert. 

EDTA-Lösung 

0,5 mg/L EDTA 

in PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) 

EDTA wird mit einem Teil PBS gelöst, steril filtriert und mit PBS auf die gewünschte 

Konzentration verdünnt. 

Einfrier-Mix 

800 µL/mL DMEM 

100 µL/mL DMSO 
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100 µL/mL FKS 

Transportmedium 

100 U/mL Penicillin 

100 µg/mL Streptomycin 

in DMEM 

2.1.4 Haut, Hautmodelle und Kulturmedien 

Tabelle 5: Haut und Hautmodelle 

Gewebeart Beschreibung Bezugsquelle 

Humanhaut operativ entfernte Haut aus 
Abdominal-/ seltener 
Mammabereich 

Operationen der plastischen 
Chirurgie, Dr. von Fritschen (mit 
Einverständniserklärung des 

Patienten und genereller Erlaubnis 
bei der Landesärztekammer Berlin) 

Humanhaut Vorhaut juveniler Spender verschiedene Kliniken und Praxen 
mit Zustimmung der 
Landesärztekammer Berlin 

EpiDermTM rekonstruierte humane 
Epidermis 

MatTek®, Ashland, Massachusetts, 
USA 

EpiDerm-FTTM rekonstruierte humane Haut MatTek®, Ashland, Massachusetts, 
USA 

AST2000 rekonstruierte humane Haut CellSystems Biotechnologie 

Vertrieb GmbH, Troisdorf 

Phenion FT® rekonstruierte humane Haut Henkel AG & Co.KGaA, Düsseldorf 

Normales Konstrukt 
(FU normal) 

hausinterne rekonstruierte 
Humanhaut 

Dr. Sarah Küchler & Dominika 
Henkes, 
Freie Universität Berlin 

Filaggrin Knockdown 
Konstrukt 
(FU barrieredefizitär) 

hausinternes Atopie-Modell Dr. Sarah Küchler & Dominika 
Henkes, 
Freie Universität Berlin 
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Tabelle 6: Erhaltungsmedien 

Gewebeart Zusammensetzung der Medien 

EpiDerm [90] 

EpiDerm-FT [91] 

DMEM + hEGF 

 + Gentamicin 
 + Amphotericin B 
 + Hydrocortison 
 + Insulin 

AST2000 definiertes Medium 

Die genaue Zusammensetzung ist nur dem Hersteller bekannt. 

Phenion FT® [94] DMEM mit Glutamax/ Ham’s F12 (3:1) + BSA 
     + Penicillin 
     + Streptomycin 
     + Hydrocortison 

     + Insulin 
     + Ascorbinsäure-2-phosphat 

Hausinternes 
Konstrukt [74] 

definiertes Medium 
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2.1.5 Lösungen für Esteraseaktivitätsbestimmung und Enzyminhibition 

Tabelle 7: Esteraseaktivitätsbestimmung 

 T
ri
s 
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T
ri
s-

P
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Tris-Puffer 
(0,1 M, pH 8,0)1,2 

15,76 
mg 

    
ad 1,0 
mL3 

          

Fluorescein-
Stammlösung I 

(5‧10-4 M)4 
  

166,15 
µg 

            
ad 1,0 
mL3 

Fluorescein-

Stammlösung II 
(10-6 M)4 

        2 µL       
ad 1,0 

mL3 

FDA-
Stammlösung 

(4‧10-2 M)4, 5 
    

16,65 
mg 

        
ad 1,0 
mL3 

  

FDA- 
Testlösung 

(8‧10-5 M)6 
          2 µL     

ad 1,0 
mL3 

Lösemittel- 
kontrolle 
Zellversuche 

            
250 
µL 

2 µL 
ad 

1 mL 

Tris/Aceton7               2 µL 
ad 

1 mL 

  

                                                           
1
 Der pH wird mittels NaOH Rotuli zur Vermeidung von Verdünnungseffekten auf 8,0 eingestellt. 

2
 Die Lösung wird steril filtriert und aliquotiert und bei -80°C gelagert. 

3
 Für die Herstellung der Lösung wird ein Maßkolben verwendet. 

4
 Die Lösung wird bei -80°C gelagert und maximal vier Wochen verwendet. 

5
 Das Lagerungsgefäß wurde zusätzlich mittels Parafilm zur Minimierung von Lösemittelevaporation 

 verschlossen. 
6
 Die Lösung wird kurz vor Versuchsbeginn hergestellt, um die spontane Esterhydrolyse zu 

 minimieren. 
7
 = Lösemittelkontrolle der Fluoresceinstandardkonzentrationen der Homogenisationsversuche 
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Tabelle 8: Verdünnungsschema für die Fluorescein-Standardkurve 

 Verdünnungen Endkonzentration  Verdünnungen Endkonzentration 
S

ta
m

m
lö

su
n

g
 I

 

1:2 2,5·10-4 M 

S
ta

m
m

lö
su

n
g
 I
I 

1:2 5·10-7 M 

1:5 10-4 M 1:4 2,5·10-7 M 

1:10 5·10-5 M 1:10 10-7 M 

1:50 10-5 M 1:20 5·10-8 M 

1:100 5·10-6 M 1:40 2,5·10-8 M 

1:500 10-6 M 1:100 10-8 M 

Die Lösungen werden in 2 mL Reaktionsgefäßen hergestellt. 

 

Tabelle 9: Inhibitorlösungen 
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T
ri
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BNPP-Lösung 
(0,2 M) 

68,04 
mg 

    

ad 
1 mL 

 

PMSF-Lösung 

(0,2 M) 
 

34,84 

mg 
   

ad 

1 mL 
 

NEM-Lösung 
(0,2 M) 

  

25,03 
mg 

  

ad 
1 mL 

 

BNPP/PMSF-Lösung 
(je 0,2 M) 

68,04 
mg 

34,84 
mg 

   

ad 
1 mL 

 

BNPP/PMSF/NEM-Lösung 
(je 0,2 M) 

68,04 
mg 

34,84 
mg 

25,03 
mg 

  

ad 
1 mL 

 

BNPP/NEM-Lösung 
(je 0,2 M) 

68,04 
mg 

 

25,03 
mg 

  

ad 
1 mL 

 

Neostigmin-Stammlösung 
(0,1 M) 

   

30,32 
mg 

  

ad 
1 mL 

Neostigmin-Lösung 
(0,2 mM) 

    
2 µL 

ad 
1 mL 
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Spüllösungen für den FLUOstar Optima 

Spüllösung 1 gesättigte NaOH-Lösung 

Spüllösung 2 Reinstwasser 

Spüllösung 3 70% Ethanol 

2.1.6 Lösungen für MTT, Zelllyse und Proteinbestimmung 

MTT-Lösung 

5 mg/mL MTT 

in PBS 

Die Lösung wird steril filtriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

MTT-Inkubationslösung 

75 µL/mL MTT-Lösung 

in Basalmedium 

MTT-Lyse-Lösung (zum Herauslösen von Formazan aus den Zellen) 

0,1 g/mL SDS 

6 µL/mL 10% Essigsäure 

994 µL/mL DMSO 

Bovines Serum Albumin Standard-Kurve (Proteinreferenz für die Proteinquantifizierung) 

 

Tabelle 10: Albuminstandard-Verdünnung nach Herstellerangabe 

BSA-Stammlösungen 
[µg/mL] 

Tris/ Aceton-
Zugabe [µL] 

BSA-Zusatz [µL] (Herkunft) 

2000 — 300 (2000 µg/mL Stammlösung) 

1500 125 375 (2000 µg/mL Stammlösung) 

1000 325 325 (2000 µg/mL Stammlösung) 

750 175 175 (1500 µg/mL Stammlösung) 

500 325 325 (1000 µg/mL Stammlösung) 

250 325 325 (0500 µg/mL Stammlösung) 

125 325 325 (0250 µg/mL Stammlösung) 

25 400 100 (0125 µg/mL Stammlösung) 

— 400 — 
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0,5% Natriumdodecylsulfat-Lösung (für Proteinbestimmung) 

5 mg/mL SDS 

in Reinstwasser 

Quantifizierungslösung für die Proteinbestimmung 

20 µL/mL 4%ige Kupfersulfat-Lösung 

980 µL/mL BCA Reagenz (Bicinchoninsäure) 

2.1.7 Lösungen für die Genexpressionsuntersuchungen 

DEPC-Wasser 

1 µL/mL DEPC 

in Reinstwasser 

Die Lösung wird in einer Glasflasche hergestellt. Die Flasche wird gut verschlossen und kräftig 

geschüttelt. Für die Inaktivierung von RNasen wird sie über Nacht unter einem Abzug gestellt. 

Anschließend werden letzte Spuren von DEPC beseitigt (Zerfall in CO2, H2O, Ethanol), indem 

die Flasche autoklaviert wird. 

Thermolysin-Reaktionspuffer 

2,46 mg/mL KCl 

2,92 mg/mL NaCl 

0,74 mg/mL CaCl2·H2O 

2,383 mg/mL HEPES 

in DEPC-Wasser 

Die Lösung wird steril filtriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

Thermolysin-Lösung 

0,5 mg/mL Thermolysin 

in Thermolysin-Reaktionspuffer 

0,5 M EDTA-Lösung pH 8,0 

186,12 mg/mL Na2EDTA-2H2O 

in DEPC-Wasser 

Na2EDTA-2H2O wird mit einem Teil DEPC Wasser gelöst. Anschließend wird mit NaOH Rotuli 

der aus pH 8,0 eingestellt. Das Gemisch wird mit dem restlichen DEPC-Wasser auf das 

gewünschte Volumen aufgefüllt. 
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TBE-Puffer (10x) 

108 mg/mL Tris-Base 

55 mg/mL Borsäure 

40 µL/mL 0,5 M EDTA-Lösung pH 8,0 

in DEPC-Wasser 

Tris-Base und Borsäure werden mit einem Teil DEPC Wasser gelöst. Anschließend erfolgt die 

Zugabe von 0,5 M EDTA-Lösung pH 8,0. Das Gemisch wird anschließend mit dem restlichen 

DEPC-Wasser auf das gewünschte Volumen aufgefüllt. 

0,15 M Tris-Puffer pH 7,6 

18,17 mg/mL Tris-Base 

in DEPC-Wasser 

Tris-Base wird mit einem Teil DEPC Wasser gelöst. Anschließend wird mit konzentrierter 

Salzsäure der pH auf 7,6 eingestellt. Das Gemisch wird mit dem restlichen DEPC-Wasser auf 

das gewünschte Volumen aufgefüllt. 

Ladepuffer (6x) 

3,6 mg/mL Orange G 

0,6 g/mL Glycerol 

in 0,15 M Tris-Puffer pH 7,6 

Gel-Färbelösung 

0,2 µL/mL GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x in Wasser 

in Reinstwasser 

0,01 M Tris-Puffer pH 7,5 

1,21 mg/mL Tris-Base 

in DEPC-Wasser 

Tris-Base wird mit einem Teil DEPC Wasser gelöst. Anschließend wird mit konzentrierter 

Salzsäure der pH auf 7,5 eingestellt. Das Gemisch wird mit dem restlichen DEPC-Wasser auf 

das gewünschte Volumen aufgefüllt. 

70% Ethanol (V/V) 

772,7 µL/mL 96% Ethanol 

227,3 µL/mL DEPC-Wasser 

1% Agrarose-Gel 

10 mg/mL Agarose 

in TBE-Puffer (1x) 

Das Gemisch wird erhitzt, bis der gebildete Schaum verschwunden ist. 
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2% Agrarose-Gel 

20 mg/mL Agarose 

in TBE-Puffer (1x) 

Das Gemisch wird erhitzt, bis der gebildete Schaum verschwunden ist. 

NucleoSpin® RNA II Lyse-Puffer 

10 µL/mL β-Mercaptoethanol 

in NucleoSpin® RNA II RA1 Puffer 

PCR-Mastermix 

62,5 µL/mL Primer_f (Vorwärtsprimer) 

62,5 µL/mL Primer_r (Rückwärtsprimer) 

625 µL/mL SYBR Green I Mix 

in PCR-Wasser 

Der PCR-Mastermix wird in Abhängigkeit der zu untersuchenden Probenanzahl hergestellt, 

wobei ein Überschuss zum Ausgleich von Messungenauigkeiten vonseiten der Pipette (meist in 

Form einer zusätzlichen Probe) zu berücksichtigen ist. Die Lösungen werden stets auf Eis und 

unter Lichtschutz gelagert. 

2.1.8 Programme und Internetseiten 

Tabelle 11: Software und online verfügbare Programme 

Programm/ Datenbanken Anbieter Anwendung 

Excel Microsoft Datenauswertung 

Prism 5.04 GraphPad Datenauswertung 

Grubbs test free web calculator 

http://www.graphpad.com/quickcalcs 

GraphPad Ausreißertest nach Grubbs 

FLUOstar Optima Software V2.10 R7 BMG Labtech Datengenerierung 

LightCycler® 480 Software Roche PCR-Analytik 

Brenda 

http://www.brenda-enzymes.org/index.php4 

TU-

Braunschweig 

Enzymdatenbank 

Gendatenbank 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene 

NCBI Primergenerierung 

ChemBioDraw Ultra 12.0 CambridgeSoft Zeichnen von 

Strukturformeln 

Servier Medical Art 

http://www.servier.de/medicalart/ 

Servier 

Deutschland 

GmbH 

Graphikbausteine zum 

Erstellen von Abbildungen 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Kultur humaner Zellen 

Die Isolation von primären humanen Zellen aus humanem Gewebe erfolgte basierend auf 

standardisierten Arbeitsanweisungen von Frau Hannelore Gonska [39]. 

normale humane Keratinozyten (NHK) 

Die primären Keratinozyten (NHK) werden aus juveniler Vorhaut isoliert. Bei Ankunft 

der Vorhaut nach bis zu 36 Stunden seit Entnahme wird das Transportmedium nach 

entfernt, die Haut zweimal mit PBS gewaschen und in 1:10 mit PBS verdünnter 

Dispase-Lösung nach dem Zerteilen mit einem Skalpell in kleine, maximal 9 mm2 

große Stücke 20-21 Stunden bei 4°C inkubiert. Anschließend werden in PBS und mit 

Hilfe von Pinzetten Epidermis und Dermis getrennt und mit PBS gewaschen. Die 

Epidermis wird in einem 15 mL Zentrifugenröhrchen gesammelt und mit 4 mL einer 

1:2 Verdünnung der gebrauchsfertigen Trypsin-EDTA-Lösung circa 2 Minuten bei 

37°C inkubiert. Als Indikator für das Herauslösen von Zellen aus dem Zellverband 

wird die Trübung der Lösung unter dem Mikroskop kontrolliert. Nach Beenden der 

Reaktion durch Zugabe von 5 mL Stopp-Medium werden die Suspension 5 Minuten 

bei 1000 Umdrehungen/min zentrifugiert, der Überstand vorsichtig abgesaugt und 

das Zellpellet resuspendiert, unter PBS-Zugabe gewaschen und durch nochmaliges 

Zentrifugieren die Zellen abgetrennt und in 5 mL Keratinozytenwachstumsmedium 

(KGM) aufgenommen. Die fertige Zellsuspension wird in große Zellkulturflaschen 

(75 cm²) aufgeteilt und zusammen mit 12 mL Wachstumsmedium und im Brutschrank 

bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 

normale humane dermale Fibroblasten (NHDF) 

Primäre dermale Fibroblasten (NHDF) werden aus juveniler Vorhaut isoliert, indem 

die unzerkleinerte Vorhaut 24 Stunden in gebrauchsfertiger Trypsin-EDTA-Lösung 

eingelegt wird. Durch Schwenken werden vor dem Entfernen des Hautstückes aus 

der Zellsuspension lose/leicht anhaftende Zellen der Haut abgelöst. Zur Kultivierung 

dient Fibroblastenwachstumsmedium. 

Passagierung 

Sobald die Zellen Konfluenz in der Zellkulturflasche erreichen, werden sie mit 10 mL 

PBS gewaschen. Nach Entfernen der Waschlösung, werden 1,5 mL Trypsin-EDTA-

Lösung pro Flasche zu den Zellen zugegeben und diese zur Ablösung der Zellen vom 

Flaschenboden maximal 3 Minuten im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

EDTA komplexiert Calciumionen, welche ein wichtiger Kofaktor bei der Ausbildung 
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von Zell-Zell-Kontakten sind [51]. Die Reaktion wird durch Zugabe von 8,5 mL Stopp-

Medium pro Flasche beendet und die Zellsuspension in ein 50 mL 

Zentrifugenröhrchen überführt. Die Zellkulturflasche wird anschließend einmal mit 

10 mL PBS gewaschen. Die mit der Waschlösung vereinigte Zellsuspension wird im 

50 mL Zentrifugenröhrchen 5 Minuten bei 1000 Umdrehungen/min zentrifugiert, das 

Pellet disaggregiert und zur vollständigen Entfernung von Trypsin/EDTA-Resten mit 

10 mL PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min bei 1000 Umdrehungen/min). 

Die Zellen aus dem in Wachstumsmedium resuspendierten Zellpellet werden neu 

eingesät und die Passagezahl der Zellen auf dem Zellkulturgefäß vermerkt. Zum 

Erhalt optimaler Kulturbedingungen wird alle 2-3 Tage das Medium in den 

Zellkulturflaschen durch frisches Medium ersetzt. 

Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl wird vor dem Aussäen der Zellen in Zellkulturplatten bestimmt. Dazu 

werden 10 µL der 1:2 mit Trypanblau-Lösung verdünnten Zellsuspension in eine 

Neubauer-Zählkammer gegeben und die nicht gefärbten (lebenden) Zellen in allen 

vier Quadranten der Zahlkammer gezählt und der Mittelwert für die Berechnung der 

Zellzahl ermittelt. Dabei ist der Verdünnungsfaktor von 2 mit in die Berechnungen 

einzubeziehen. 

Besonderheit beim Passagieren der HaCaT Zelllinie 

Die Zellen werden in großen Zellkulturflaschen (Wachstumsfläche 75 cm²) unter 

Standardbedingungen (bei 37°C und 5% CO2) mit HaCaT-Wachstumsmedium 

kultiviert. HaCaT Zellen müssen vor dem Passagiervorgang mit 10 mL PBS/EDTA-

Lösung gewaschen werden. Nach Entfernen der Waschlösung werden die Zellen 

10 Minuten mit 10 mL PBS/EDTA- Lösung bei 37°C und 5% CO2 präinkubiert, um die 

Desmosomen (Zell-Zell-Verbindungen) zu lösen und zweiwertige Kationen 

abzufangen (gemäß CLS Anweisungen zum Umgang mit HaCaT Zellen). 

2.2.2 Handhabung humaner Haut und rekonstruierter Gewebe 

Humanhaut 

Anhaftendes Fett von Brust- bzw. Bauchhaut wird mit Hilfe von Skalpell und 

anatomischer Pinzette abgetrennt und die nahezu fettfreie Haut in Tücher 

eingeschlagen, gekühlt zum Institut transportiert und dort mit PBS gereinigt, um sie 

von Blut und anderen Verunreinigungen zu befreien. In Aluminium-Folie 

eingeschlagen ist die Haut bei -20°C kryokonserviert für Penetrationsversuche 

maximal sechs Monate verwendbar [135].  
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Konstrukte 

Die rekonstruierten Gewebe werden nach Herstelleranweisung behandelt. Nach 

Ankunft am Institut werden die Konstrukte in Zellkulturgefäße mit Medium umgesetzt 

und über Nacht äquilibriert. Eine Stunde vor Versuchsbeginn erfolgt ein 

Mediumwechsel, das alte Medium wird zur Qualitätskontrolle (Bestimmung der LDH- 

und IL-8-Freisetzung) aufbewahrt. 

Gewebehomogenisierung 

Die Homogenisierung von Haut und Konstrukten erfolgt in gekühlten 

Teflonhalterungen (zur Kompensation entstehender Aufschlusswärme) der 

Kugelschwingmühle TissueLyser II. Das Gewebe wird zusammen mit einer 

Stahlkugel (∅ 5 mm) in einem 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefäß unter Zugabe von 

500 µL Tris/Aceton homogenisiert (Tabelle 12). Anschließend werden dem 

Homogenisat 1000 µL Tris/Aceton-Lösung hinzugefügt und der Gesamtansatz für 

5 Sekunden geschüttelt, um eine gute Durchmischung zu gewährleisten. Zur 

Feststoffseparation dient eine 10 minütige Zentrifugation bei 9000x g in einer 

gekühlten Zentrifuge. Der Zentrifugationsüberstand wird im weiteren Verlauf für die 

Esteraseaktivitätsbestimmung genutzt. 

Tabelle 12: Aufschlussparameter 

 Humanhaut Phenion FT 1: EpiDerm, 

2: EpiDerm-FT, 
3: AST2000 

hausinterne 

Konstrukte 
(normal/ 
barrieredefizitär) 

Gewebegröße 

[cm²] 0,785 1,3 

1: 0,63 

2: 1 
3: 0,6 

0,785 

Schwingungs-
frequenz [Hz] 

30  25 25 25 

Homogenisations-

dauer [min] 
12 7 2 1 

Besonderheiten Aufschluss-
verbesserung 
durch Schock 
frieren in 

flüssigen 
Stickstoff für 
einige Minuten 

Abgießen 
überschüssige
n Mediums 
nach 

Überführung in 
2 mL Gefäß 

Herauslösen 
Inserts mittels 
Skalpell 

Ausstanzen aus 
einem großen 
Zell-kulturplatten-
einsatz 
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2.2.3 Grundlage der Esteraseaktivitätsmessung, Testprotokolle für den FLUOstar 

Vor Beginn jeder Messung werden die Platten im FLUOstar 5 Sekunden lang gerüttelt, um 

eine gleichmäßige Verteilung der in die Vertiefungen pipettierten Lösungen zu erreichen. Die 

Wartezeit nach einem Positionswechsel der Platte, bis das Plattenlesegerät mit der 

Einzelmessung beginnt, beträgt 0,5 Sekunden (gemäß Benutzerhandbuch des FLUOstar 

Optima, BMG Labtech, Offenburg). 

Tabelle 13: Testprotokolle für die Messungen am FLUOstar 

Testprotokoll Einsatzbereich Beschreibung 

Testprotokoll 1 Einspritzen 
Tris/Aceton 

- Zugabe Tris/Aceton-Lösung in Hydrolyse- und 

 Untersuchungsvertiefungen 
- „Well-mode“ 
- mit Pumpe 2 
- Injektionsgeschwindigkeit 420 µL/s 
- Startzeitpunkt 0 Sekunden 

- Bestrahlung pro Intervall: 0 
- Anzahl Intervalle: 1 
- Leserichtung: spaltenweise 

Testprotokoll 2 Basal-
fluoreszenz-
messung 

- Zugabe FDA in Hydrolyse- und Untersuchungs-
 vertiefungen zum Zeitpunkt null 

- Fluoreszenzmessung 
- „Well-mode“ 
- mit Pumpe 1 
- Injektionsgeschwindigkeit 420 µL/s 
- Startzeitpunkt nach 2 Sekunden 

- Bestrahlungen pro Intervall: 10 
- Anzahl Intervalle: 20 
- Anregungswellenlänge 485 nm 
- Emmisionswellenlänge 520 nm 
- Leserichtung: spaltenweise 

Testprotokoll 3 End-
fluoreszenz-
messung 

- Messung der Fluoresceinfluoreszenz etwa 
 10 Minuten nach FDA-Zugabe 
- Fluoreszenzmessung 
- „Well-mode“ 
- ohne Pumpe 

- Startzeitpunkt nach 2 Sekunden 
- Bestrahlungen pro Intervall: 10 
- Anzahl Intervalle: 20 
- Anregungswellenlänge 485 nm 
- Emmissionswellenlänge 520 nm 

- Leserichtung: spaltenweise 
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Fortsetzung Tabelle 13:Testprotokolle für die Messungen am FLUOstar 

Testprotokoll 4 Viabilitäts-
messung 

- Quantifizierung der Formazanbildung 
- Absorptionsmessung 
- Startzeitpunkt null Sekunden 
- Bestrahlung pro Intervall: 20 
- Anzahl Intervalle: 1 

- Absorptionswellenlänge 540 nm (Filter 550-10 nm) 
- Leserichtung: beliebig 

Testprotokoll 5 Zugabe 
Arbeitslösung 
für Protein-
bestimmung 

- Zugabe Arbeitslösung für die Proteinbestimmung 
- „Plate-mode“ 
- mit Pumpe 1 

- Injektionsgeschwindigkeit 360 µL/s 
- Startzeitpunkt 2,5 Sekunden 
- Bestrahlung pro Intervall: 0 
- Anzahl Intervalle: 1 
- Leserichtung: beliebig 

Testprotokoll 6 Protein-
quantifizierung 

- Proteinquantifizierung 
- Absorptionsmessung 
- „Plate-mode“ 
- Startzeitpunkt null Sekunden 
- Bestrahlung pro Intervall: 20 

- Anzahl Intervalle: 1 
- Absorptionswellenlänge 550-10 nm 
- Leserichtung: beliebig 

2.2.4 quantitative Esteraseaktivitätsbestimmung 

Versuchsvorbereitung 

Vor Versuchsbeginn wird die Haut (frisch oder aufgetaut) mit einem Dermatom 

(Acculan3Ti) auf eine Schichtdicke von 500 µm getrimmt. Dazu wird die Haut über 

Blumensteckschaum mit Pinnadeln fixiert. Aus den dermatomisierten Stücken wurden 

0,79 cm2 große Proben mit einer geschärften Lochstanze (∅ 1 cm) entnommen. 

Quantifizierung der FDA-Hydrolyse 

Die Messung erfolgt in schwarzen 96-Loch Platten und erfordert die 

programmgesteuerte Zugabe des Esterasesubstrates (Tabelle 14, Seite 43). Das 

Medium der 24 Stunden zuvor in 200 µL Wachstumsmedium (mittels einer 8-Kanal-

Pipette) ausgesäten Zellsuspensionen (Keratinozyten und HaCaT Zelllinie 15000 

Zellen pro 200 µL, Fibroblasten 30000 Zellen pro 200 µL) wird entfernt und durch 

50 µL Basalmedium ersetzt (Abbildung 8, Reihe F und G). Je 200 µL der Lösungen 

für die Fluorescein-Standardkurve (Tabelle 8, Seite 32) werden im Duplett in 

aufsteigender Konzentrationsreihenfolge manuell in eine schwarze 96-Loch-

Zellkulturplatte gegeben (Abbildung 8, Reihe B und C) und die entsprechende 
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Lösemittelkontrolle als Triplett (Abbildung 8, Reihe A). In die für die 

Hydrolysekontrolle vorgesehenen Vertiefungen werden jeweils 50 µL Basalmedium 

gefüllt (Abbildung 8, Reihe D und E). Die Vertiefungen für die Autofluoreszenz der 

Zellen und die dazugehörigen zellfreien Kontrollvertiefungen werden mit je 200 µL 

Basalmedium gefüllt (Abbildung 8, Reihe A). 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Standardkurven-Lösemittelkontrolle; Autofluoreszenz, -kontrolle 

B Fluorescein-Standardkurve in absinkender Reihenfolge 

(2,5·10-4 M → 10-8 M) C 

D Hydrolysekontrolle mit absinkender Reihenfolge Fluoresceindiacetat-

Testlösung 

(6·10-5 M → 10-6 M) 
E 

F Untersuchungsreihen mit absinkender Reihenfolge Fluoreszeidiacetat-

Testlösung 

(6·10-5 M → 10-6 M) 
G 

H leer 

Abbildung 8: Belegungsschema einer 96-Loch-Platte für die Esteraseaktivitätsbestimmung. 

Über das Pumpensystem des FLUOstars werden die unterschiedlichen Volumina von 

Tris-Puffer mit Acetonzusatz (Tabelle 13 (Seite 40): Testprotokoll 1; Tabelle 14) und 

FDA-Testlösung (Tabelle 13 (Seite 40): Testprotokoll 2; Tabelle 14) mit einem 

Gesamtapplikationsvolumen von 150 µL in die Vertiefungen der 96-Loch-Platte 

injiziert. Daraus ergibt sich ein Endvolumen von 200 µL pro Vertiefung in allen 

genutzten Vertiefungen. 
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Tabelle 14: Applikationsschema für Esterasesubstrat (FDA). Verdünnungen aus der FDA-
Standardlösung bezogen auf Gesamtvolumen von 200 µL in der Vertiefung. 

 Verdünnungen von FDA-
Untersuchungslösung 

Endkonzentration von FDA in der 
Vertiefung 

Esterasesubstrat 3:4 6·10-5 M 

 9:16 4,5·10-5 M 

 3:8 3·10-5 M 

 3:16 1,5·10-5 M 

 1:8 10-5 M 

 9:80 9·10-6 M 

 3:32 7,5·10-6 M 

 3:40 6·10-6 M 

 9:160 4,5·10-6 M 

 3:80 3·10-6 M 

 3:160 1,5·10-6 M 

 1:80 10-6 M 

Besonderheiten bei der Durchführung mit Gewebehomogenisaten 

Bei der Untersuchung von Gewebehomogenisaten werden in die Vertiefungen für die 

Untersuchungsreihen (Abbildung 8, Seite 42, Reihe F und G) und für die Ermittlung 

der Autofluoreszenz (Abbildung 8, Seite 42, Reihe A) jeweils 50 µL des 

Gewebehomogenisates eingebracht (anstelle der 50 µL Basalmedium für die 

Versuche mit Zellen). Die Löcher für die Hydrolysekontrolle (Abbildung 8, Seite 42, 

Reihe D und E) werden im Rahmen der Tris/Aceton-Lösungszugabe (Tabelle 13 

(Seite 40): Testprotokoll 1), als Ersatz für die 50 µL Basalmedium mit 50 µL 

Tris/Aceton gefüllt, um das Endvolumen von 200 µL pro Vertiefung zu erreichen. 

Messanordnung, -reihenfolge und -zeitpunkt 

Die A-Reihe der 96-Loch-Platte (Abbildung 8, Seite 42) wird für die Kontrollen der 

Leerwerte der Fluorescein-Standardkurve und Zellen in Basalmedium oder 

Homogenisat in Puffer genutzt. Zusammengehörende Proben der Reihen B bis G 

werden auf der 96-Loch-Platte entsprechend der Leserichtung des Plattenlesegerätes 

vertikal untereinander angeordnet. Dadurch kann eine vernachlässigbare 
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Zeitdifferenz von etwa sechs Sekunden (etwa 1% von der Gesamtversuchsdauer) 

zwischen den Probenpaaren erreicht werden. 

Die Messungen erfolgen immer von den höchsten zu den niedrigsten 

Konzentrationen, um zufällig auftretende Fehler frühzeitig erkennen und 

gegebenenfalls beheben zu können. Die Fluoreszenzintensität der Leerwertkontrolle 

als erste Station einer jeden Messung ermöglicht Anzeichen für fehlerhafte 

Messergebnisse in Form einer erhöhten Basalfluoreszenz zu identifizieren, die durch 

Prüfung der Fluoreszenzintensität der höchsten Fluorescein-Standardkonzentration 

verifiziert oder falsifiziert werden können. Ein Messabbruch zu diesem Zeitpunkt 

verhindert ein komplettes Verwerfen des gesamten Versuches. Ferner kann dadurch 

vor der entscheidenden Messphase inklusive Esterasesubstratinjektion festgestellt 

werden, ob die Fluoreszenzdetektion im erwarteten Meßbereich liegt. 

Mit der Herstellung der FDA-Testlösung mit Tris/Aceton startet die spontane 

Esterhydrolyse. Als Messparameter wird daher der Anstieg der 

Fluoresceinkonzentration (gemessen als Veränderung der Fluoreszenzintensität) 

gewählt und eine vergleichende Messung zu zwei Zeitpunkten wird erforderlich. 

Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, den Zeitpunkt der ersten Messung und das 

Intervall zwischen den Messungen zu optimieren. Gemäß Michaelis und Menten [143] 

wird für die Enzymaktivitätsbestimmung die Anfangsumsatzgeschwindigkeit der 

Reaktion benötigt. Daher soll der zweite Messpunkt möglichst nahe am Ersten liegen. 

Der Zeitrahmen von 10 Minuten trägt den Möglichkeiten des FLUOstars bei der 

Rastergeschwindigkeit Rechnung. 

Messdurchführung 

Die mit Standardkurve, Basalmedium und Kontrollen befüllte Platte wird in den 

FLUOstar eingesetzt und die Pumpe 2 für die Injektion von Tris/Aceton-Lösung 

vorbereitet. Anschließend wird Testprotokoll 1 gestartet (Tabelle 13, Seite 40), bei 

dem Tris/Aceton-Lösung in die Reihen D bis G injiziert wird. Parallel dazu werden 

10,0 mL Fluoresceindiacetat-Testlösung hergestellt. 

Sobald Testprotokoll 1 (Tabelle 13, Seite 40) beendet ist, wird Pumpe 1 mit 1500 µL 

der Fluoresceindiacetat-Testlösung gespült und für die Applikation vorbereitet. Vor 

dem Start von Testprotokoll 2 (Tabelle 13, Seite 40: Zugabe FDA und Messung 

Basalfluoreszenz) wird die maximale Fluoreszenzintensität überprüft und die 

Sensitivität des Photomultiplier der Detektionsoptik auf 95% der vorgegebene 

Messobergrenze von 65000 relativen Fluoreszenzeinheiten (rfu) bei der höchsten 

Konzentration der Fluorescein-Standardkurve justiert. Ist der Wert <65000 rfu, kann 

die Messung beginnen. Während des folgenden Versuchs werden die 
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Fluoreszenzwerte über das „current state overview“ verfolgt. Überschreiten die ersten 

drei Fluoreszenzmesswerte (Spalte 1, Reihe A bis C) den Messbereich von 

65000 rfu, kann die Messung ohne ein Verwerfen des Versuches abgebrochen und 

neu gestartet werden. Häufigste Ursache dafür ist eine Verunreinigung der 

Messoptik, die daher mit 70% Ethanol zu reinigen ist. 

Nach Abschluss der Messung der Basalfluoreszenz (circa 10 Minuten nach der 

ersten FDA-Zugabe) (Tabelle 13, Seite 40: Testprotokoll 2) schließt sich die Messung 

der Fluoreszenzentwicklung nach FDA-Spaltung (Tabelle 13, Seite 40: Testprotokoll 

3) an. Vor dem Start dieser Messung wird wieder die Fluoreszenzintensität der 

höchsten Konzentration der Fluorescein-Standardkurve überprüft und ggf. die 

Sensitivität des Photomultipliers der Detektionsoptik auf 95% der Messobergrenze 

von 65000 rfu justiert.8 

Auswertung 

Die Auswertung erfolgt unter Einsatz einer Kombination aus FLUOstar Optima 

Software V2.10 R7, Microsoft Excel und Graphpad Prism 5.04. Aus den in Excel 

übertragenen Rohdaten der Fluoreszenzmessungen (Tabelle 13, Seite 40: 

Testprotokolle 2 und 3) werden die Mittelwerte für die weiterführende Analyse der 

FDA-Hydrolyse berechnet. Aus den Rohdaten wird die Nachweisgrenze (NWG) 

ermittelt. Dazu wird dem gemittelten Wert der Lösemittelkontrolle der Fluorescein-

Standardkurve (NA) dessen dreifache Standardabweichung hinzuaddiert (Gleichung 

1, Seite XI). Die Berechnung erfolgt für jede Platte individuell. Mittelwerte der 

Rohdaten unterhalb dieser Grenze bleiben bei der Auswertung unberücksichtigt. 

Dabei können auch einzelne Messwerte der Hydrolysekontrolle oder der 

Untersuchungsreihen unter der Nachweisgrenze liegen. Die kompletten 

Messwertepaare aus Hydrolysekontrolle und Untersuchungswert der gleichen FDA-

Konzentration werden unter diesen Voraussetzungen von der Berechnung 

ausgeschlossen. An die Messwerte der Fluorescein-Standardkurve und die Daten der 

enzymatischen Spaltung von FDA (eS; Gleichung 5, Seite XI) werden mit der 

Bestimmungsgrenze (Gleichung 2, Seite XI) höhere Anforderungen gestellt, da sie 

der Quantifizierung der Fluoreszenzentwicklung dienten. 

Der Verlauf der Fluorescein-Standardkurve ergibt sich in Analogie zu einer 

zweiphasigen exponentiellen Assoziationsfunktion (Gleichung 3, Seite XI), die mittels 

GraphPad Prism 5.04 erstellt wird. 

                                                           
8 Diese nochmalige Anpassung der Messobergrenze wird in 4.1.2 Esteraseaktivitätsbestimmung 
(Seite 82f) kritisch zu hinterfragen sein. 
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Die Auswertung der Fluoreszenzintensität der Untersuchungsreihen (XY) erfolgt in 

einer Excel-Vorlage unter Abzug der jeweils zugehörigen zellfreien Kontrolle (BY) zur 

Korrektur der nicht-enzymatischen Esterhydrolyse. Ferner wird die Autofluoreszenz 

von Geweben oder Medien mit entsprechenden Kontrollen berücksichtigt (CA), sofern 

diese Werte - im Ausnahmefall - die Nachweisgrenze überschreiten (Gleichung 4, 

Seite XI). 

So wird für beide Messungen (Basalfluoreszenz und Fluoreszenzmessung 

10 Minuten nach FDA-Zugabe) verfahren. Anschließend werden die korrigierten 

Fluoreszenzmesswerte mit den dazugehörigen Konzentrationen in eine neue 

Arbeitsmappe übertragen und die Basalfluoreszenz (1. Messung, 0
1,
=

tkorr
XY ) von 

der Fluoreszenzintensität 10 Minuten nach FDA-Zugabe (2. Messung, 
2,tkorr

XY ) 

subtrahiert. Die Differenz gibt die enzymatische Spaltung von FDA (eS) wieder 

(Gleichung 5, Seite XI). Anhand der Differenz kann über GraphPad Prism 5.04 mittels 

Standardkurven-Interpolation die umgesetzte Menge an FDA ermittelt und in Excel für 

weiterführende Berechnungen übertragen werden. Messwerte außerhalb der 

Standardkurven werden von den Berechnungen ausgeschlossen. 

Die Umsatzgeschwindigkeit (Mol pro Liter pro Minute) wird unter Berücksichtigung 

der zeitlichen Differenz (in Minuten) der beiden Fluoreszenzintensitätsmessungen 

berechnet (Gleichung 6, Seite XI) und mittels GraphPad Prism 5.04 eine Auswertung 

mit Hilfe einer allosterischen Sigmoidalkurve (Hill-Modell; Gleichung 7, Seite XI) 

vorgenommen. Der s0,5-Wert (Gleichung 8, Seite XII) ergibt sich über 

Formelumformung und wird mit wichtigen anderen Kenndaten (vmax-Wert, h (Hill-

Koeffizient), r2 (Bestimmtheitsmaß der Kurvenanpassung), Rs (Kooperativitätsindex, 

Gleichung 9, Seite XII) dokumentiert. 

Der Kooperativitätsindex (Rs) wird mittels Gleichung 9 (Seite XII) berechnet, wobei 

[S]0,9 die Substratsättigung bei 90% Reaktionsgeschwindigkeit bezogen auf vmax und 

[S]0,1 die bei 10% darstellt. Rs < 81 weist auf einen Hill-Koeffizienten (h) >1, daher auf 

eine positive Kooperativität hin, Rs > 81 auf einen Hill-Koeffizienten (h) <1 und daher 

auf eine negative Kooperativität. 

2.2.5 Proteinquantifizierung mittels Bicinchoninsäure 

Mit dieser Methode sollte der Proteingehalt von Zelllysaten sowie von 

Gewebehomogenisaten quantifiziert werden. 

Nach der Bestimmung der Esteraseaktivität werden alle Flüssigkeiten aus der schwarzen 

96-Loch-Platte entfernt, in jede Vertiefung mit Zellen 60 µL 0,5% SDS-pipettiert und die 

Platte 10 Minuten bei 600 Umdrehungen/min gerüttelt. Da der Proteingehalt einer einzelnen 
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zellenenthaltenden Vertiefung gerade bei den Fibroblasten sehr gering war und einer hohen 

Streuung unterlag, wurden die Zelllysate einer Versuchsplatte vereinigt und der 

durchschnittliche Proteingehalt bestimmt. 

Zur Ermittlung des Proteingehaltes von Homogenisaten werden 30 µL des 

Zentrifugationsüberstandes (2.2.2, Seite 38) entnommen und 1:2 mit Tris-Puffer verdünnt. 

Anschließend wird gemäß dem Pierce BCA Protein Assay Kit Protokoll weiter vorgegangen. 

Die BSA-Standardlösungen werden gemäß Tabelle 10 (Seite 33) hergestellt und je 25 µL 

davon im Triplett in die Vertiefung einer transparenten 96-Loch-Platte pipettiert. 25 µL des 

verdünnten Homogenisatüberstandes und/oder des Zelllysates werden im Duplett in die 

Vertiefungen der Platte gegeben. Die Quantifizierung erfolgt gemäß Testprotokoll 5 (Tabelle 

13, Seite 40) im FLUOstar. Jeweils 200 µL der Quantifizierungslösung für die 

Proteinbestimmung werden automatisch in die Vertiefungen der Platte gegeben. Die Platte 

wird aus dem Gerät entnommen und 30 Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die 

Messung der Absorption erfolgt gemäß Testprotokoll 6 (Tabelle 13, Seite 40), nachdem die 

Platte nach Ablauf der Inkubation zunächst einige Minuten auf Raumtemperatur abgekühlt 

ist. 

2.2.6 Viabilitätsuntersuchungen 

NHK und HaCaT werden in einer Dichte von 4,5·104 Zellen/cm2 (1,5·104 Zellen/200 µL) in 

eine transparente 96-Loch-Zellkulturplatte 24 Stunden vor Versuchsdurchführung ausgesät. 

NHDF werden in einer Dichte von 9·104 Zellen/cm2 (18·104 Zellen/1000 µL) in eine 

transparente 24-Loch-Zellkulturplatte einen Tag vor Versuchsbeginn eingesät. Am 

Versuchstag werden Basalmedium und DMSO als Negativkontrolle und Positivkontrolle (als 

Triplet) in die vorgesehenen Vertiefungen mit Zellen appliziert. Nach der Inkubation mit 

Esterasesubstrat über 30 Minuten bei 37°C und 5% CO2, werden sämtliche Flüssigkeiten auf 

der Platte durch Ausschütten und Ausklopfen (kein Absaugen, um den Zellverlust zu 

verringern) vollständig entfernt und durch 200 µL MTT-Inkubationslösung ersetzt. Die Platten 

werden mit Aluminiumfolie lichtdicht verschlossen vier Stunden im Brutschrank bei 37°C und 

5% CO2 inkubiert. Anschließend werden die MTT-Inkubationslösung entfernt, mittels 150 µL 

MTT-Lyse-Lösung das entstandene Formazan 5 Minuten unter Schütteln bei 

300 Umdrehungen/min gelöst und mittels Testprotokoll 4 (Tabelle 13, Seite 40) im FLUOstar 

quantifiziert. Als Lösemittelkontrolle dient MTT-Lyse-Lösung. Liegen die Absorptionswerte 

außerhalb des linearen Bereiches von Lambert-Beer, werden die Proben verdünnt und 

erneut analysiert. 

Nach Abzug der Lösemittelkontrolle von allen Absorptionswerten wird der Mittelwert der 

Negativkontrolle (Inkubation Zellen 30 Minuten mit Basalmedium) berechnet und auf 100% 
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Viabilität festgesetzt. Mittels Gleichung 10 (Seite XII) werden die sich daraus ergebenden 

Viabilitäten der anderen Proben ermittelt. 

2.2.7 Esteraseinhibition bei Humanhauthomogenisaten 

Die Enzyminhibitionsversuche sind auf Basis der quantitativen Esteraseaktivitätsbestimmung 

entwickelt worden. Dabei sind folgende Adaptionen vorgenommen worden: die Reihenfolge 

der Applikation der Flüssigkeiten, die Volumina, die Verwendung einer einzigen FDA-

Konzentration, die Zugabe von Inhibitorlösungen und eine Inkubationszeit von 10 Minuten. 

Nach dem Beschichten der schwarzen 96-Loch-Platte mit den Fluoresceinlösungen für die 

Standardkurve und Leerwertkontrollen, werden über das Pumpenystem des FLUOstar 75 

bzw. 25 µL Tris/Aceton-Lösung in Hydrolysekontroll- und Untersuchungsreihe appliziert 

(Tabelle 13, Seite 40: Testprotokoll 1). Anschließend werden je 50 µL des Homogenisats in 

die vorgesehenen Vertiefungen für die Untersuchungsreihen und für die 

Autofluoreszenzkontrolle gegeben. 10 µL der Lösemittelkontrolle und je 10 µL der 

verschiedenen Inhibitoren/Inhibitorgemische in die Hydrolysekontroll- und 

Untersuchungsreihen werden in die vorgesehenen Vertiefungen hinzugefügt und 10 Minuten 

bei 37°C vorinkubiert. Danach wird über das FLUOstar Pumpensystem 125 µL des FDA-

Testlösung zugegeben und die Messung der Basalfluoreszenz (Tabelle 13, Seite 40: 

Testprotokoll 2) gestartet, sodass anschließend die Fluoreszenzentwicklung mittels 

Testprotokoll 3 (Tabelle 13, Seite 40) gemessen werden kann. 

Die Auswertung erfolgt über die Umsatzgeschwindigkeit. Anstelle der Nachweisgrenze wird 

bei dieser Auswertung die Bestimmungsgrenze der Lösemittelkontrolle der Fluorescein-

Standardkurve (NA) genutzt (Gleichung 2, Seite XI). Messwerte unterhalb dieser Grenze 

werden wiederum von der Auswertung ausgeschlossen. Die Mittelwerte der 

Fluoreszenzmesswerte der Basalfluoreszenz (t1) und der Gesamtfluoreszenz (t2) werden auf 

die Standardkurve (Gleichung 3, Seite XI) bezogen, um die Fluorescein-Konzentration 

(
2121 ,tBY,tBY,tXY,tXY

c;c;c;c ) zu ermitteln. Die Fluorescein-Konzentrationen werden um die 

Hydrolysekontrolle korrigiert (Gleichung 11, Seite XII), um so den Umsatz von FDA zu 

Fluorescein (Gleichung 12, Seite XII), respektive die Umsatzgeschwindigkeit (Gleichung 13, 

Seite XII), zu erfassen, und daraus die prozentuale Aktivität im Vergleich zur ungehemmten 

FDA-Hydrolyse zu berechnen. 

2.2.8 Untersuchungen zur Genexpression 

Separation von Epidermis und Dermis 

Die Inkubation von Epidermis und Dermis mittels Thermolysin ermöglicht eine exakte 

Trennung der Hautstrata in der dermoepidermalen Verbindungszone [169]. Dazu 

werden die Konstrukte zweimal mit Ca2+- und Mg2+-freiem PBS gewaschen und mit 
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Hilfe einer Pinzette vorsichtig in eine 6-Loch-Platte transferiert, wobei die Epidermis 

nach oben weist. 1 mL Thermolysin-Lösung wird in die entsprechenden Vertiefungen 

gegeben, ohne die Epidermis mit der Lösung zu überdecken. Die Gewebe werden 

1 Stunde bei 4°C inkubiert, bevor Epidermis und Dermis mittels Pinzetten vorsichtig 

voneinander getrennt und jede in ein 2 mL Reaktionsgefäß überführt wird. Die 

Homogenisierung (2.2.2, Seite 38) erfolgt unter Zusatz von NucleoSpin® RNA II Lyse-

Puffer. Die Epidermis ist für die RNA-Isolation bereit. Das Dermis-Homogenisat wird 

zunächst 30 Sekunden bei 4°C mit 15.700x g zentrifugiert. Der Überstand wird in ein 

2 mL Reaktionsgefäß überführt, mit 300 µL RNase-freiem Wasser und 1,6 µL 

Proteinase K (zum Verdau von Proteinen und Aufreinigung von Nukleinsäuren [54, 

147]) versetzt, vorsichtig durchmischt und anschließend 10 Minuten bei 55°C 

inkubiert. Zum Abschluss wird nochmals 30 Sekunden bei 4°C mit 15.700x g 

zentrifugiert, um aufgewirbelte Zellfragmente zu sedimentieren. Die 

Weiterbehandlung der Proben erfolgte gemäß RNA-Isolationsprotokoll. 

RNA-Isolation 

Die RNA-Isolation aus Zellen, aus juveniler humaner Vorhaut und den rekonstruierten 

humanen Geweben mittels NucleoSpin® RNA II erfolgte gemäß der 

Herstelleranleitung. Nach Einsaat von 10.000 Zellen/cm2 in 6-Loch-Platten und 

Entfernung des Mediums nach 24 Stunden, werden die Zellen mittels 350 µL 

NucleoSpin® RNA II Lyse-Puffer lysiert und gemäß der Herstelleranweisung weiter 

bearbeitet. Vorhaut sowie die Konstrukte werden mithilfe des TissueLyser II unter 

Verwendung von 700 µL (aufgeteilt in zwei Portionen) NucleoSpin® RNA II Lyse-

Puffer (2.2.2, Seite 38) homogenisiert. Als Lyse-Puffer dient eine Lösung chaotroper 

Salze (wie Guanidinthiocyanat) und 2-Mercaptoethanol zur Inaktivierung 

allgegenwärtiger RNasen. 

Von Lysat bzw. Homogenisat werden über die Zentrifugation mit Hilfe von violetten 

NucleoSpin® Filtereinsätzen die festen Bestandteile (Zelltrümmer/ Gewebeteile) von 

den Liquiden (1 Minute bei 11.000x g) getrennt. Das Filtrat wird - mit 350 µL 70% 

Ethanol gemischt - auf den blauen NucleoSpin® Filtereinsatz (Silica-Membran) 

gegeben, auf dem sich die DNA und/oder RNA nach 30 Sekunden Zentrifugation bei 

11.000x g abscheidet. Die Filtermembran wird mit 350 µL des Entsalzungspuffers in 

Vorbereitung auf den sich anschließenden rDNase-Verdau durch Zentrifugation 

(1 Minute bei 11.000x g) getrocknet. Der DNA-Verdau mittels 95 µL rDNase 

Reaktionsgemisch, zuvor aus 10 µL rekonstituierter rDNase und 90 µL rDNase 

Reaktionspuffer hergestellt, erfolgt während 15 Minuten bei Raumtemperatur. Mit 

200 µL RA2 Puffer wird die rDNase inaktiviert und somit die Reaktion beendet. 
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Anschließend wird die Membran zweimal gewaschen und durch Zentrifugation 

getrocknet, bevor die isolierte RNA mit 40 µL RNA-freiem Wasser von der Silica-

Membran eluiert (1 Minute bei 11.000x g) wird. 

Gelelektrophorese 

Für die RNA-Kontrolle wird 1%-iges Agarosegel und für PCR-Produkte 2%-iges 

Agarosegel (Ausbildung kleinerer Poren) verwendet. Das Gel wird in die Gelkammer 

gegossen und von Luftblasen befreit. Weiterhin wird ein Kamm in das Gel zur 

Schaffung von Geltaschen eingesetzt. Nach Erstarren des Gels wird der Kamm 

vorsichtig entfernt, die Gelkammer in die Gelelektrophoresekammer eingesetzt und 

mit TBE (1x) überschichtet. Die Taschen werden vorsichtig mit 6 µL eines Gemisches 

aus 2 µL RNA-Probe oder PCR-Produkt (welches zusätzlich 1:4 mit DEPC-Wasser 

verdünnt wird) und 4 µL Ladepuffer (1x) beschickt. Die Größen der PCR-Produkte 

werden mittels einer mitlaufenden Basenpaarleiter (GeneRuler 50bp DNA ladder) 

geschätzt. Dazu wird das Referenzmaterial 1:4 mit DEPC-Wasser verdünnt und mit 

4 µL Ladepuffer gemischt und in eine Geltasche appliziert. Die Elektrophoresegele 

werden 45 Minuten bei 100 V entwickelt. 

Das fertige Gel wird 20 Minuten in eine Gel-Färbelösung eingelegt, die durch 

Interaktion des Nukleinsäure-Fluoreszenzfarbstoffes mit RNA und/oder DNA 

markierte RNA- und/oder DNA-Banden wird bei Anregung über das UV-

Transilluminationssystem (BioDocAnalyze, λ=312 nm) sichtbar und kann mit Hilfe des 

Geldokumentationssystems (BioDocAnalyze) erfasst und visuell ausgewertet werden. 

Bei der RNA-Qualitätskontrolle wird auf stark gefärbte Geltaschen als Anzeichen für 

Rest-DNA und das Vorkommen der zwei charakteristischen Banden für die 18S- und 

28S-Untereinheit der ribosomalen RNA (als Hinweis auf Degradation) geachtet. 

UV-Quantifizierung 

Die isolierte RNA wird 1:35 mit 0,01 M Tris-Puffer pH 7,5 (oder mit DEPC-Wasser) 

verdünnt und gegen eine Referenzprobe aus der Verdünnungslösung mittels UV-

Meter WPA Biowave DNA anhand der Absorption bei 230 nm, 260 nm und 280 nm 

quantifiziert. Neben dem Gehalt liefern die Quotienten der Absorptionswerte 

(A260/A280: Alkohol-/Proteinverunreinigungen; A230/260 Verunreinigungen mit 

Polysaccariden) der RNA-Proben Aufschluss über die Reinheit der RNA. Ausgehend 

von der Konzentration wird das nötige Volumen für den im Folgenden durchgeführten 

cDNase-Verdau und cDNA-Synthese berechnet. 
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DNase-Verdau 

Der DNase-Verdau wird mittels DNase I Amplification grade nach Anleitung des 

Herstellers durchgeführt. 

Dazu werden maximal 1 µg RNA (maximal 8 µL) zusammen mit 1 µL 10x 

Reaktionspuffer und 1 µL DNase I vorsichtig gemischt und 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wird mit 1 µL 50 mM EDTA-Lösung 

abgestoppt und durch das Erhitzen auf 70°C wird DNase I und RNA denaturiert. 

cDNA-Synthese 

Die cDNA-Synthese erfolgt mit dem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit nach 

Anweisung des Herstellers. 

Die von DNA befreiten RNA-Proben werden mit einer Mischung aus 1 µL Random 

Hexamer Primer, 4 µL 5x Reaktionspuffer, 1 µL RiboLock Ribonuclease-Inhibitor 

(Schutz der RNA vor Degradierung), 2 µL eines Gemisches verschiedener Nukleotide 

und 1 µL reverse Transkriptase versetzt und einem speziellen Temperaturprogramm 

unterzogen (5 Minuten 25°C, 60 Minuten 42°C und 5 Minuten 70°C). 

Primer-Generierung 

Der „Accession-Code“, der mittels der Gendatenbank ermittelt wird (Tabelle 11, 

Seite 36), ist die verwendete Referenzsequenz für die Auswahl eines passenden 

Primers. Unter der Funktion „pick primers“ werden vor der Suche verschiedene 

Parameter modifiziert. So wird die Produktgröße des PCR-Produktes auf 100 bis 

250 bp begrenzt und die ideale Primer-Schmelztemperatur Tm (Polymerase-

Kettenreaktion) bei 60 ± 3°C festgelegt. Des Weiteren ist das Überbrücken einer 

Exon-Exon Verknüpfung (nur Erfassung der kodierenden DNA-Abschnitte) zum 

Ausschluss der Detektion genomischer DNA durch die Primer sehr wichtig. Die 

Suche ergibt Vorschläge für verschiedene Primerpaare. Bei der Auswahl ist darauf zu 

achten, dass die verschiedenen Transkriptionsvarianten eines zu untersuchenden 

Gens mit einem Primer erfasst werden können. Die ausgewählten Primer sind 

anschließend auf ihre Eignung zu prüfen. 
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Tabelle 15: Auflistung der Primer für die Genexpressionsuntersuchung inklusive des „Accession-Codes“. 
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Fortsetzung Tabelle 15: Auflistung der Primer für die Genexpressionsuntersuchung inklusive des 
„Accession-Codes“. 
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Primer-Etablierung 

Anhand einer Positivkontrolle (HepG2-Zellen) werden die in Frage kommenden 

Primer mittels PCR auf Funktionsfähigkeit getestet (siehe unten) und die PCR-

Produktegröße per Gelelektrophorese überprüft. Bei der Auswahl wird darauf 

geachtet, dass die Transkriptionsvarianten der mRNA eines Enzyms mit einem 

Primer detektiert werden können. Erweisen sich die getesteten Primer bei der 

Gelelektrophorese als funktionsfähig (Hauptbande ≡ Produktgröße; kein Auftreten 

von Nebenbanden), wird die Effizienz mit Hilfe einer Standardkurve aus PCR-Produkt 

bestimmt. Dazu wird das PCR-Produkt 1:1000 (10-3) für die Stammlösung verdünnt. 

Aus dieser Stammlösung werden weitere Verdünnungen (10-5 bis 10-11) erstellt. Die 

Fluoreszenzentwicklung der Konzentrationsreihe während der PCR-Reaktion wird 

anschließend im LightCycler® 480 gemessen und deren Effizienz bestimmt (Effizienz 

von 2 ist ideal). In Tabelle 15 sind die getesteten Primer aufgelistet. 

Polymerase-Kettenreaktion 

Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion, entwickelt von Mullis und Faloona [99], 

besteht in der Amplifizierung spezieller DNA-Abschnitte mit Hilfe eines Primers und 

einem speziellen Temperaturprogramm. Zur Durchführung einer PCR werden in 

Duplikaten je 2 µL cDNA oder 2 µL PCR-Wasser als Negativkontrolle in eine 

transparente 96-Loch Mikrotiterplatte für den LightCycler® 480 vorgelegt und 8 µL 

PCR-Mastermix (2.1.7, Seite 34) zugegeben, die Platte mit einer Klebefolie 

verschlossen und 2 Minuten bei 1500 Umdrehungen/min zentrifugiert bevor im 

LightCycler® 480 mit Hilfe eines spezielles Temperaturprogramms die 

Fluoreszenzentwicklung gemessen wird. 

Dabei heizt sich der LightCycler 480 zuerst 5 Minuten auf 95°C auf, um die FastStart 

Taq DNA Polymerase zu aktivieren und doppelsträngie DNA zu denaturieren. Danach 

wird die Temperatur auf 60°C gesenkt, damit sich die Primer an die einsträngige DNA 

anlagern können (Primerhybridisierung). In den Doppelstrang kann nun der 

Fluorezenzfarbstoff SYBR Green I interkalieren und ein Fluoreszenzsignal (λ=530 nm) 

abgeben. Die Elongation des komplementären DNA-Stranges erfolgt bei 72°C mittels 

der FastStart Taq DNA Polymerase zusammen mit einem Nukleotidgemisch. Weitere 

Interkalation von SYBR Green I erhöhte die Fluoreszenz. Zur Trennung der DNA-

Doppelstränge (Denaturierung) wird das Gerät abermals auf 95°C aufgeheizt. Mit dem 

Absenken der Temperatur auf 60°C startet der Zyklus erneut. Die Amplifikation wird 

45-mal wiederholt, sodass mit jedem Zyklus die Anzahl an spezifische DNA-

Doppelsträngen und die Fluoreszenzintensität steigt, bis sie ein Plateau erreichen. Zur 

Auswertung wird dabei das direkt proportionale Verhältnis der Anzahl der cDNA-
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Kopien und der Fluoreszenzintensität genutzt. Anschließend wird das 

Reaktionsgemisch nach vorheriger Denaturierung langsam von 65°C auf 97°C erhitzt. 

Dadurch steigt zunächst die Fluoreszenz (verstärktes Interkalieren von SYBR Green I 

in komplementäre Doppelstränge), die ab einer speziellen Schmelztemperatur (Tm; 1:1 

Verhältnis von doppelsträngiger zu einzelsträngiger DNA) wieder absinkt. Die 

Schmelztemperatur ist für ein spezifisches PCR-Produkt charakteristisch und die 

Schmelzkurve gibt Hinweise auf die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches. 

Auswertung 

Für die quantitative Auswertung werden die sogenannten „Crossing points“ (Cp) 

verwendet, also der Punkt der Amplifikationskurve, an dem die Fluoreszenz erstmalig 

die Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt [128]). Die Cp werden von der 

Software des LightCycler® 480 ausgegeben und manuel in ein vorbereitetes Excel-

Arbeitsblatt übertragen. Werte aus Replikationszyklen größer 35 werden von der 

weiteren Analyse ausgeschlossen. Anschließend werden Differenzen der Cp der 

verschiedenen Enzyme innerhalb einer Untersuchungsmaterialcharge eines 

Spenders zu dem Cp des Referenzgens Succinyldehydrogenase Untereinheit A 

(SDHA) gebildet (Gleichung 14, Seite XII). Die Anzahl der Transkripte für die 

untersuchten Enzyme werden mittels Gleichung 15 [128] ermittelt, wobei die Anzahl 

der Transkripte des Referenzgens auf 10.000 festgelegt wird. 

2.2.9 Statistik 

Messdaten werden stets aus mindestens zwei Parallelversuchen generiert und die 

Ergebnisse (Mittelwert und Standardabweichung, MW ± SD) von mindestens drei 

unabhängigen Experimenten mittels deskriptiver Statistik (GraphPad Prism 5.04) 

ausgewertet, wobei für die schließende Statistik der nichtparametrische Test nach Mann-

Whitney für zwei Datenpaare und nach Kruskal-Wallis für mehr als zwei Datenpaare genutzt 

werden. Bei signifikanten Unterschieden (p ≤ 0,05) im Kruskal-Wallis-Test wurde mittels 

post-hoc-Tests (Dunn’s multiple comparison test) auf Unterschiede zwischen den einzelnen 

Geweben geprüft. Mittels Grubb’s Test wurden die Ergebnisse auf Ausreißer getestet. Die 

identifizierten Werte (p < 0,05) wurden in den Rohdaten gekennzeichnet und für die 

weiterführende Analytik verwendet, da es keine Begründung zum Ausschluss gab. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Entwicklung der quantitativen Esteraseaktivitätsbestimmung 

3.1.1 Auswahl der Untersuchungssubstanz 

Die Esteraseaktivität von humaner Haut (ex vivo) sollte vergleichend mit rekonstruierter 

Humanhaut bzw. den in der Haut quantitativ dominierenden Zellen, NHK und NHDF, an einer 

Modellsubstanz untersucht werden. Ferner sollte die mittels FDA quantifizierte 

Esteraseaktivität der Gewebe/Konstrukte mit dem Metabolitenprofil von Prednicarbat 

verglichen werden. Daher war die strukturelle Ähnlichkeit (Diester) bei der Auswahl der 

Modellsubstanz entscheidend sowie eine Ähnlichkeit in den physikochemischen 

Eigenschaften wünschenswert. Weiterhin sollte der Umsatz der Standardsubstanz in 

einfacher Weise quantifizierbar sein. Aufgrund der erfolgreichen Charakterisierung der 

metabolischen Aktivität von humanen Kornea-Konstrukten [142] anhand der Umsetzung von 

FDA, wurde FDA für die Etablierung eines Verfahrens zur Quantifizierung der kutanen 

Esterasen als Modellsubstanz gewählt. 

3.1.2 Testbedingungen 

Lösemittel für FDA und Fluorescein 

Die Löslichkeit von FDA wurde sowohl in wässrigen wie auch in nicht-wässrigen 

Systemen geprüft. Zur Reduktion des Risikos einer spontanen Esterhydrolyse und da 

FDA im Wässrigen nicht bzw. nur sehr schwer löslich war, wurden verschiedene 

organische Lösemittel (Ethanol, DMSO, Aceton) getestet [129, 150]. Aceton erwies 

sich dabei als geeignet. Die gewählten FDA-Konzentrationen für die 

Aktivitätsbestimmung lagen bei 10-6 bis 6·10-5 M. Limitierende Faktoren waren die 

Löslichkeit im wässrigen System bei geringster Opaleszenz und die Fluoreszenz-

Nachweisgrenze. 

Als potentielle Lösemittel für die Fluorescein-Stammlösung wurden PBS, 0,1 M Tris-

Puffer pH 7,4 und 0,1 M Tris-Puffer pH 8,0 getestet. 0,1 M Tris-Puffer pH 8,0 erwies 

sich als geeignet. Der Konzentrationsbereich der Fluorescein-Standardkurve reichte 

von 10-8 bis 2,5·10-4 M. Erste Versuche zur Ermittlung eines detektierbaren 

Konzentrationsbereiches von Fluorescein wurden mit variablen Zusätzen von 0,025 

bis 12,5% (V/V) Aceton durchgeführt, um den verschiedenen Aceton-Gehalt beim 

Verdünnen der Fluoresceindiacetat-Testlösungen nachzubilden. Ein konstanter 

Zusatz von 0,2% (V/V) Aceton senkte die Anzahl an mitzuführenden Kontrollen und 

erhöhte entsprechend die Zahl der in einem Arbeitsgang untersuchbaren Proben. 

Inwieweit diese Konzentration NHK, NHDF und die HaCaT Zelllinie beeinflusst, war 
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im weiteren Verlauf mittels des MTT-Tests zu prüfen. Bekannt ist jedoch, dass 0,2% 

(V/V) Aceton humane Hautzellen wie NCTC clone 2414 nicht negativ beeinträchtigt 

[113]. 

Kurz vor Beginn der Esteraseaktivitätsbestimmung wurde die acetonische FDA-

Stammlösung mit 0,1 M Tris-Puffer pH 8,0 1:500 verdünnt. Durch diesen zeitlichen 

Ablauf konnte die spontane Esterhydrolyse im Wasser auf ein Minimum reduziert 

werden. 

Medien und Zusätze 

Zu Beginn der Methodenentwicklung erfolgten die Zellversuche mit 

Wachstumsmedien (KGM / FbGM). Es wurde auf die entsprechenden Basalmedien 

(KBM/FbBM) umgestellt, da somit Beeinflussungen durch tierisches Serum/Extrakte 

(FbGM: FKS, KGM: BPE), Hydrocortison und Penicillin/Streptomycin oder 

Gentamycin ausgeschlossen werden konnten. Zudem erfolgte dies in Anlehnung an 

die Untersuchungen zum Prednicarbat-Metabolismus. 

Ferner wurde die Notwendigkeit der Zugabe von HEPES zum Medium geprüft. Diese 

Puffersubstanz dient zur Aufrechterhaltung von pH 7,4 bei Versuchen ohne CO2-

Begasung bei 37°C. Da die Zellen den Aufenthalt außerhalb des Brutschrankes für 

den Zeitraum der Untersuchung ohne einen Mediumzusatz überstehen, konnte auf 

HEPES verzichtet werden. 

Platten und weitere Hilfsmittel 

Für die fluorimetrischen Messungen wurde anfangs mit schwarzen Platten mit 

transparentem Boden gearbeitet, die aufgrund einer Verbesserung der Zellaussaat 

(sterile Reagenzreservoirs) durch komplett schwarze Platten ersetzt werden konnten. 

Die auf die gewünschte Zellzahl pro 200 µL in sterilen Reagenzreservoirs eingestellte 

Zellsuspension wurde unter Nutzung einer 8-Kanal-Transferpipette in die 

Vertiefungen überführt. Dadurch konnten Fehler minimiert und eine erhebliche 

Zeiteinsparung realisiert werden. 

3.1.3 Messanordnung, -reihenfolge und -zeitpunkt 

Die A-Reihe der 96-Loch-Platte (Abbildung 8, Seite 42) wurde für die Kontrollen der 

Leerwerte der Fluorescein-Standardkurve und Zellen in Basalmedium oder Homogenisat in 

Puffer genutzt. Zusammengehörende Proben der Reihen B bis G wurden auf der 96-Loch-

Platte entsprechend der Leserichtung des Plattenlesegerätes vertikal untereinander 

angeordnet. Dadurch konnte eine vernachlässigbare Zeitdifferenz von etwa sechs Sekunden 

(etwa 1% von der Gesamtversuchsdauer) zwischen den Probenpaaren erreicht werden. 
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Die Messungen erfolgten immer von den höchsten zu den niedrigsten Konzentrationen, um 

zufällig auftretende Fehler frühzeitig erkennen und gegebenenfalls beheben zu können. Die 

Fluoreszenzintensität der Leerwertkontrolle als erste Station einer jeden Messung ermöglicht 

Anzeichen für fehlerhafte Messergebnisse zu identifizieren, die durch Prüfung der 

Fluoreszenzintensität der höchsten Fluorescein-Standardkonzentration verifiziert oder 

falsifiziert werden konnte. Ein Messabbruch zu diesem Zeitpunkt verhinderte ein komplettes 

Verwerfen des gesamten Versuches. Ferner konnte dadurch vor der entscheidenden 

Messphase mit Esterasesubstratinjektion festgestellt werden, ob die Fluoreszenzdetektion im 

erwarteten Meßbereich lag. 

Als Messparameter wurde daher der Anstieg der Fluoresceinkonzentration gewählt und eine 

vergleichende Messung zu zwei Zeitpunkten wurde erforderlich. Daraus ergab sich die 

Notwendigkeit, den Zeitpunkt der ersten Messung und das Intervall zwischen den 

Messungen zu optimieren. Gemäß Michaelis und Menten [143] wird für die 

Enzymaktivitätsbestimmung die Anfangsumsatzgeschwindigkeit der Reaktion benötigt. 

Daher sollte der zweite Messpunkt möglichst nahe am Ersten liegen. Der Zeitrahmen von 

10 Minuten trägt den Möglichkeiten des FLUOstars bei der Rastergeschwindigkeit 

Rechnung. 

3.1.4 Gewebeaufschluss und Aufbereitung 

Anders als bei den Versuchen mit Zellen war für die Untersuchung der Enzymaktivität von 

Humanhaut und RHS/RHE ein geeigneter Aufschluss durch Homogenisation erforderlich. 

Gesucht wurde eine Aufschlussmethode, die die Aktivität der Enzyme allenfalls geringfügig 

schädigt. Verschiedene Verfahren wurden erprobt. 

Bei der Behandlung mit flüssigem Stickstoff und manuelle Zerkleinerung mittels Mörser und 

Pistill wurden die Enzyme großer Kälte (-196°C) ausgesetzt. Die Haut zeigte sich als sehr 

robust, sodass zufriedenstellende Ergebnisse nicht erreicht wurden. Zudem barg diese 

offene Arbeitsweise das Risiko einer möglichen Kontamination mit Keimen, Schmutz oder 

fremden Hautzellen, die die Ergebnisse hätten beeinflussen können. 

Der Aufschluss mit dem Ultraturax bedeutet trotz intensiver Kühlung eine hohe thermische 

Belastung durch Wärmeentwicklung für die Proben. Zudem war das erforderliche 

Probenvolumen bei Nutzung großer Rotoren hoch, kleinere Rotoren aber waren aufgrund 

der faserigen Struktur der Dermis permanent verstopft. Damit würde sich die Aufschlusszeit, 

die möglichst gering gehalten werden sollte, unangemessen verlängern. 

Ultraschall, der hauptsächlich bei der Homogenisierung von Zellen eingesetzt wird, brachte 

ebenfalls keine zufriedenstellenden Aufschlussergebnisse und eine enzymatische 

Vorbehandlung der Humanhaut durch Kollagenverdau zur Lockerung des dermalen 
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Zellverbandes wurde aufgrund möglicher Interferenz mit der Esteraseaktivität und der 

Proteinbestimmung ausgeschlossen. 

Mit der Kugelschwingmühle TissueLyser II, die mittels Prallkräften zum Gewebeaufschluss 

führt, konnten für die Gewebe bei unterschiedlicher Dauer der Krafteinwirkung 

zufriedenstellende Ergebnisse erzielt werden (Tabelle 12, Seite 39). Die thermische 

Belastung konnte durch Kühlen der Tefloneinsätze reduziert werden und auch ein geringeres 

Probevolumen in 2 mL Reaktionsgefäßen war möglich. Der Aufschluss ließ sich durch 

Zugabe von 500 µL Flüssigkeit sowie Verlängerung der Krafteinwirkung verbessern. Daher 

wurde dieses Verfahren zur Homogenisation gewählt. Die Aufschlusszeiten zeigen die hohe 

Widerstandsfähigkeit der Humanhaut: trotz 12 Minuten Aufschlusszeit wirkte die Epidermis 

visuell intakt und die Struktur der Dermis nur teilweise aufgebrochen. 

Zur Abtrennung der zellulären Bestandteile wurde das Gemisch bei 9000x g 10 Minuten 

unter Kühlung (+4°C) zentrifugiert. Dadurch wurden Interferenzen durch zelluläre 

Bestandteile reduziert und nur die löslichen Bestandteile untersucht. 

3.1.5 Viabilitätsuntersuchung 

Mit Hilfe eines an die Fragestellung adaptierten MTT-Reduktionsassays wurde untersucht, 

ob die Methode der Esteraseaktivitätsbestimmung anhand der FDA-Hydrolyse die Viabilität 

der Zellen reduzierte. Vor der Zugabe des MTT-haltigen Kulturmediums (2.2.6, Seite 47) 

wurden die Testlösungen von der Platte entfernt (Ausklopfen) um chemische Interaktionen 

zu vermeiden. Neben der Kürzung der Inkubationszeit auf 30 Minuten im Vergleich zur 

Testung von Zytostatika (48 h) wurde durch die Verwendung MTT-haltigen Kulturmediums 

die Genauigkeit der Messung erhöht. Zusätzlich wurde die Effektivität des Zellaufschluss 

durch das Hinzufügen von SDS und Essigsäure zu DMSO erhöht [7, 173]. 

Es konnte gezeigt werden, dass diese Methode der Esteraseaktivitätsbestimmung die 

Zellviabilität nicht beeinträchtigt. Die mediane Zellviabilität lag zwischen 80 und 116,5% 

(Abbildung 9) und somit in einem Bereich, der als nicht zytotoxisch angesehen wird. Die 

starken Schwankungen der Werte (angegeben als Variationskoeffizient) lassen sich mit der 

hohen biologischen Variabilität des Untersuchungsmaterials erklären. 
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Abbildung 9: Bestimmung der Zellviabilität von jeweils drei verschiedenen Spendern bzw. drei 
verschiedenen Passagen bei der HaCaT-Zelllinie mittels MTT. Darstellung der prozentualen Zellviabilität 
dreier verschiedener FDA-Konzentrationen (weiß 60 µM, hellgrau 9 µM, dunkelgrau 1 µM). Minimum, 
Maximum, 25%-/ 75%-Perzentil und Median als Box-Plot dargestellt. Angabe des Variationskoeffizienten 
über den Box-Plots. NHK (n=7), HaCaT (n=9), NHDF (n=6). 

3.2 Quantitative Bestimmung enzymkinetischer Daten 

Nach der Entwicklung des fluorimetrischen Testsystems wurde die Esteraseaktivität der 

Zielgewebe untersucht. Die Änderung der Fluoreszenzintensität innerhalb von 10 Minuten in 

Abhängigkeit zu den verschiedenen Substratkonzentrationen folgte einem sigmoidalen 

Kurvenverlauf. Daher erfolgten die Auswertung mit Hilfe der Hill-Funktion (Gleichung 7, 

Seite XI). 

3.2.1 Zweidimensionale Zellkultur 

Wie schon aus den vorangegangenen Untersuchungen zu erwarten war, zeigten die NHK 

die höchste Esteraseaktivität der untersuchten Zellen [42]. NHDF waren weniger aktiv, 

jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. Ferner wurden keine signifikanten 

Unterschiede in den Aktivitätsniveaus von NHK und NHDF bei der Verwendung von Zellen 

von Einzelspendern oder Spenderpools festgestellt. Die hohe Variabilität der 

Esteraseaktivität ist Ausdruck der biologischen Streuung der Primärzellen. Mit Hilfe der 

Keratinozytenzelllinie HaCaT sollte die Präzision der Esteraseaktivitätsbestimmung mit FDA 

als Esterasesubstrat unter weitgehendem Ausschluss biologischer Variabilität geprüft 

werden. Der Variationskoeffizient der Resultate der HaCaT-Zelllinie (Vk: 15,86%) war 
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dementsprechend deutlich niedriger als bei NHK (Vk[Einzelspender/ Spenderpool]: 56,45/ 61,67%) und 

NHDF (Vk[Einzelspender/ Spenderpool]: 14,76/ 36,51%). Dies belegt die gute Reproduzierbarkeit des 

Verfahrens. Zusätzlich wurde festgestellt, dass die Esteraseaktivität der HaCaT-Zelllinie 

signifikant geringer war als die der NHK (Abbildung 10A, Seite 64). Wurde die HaCaT-Zelle 

mehr als 60-mal passagiert, traten ungewöhnlich große Schwankungen aller untersuchten 

enzymkinetischen Parameter auf, ohne das Auffälligkeiten während der 

Versuchsdurchführung zu erkennen waren. Versuche an niedrigeren Passagen bestätigten 

diese Beobachtungen nicht, sodass davon auszugehen war, dass eine nicht näher definierte 

Veränderung in der HaCaT-Zelllinie Auslöser für dieses Phänomen war. Daher wurden alle 

Versuche, die mit HaCaT-Zellen ab der 60. Passage von der Untersuchung ausgeschlossen. 

Somit ist die Verwendung der HaCaT-Zelllinie als Surrogat für Versuche an primären 

Keratinozyten für diesen Bereich kritisch zu hinterfragen. 

Trotz nicht signifikanter Unterschiede der Esteraseaktivitätsniveaus zwischen Einzelspender 

und Spenderpool bei NHDF und NHK fiel der steigende Variationskoeffizient auf (3.2.1, 

Seite 62f). Das Zusammenfassen mehrerer Spenderzellen zu einem Spenderpool ermöglicht 

dabei die Egalisierung einzelner Spenderzellen-Inkompetenzen. Jedoch birgt dies die Gefahr 

von zellulären Inkompatibilitäten zwischen den Spenderzellen, die dazu führen können, dass 

die Proliferation von einzelnen Spenderzellen gehemmt wird, wodurch Missverhältnisse im 

Zellwachstum entstehen. Dadurch kommt es eher zu einer Erhöhung der biologischen 

Variabilität. Dies suggeriert jedoch, dass die Verwendung von Spenderpools nicht wie 

allgemein angenommen eine höhere Präzision mit sich bringt. 

Der s0,5-Wert gibt die Substratkonzentration entsprechend der Hälfte der maximalen 

Umsatzgeschwindigkeit vmax wieder (Berechnung Gleichung 8, Seite XII). In Anlehnung an 

die Michaelis-Menten-Konstante stellt s0,5 ein enzymspezifisches Charakteristikum dar, mit 

dessen Hilfe Anhaltspunkte über die Art bzw. Gleichartigkeit von Enzymen gewonnen 

werden können. Bei der statistischen Analyse der s0,5-Daten wurden trotz der unterschiedlich 

starken Streuung der s0,5-Werte keinerlei Unterschiede identifiziert (Abbildung 10B, Seite 64). 

Daher sollten die an der Umsetzung von FDA zu Fluorescein beteiligten Enzyme der 

Hautzellen gleichartig sein. Wie bei der Esteraseaktivität überstieg auch beim s0,5-Wert die 

Variabilität der Primärzellen die der HaCaT-Zelllinie. 

Ferner ermöglicht der Hill-Koeffizient (h) die Art der gegenseitigen Einflussnahme der 

Enzyme auf die Bindungseigenschaften zum jeweiligen Substrat (Kooperativität) zu 

beurteilen [25]. Ein Koeffizient von eins entspricht einer Enzymkinetik nach Michaelis-Menten 

(keine gegenseitige Beeinflussung). Werte kleiner eins sind ein Hinweis für negative 

Kooperativität, mit zunehmender Ligandenbindung sinkt die Affinität für die letzten freien 

Bindungsstellen, d.h. die Liganden behindern sich gegenseitig. 
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Abbildung 10: Vergleich der enzymkinetischen Parameter Esteraseaktivität (A), Enzymkonstante s0,5 (B) 
und Kooperativitätsindex (C) für die Kulturen primärer humaner Fibroblasten (NHDF) und Keratinozyten 
(NHK) und der HaCaT Zelllinie. Minimum, Maximum, 25%-/ 75%-Perzentil und Median als Box-Plot 
dargestellt. Anzahl Spender: NHDF Einzelspender (3); NHDF Spenderpool (2); NHK Einzelspender (4); 
NHK Spenderpool (3); HaCaT (1). Datenauswertung erfolgte nach Kruskal-Walis mit angeschlossenen 
Dunn’s multiple comparison Test (*** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05), Ausreißertest nach Grubbs 
(p < 0,05). 
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Im Gegensatz dazu steigt die Affinität für die letzten freien Bindungsstellen bei positiver 

Kooperativität, der Hill-Koeffizient ist damit größer eins. 

Die Mittelwerte der Hill-Koeffizienten waren allesamt größer eins und zeigten keine 

signifikanten Unterschiede (Tabelle 16). Beim Kooperationsindex konnten bei den NHDF und 

NHK Einzelspendern sowie bei den HaCaT-Zellen Ausreißer festgestellt werden. Aufgrund 

fehlender Ausschlusskriterien wurden die Werte nicht von den Ergebnissen ausgeschlossen. 

Tabelle 16: Hill-Koeffizienten für zweidimensionale Zellkulturen. Prüfung auf Signifikanz: t-Test (hellgrau), 
Kruskal-Wallis (dunkelgrau). 

 Mittelwert 
Standard-

abweichung 
Variations-

koeffizient [%] 
Signifikanz-

niveau 

NHDF Einzelspender 1,75 0,89 50,72 

keine 
Signifikanzen 
nachweisbar 

NHDF Spenderpool 1,85 0,64 34,80 

NHK Einzelspender 1,24 0,48 38,25 

NHK Spenderpool 1,75 0,59 33,92 

HaCaT p39-58 1,54 0,38 24,29 

Die zusammenfassende Beurteilung von Hill-Koeffizienten und Kooperativitätsindizes 

(Gleichung 8; Abbildung 10C) ergibt, dass die enzymatische Umsetzung von 

Fluoresceindiacetat zu Fluorescein vorrangig mittels positiv kooperierender, allosterischer 

Enzyme abläuft (2.2.3, Seite 40, Absatz Auswertung). 

Die Auswertung der Versuche ergab somit, dass bei gleichartigen positiv kooperierenden 

Enzymen (Tabelle 16, Abbildung 10C) NHK eine größere Esteraseaktivität als NHDF und 

HaCaT Zelllinie aufweisen (Abbildung 10A). 

3.2.2 Humanhaut, rekonstruierte Humanhaut bzw. Epidermis 

Bei der Qualitätsuntersuchung im Rahmen des BMBF-Verbundvorhabens „Charakterisierung 

der metabolischen Kapazität von in vitro Hautmodellen zum Zwecke der Identifizierung eines 

optimalen Modells für die Hauttoxizitätsprüfung sowie zur Expositionsabschätzung von 

Substanzen mit dermaler Biotransformation“ (2009-14) wurde festgestellt, dass das RHS 

AST 2000 nicht den Anforderungen einer rekonstruierter Humanhaut nach den Vorgaben der 

OECD entspricht [107]. Daher wurde dieses Konstrukt von den weiteren Untersuchungen 

ausgeschlossen. 
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Abbildung 11: Vergleich der enzymkinetischen Parameter Esteraseaktivität (A), Enzymkonstante s0,5 (B) 
und Kooperativitätsindex (C) für Humanhaut, RHE und RHS. Minimum, Maximum, 25%-/ 75%-Perzentil 
und Median als Box-Plot dargestellt. Anzahl der Spender bzw. Chargen: Haut gefroren (4); Haut frisch (5); 
Phenion FT (4); EpiDerm-FT (4); EpiDerm (5); FU hausinternes Konstrukt normal (3) und barrieredefizitär 
(3). Datenauswertung erfolgte nach Mann-Whitney für die Humanhautproben und FU hausinternen 
Konstrukte, Kruskal-Wallis mit angeschlossenen Dunn’s multiple comparison Test für frische 
Humanhaut, RHE und RHS (*** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05), Ausreißertest nach Grubbs (p < 0,05). 
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In Vorbereitung auf die Identifizierung eines der Humanhaut äquivalenten Konstrukts wurden 

zunächst kryokonservierte und frische Humanhaut ex vivo vergleichend untersucht. Dabei 

erwies sich gefrorene Humanhaut als deutlich weniger aktiv als frische (Abbildung 11A, 

Seite 66). Bei der Betrachtung der Art der biotransformierenden Enzyme mittels s0,5, h und Rs 

wurden keine Unterschiede zwischen kryokonservierter und frischer Humanhaut festgestellt, 

erneut aber eine positive Kooperativität der Esterasen (Abbildung 11B+C; Tabelle 17). 

Die Variabilität der Esteraseaktivität und s0,5-Werte war sehr hoch und ist mit der 

biologischen Streuung zu erklären. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieser 

Effekt durch die Kryokonservierung verstärkt wurde. Der Vergleich der Esteraseaktivität 

rekonstruierter Humanhäute bzw. Epidermis muss daher mit Ergebnissen der frischen 

Humanhaut erfolgen. Die beiden untersuchten RHS, Phenion FT und EpiDerm-FT, wiesen 

eine signifikant höhere Esteraseaktivität auf als frische Humanhaut. Dabei war Phenion FT 

das aktivste Konstrukt. Die Variabilität der Esteraseaktivität und der s0,5-Werte war bei 

Phenion FT stärker ausgeprägt als bei EpiDerm-FT. Die s0,5-Werte ergaben keinen Hinweis 

auf Unterschiede der biotransformierenden Enzyme bei den Konstrukten und Humanhaut 

(Abbildung 11B), auch bei der rekonstruierten humanen Vollhaut lag ein positiv kooperatives 

Verhalten vor (Abbildung 11C, Tabelle 17). 

Bei dem RHE EpiDerm waren statistisch keine Unterschiede zu frischer Humanhaut zu 

erkennen. Allerdings war EpiDerm signifikant weniger aktiv als das RHS Phenion FT. Der 

deutlich abweichende s0,5-Wert legt zudem nahe, dass bei diesen beiden Konstrukten nicht 

von einer Gleichartigkeit der biotransformierenden Enzyme ausgegangen werden kann. 

In Kooperation mit Frau Sarah Küchler und Frau Dominika Henkes, die ein Filaggrin 

defizitäres in vitro Krankheitsmodell auf Basis einer Filaggrin-Herabregulation [74] entwickelt 

haben, wurde dessen Esteraseaktivität sowie die des entsprechenden normalen Konstruktes 

(kein Filaggrin Knock down) getestet. Die Esteraseaktivität des FU-hausinternen normalen 

und des barrieredefizitären Konstrukts war annähernd gleich. Verglichen mit frischer 

Humanhaut zeigte das normale Konstrukt ebenso wie die kommerziellen Vollhautkonstrukte 

(EpiDerm-FT, Phenion FT) eine höhere Esteraseaktivität mit statistischer Signifikanz zur 

Humanhaut (Abbildung 11A). Auffällig war, dass die s0,5-Werte der beiden Konstrukte 

signifikant voneinander differierten, sodass vermutlich der Transfizierungsprozess einen 

Einfluss auf die biotransformierenden Enzyme ausübt (Abbildung 11B). Zudem waren die 

Variationskoeffizienten beim barrieredefizitären Konstrukt immer niedriger als beim normalen 

Konstrukt (exemplarisch Tabelle 17), was ein weiterer Hinweis auf Einflussnahme des 

Transfizierungsprozesses sein könnte. Die biotransformierenden Enzyme zeigten in den FU-

hausinternen Konstrukten ebenfalls positive Kooperativität (Abbildung 11C; Tabelle 17). 

An dem Esteraseaktivitätswert der verschiedenen Konstrukte wird der Einfluss der 

Keratinozytendifferenzierung deutlich. Während NHK in der zweidimensionalen Zellkultur 
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einen mittlere Esteraseaktivität von 3,30 ± 1,86 nmol/(min‧mg) (Einzelspender) bzw. 

3,72 ± 2,29 nmol/(min‧mg) (Spenderpool) aufweisen (Abbildung 10A), erreicht das FU-

normale Konstrukt mit 1,50 ± 0,48 nmol/(min‧mg) unter den untersuchten Konstrukten die 

zweithöchste mittlere Esteraseaktivität. Allein das Phenion FT mit einer mittleren 

Esteraseaktivität von 4,74 ± 2,45 nmol/(min‧mg) übertrifft die Esteraseaktivität der NHK. 

Tabelle 17: Hill-Koeffizienten für Humanhaut und Konstrukte. Prüfung auf Signifkanz: t-Test (weiß + 
hellgrau), Kruskal-Wallis (dunkelgrau + hellgrau). 

 Mittelwert 
Standard-

abweichung 
Variations-

koeffizient [%] 
Signifikanz-

niveau 

Haut gefroren 1,91 0,31 16,14  

Haut frisch 2,01 0,41 20,36 
**  P<0,01 

Phenion FT 1,87 0,17 9,02 

EpiDerm-FT 2,07 0,57 27,42  

EpiDerm 2,24 0,63 28,19  

FU normal 2,29 0,16 6,81 
**  P<0,01 

FU barrieredefizitär 1,93 0,07 3,57 

Die Auswertung der Ergebnisse ergab, dass keines der getesteten Konstrukte hinsichtlich 

der Esteraseaktivität der Humanhaut voll entspricht. Die Ähnlichkeit der s0,5-Werte zwischen 

Humanhaut und den RHS lässt vermuten, dass die biotransformierenden Enzyme gleichartig 

sind, ebenso wie das positiv kooperative Verhalten, allerdings übertrifft die Esteraseaktivität 

der Konstrukte die der Humanhaut. Da die Lagerung der Haut (kryokonserviert) zu einer 

Reduktion der Esteraseaktivität führt, ist es ebenfalls denkbar, dass ein mit der Entnahme 

der Humanhaut beginnender Enzymabbau sich während des Transportes von der Klinik in 

das Labor über die anschließende Verarbeitung der Haut für die Versuche fortsetzt und 

damit die geringere Esteraseaktivität der Humanhaut erklärt. 

3.3 Korrelation esteratischer Spaltung von FDA und Prednicarbat 

Die Ergebnisse aus der Biotransformationsuntersuchung von Prednicarbat (PC), die im 

Rahmen des BMBF-Verbundprojektes von Frau Wiebke Klipper durchgeführt wurden, sollten 

mit denen der Esteraseaktivitätsbestimmung zusammengeführt werden, um aus der 

Kombination der Daten die Eignung des Systems als Vorhersagemodell zu prüfen. Dazu 

wurden die Esteraseaktivitäten auf die Oberfläche der Gewebe/Konstrukte normalisiert. Eine 
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weitere Normalisierung dieser Daten auf Proteingehalt war in Ermangelung von 

Untersuchungsmaterial beim PC-Metabolismus nicht möglich. Anschließend wurde es mit 

der prozentualen Umsetzung von Prednicarbat (mol/mol) zu Prednisolon (PD)  bzw. 

Prednisolon plus Prednisolon-17-ethylcarbonat (PD+P17EC), bezogen auf die eingesetzte 

Stoffmenge an PC, korreliert. Der biotransformierte Anteil von PC war bei RHS und RHE 

annähernd gleich hoch. Einzig die Humanhaut wies eine geringere 

Biotransformationsleistung auf. Auch die Esteraseaktivität zeigte die beiden RHS und das 

RHE der Humanhaut überlegen. Daraus ergibt sich folgende Rangfolge: 

RHS~RHE>Humanhaut. 

 
Abbildung 12: Halblogarhythmische Dartellung der zusammengeführten Daten aus Untersuchungen zur 
Prednicarbat-Biotransformation und der Esteraseaktivität bei der Umsetzung von FDA zu Fluorescein in 
Humanhaut, rekonstruierter Humanhaut bzw. Epidermis. Darstellung der Fehler der Kurvenanpassung als 
Band (gestrichelte Linien). n=4-8. 

Dabei ergab sich ein einphasiger exponentiell-assoziativer Zusammenhang zwischen der 

PC-Biotransformation und der FDA-Spaltung. Neben dem Korrelationskoeffizienten R² gibt 

der sy.x-Wert einen Hinweis auf die Qualität der Kurvenanpassung, er gibt dabei die 

Streuung der Messwerte um die angepasste Kurve in der Einheit der Ordinate wieder 

(Abbildung 12). Die Korrelation verdeutlicht die Unterschiede in der Esteraseaktivität 

zwischen den verschiedenen Geweben (Abbildung 11A). Die Konstrukte unterschieden sich 

jedoch in ihrem Metabolitenprofil (Daten Wiebke Klipper). Daher erscheint das gewählte 

System als Vorhersagemodell nur partiell geeignet. 
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3.4 Isoformen der dermalen Esterasen 

Ausgehend von der FDA Struktur (Abbildung 7, Seite 18) kommen zwei große Gruppen von 

Esterasen (Carboxyl- und Arylesterasen) in Betracht, an der Umsetzung von FDA zu 

Fluorescein beteiligt zu sein. 

Die beiden wichtigsten Isoformen der Carboxylesterase (CES) sind CES1 und CES2. CES1 

wird vorrangig in der Leber und CES2 im Darm exprimiert [58]. Das trimere CES1 spaltet 

bevorzugt Ester aus kleinen Alkoholgruppen und großen Acylgruppen, das monomere CES2 

dagegen Substrate mit großen Alkoholgruppen und kleinen Acylgruppen. Zusätzlich weist 

CES1 eine Transesterifizierungsaktivität gerade bei hydrophoben Alkoholen auf, die CES2 

fehlt [61, 177]. 

Aus den Arbeiten verschiedener Wissenschaftler [6, 58, 61, 126, 177] geht hervor, dass die 

Carboxylesterasen mit mindestens zwei Ligandenbindungsstellen die strukturelle 

Voraussetzung für allosterisches Verhalten aufweisen. Die dreidimensionale Strukturanalyse 

der CES1 hat gezeigt, dass das Enzym in einem Trimer-Hexamer-Gleichgewicht vorliegt und 

zwei bis drei Ligandenbindungsstellen aufweist (aktives Zentrum, Seitentür („side door“), Z-

Seite („Z-side“)). Das aktive Zentrum befindet sich auf dem Grund der großen katalytischen 

Tasche und bindet eine Vielzahl von Substraten. Die Seitentür ist benachbart zum aktiven 

Zentrum, jedoch durch eine dünne Wand aus Aminosäureseitenketten abgegrenzt. Die 

Funktion der Seitentür als zweiter Zugang von der Enzymoberfläche zum aktiven Zentrum 

oder aber als Abgabestelle des Umsatzproduktes wird diskutiert. Die Z-Seite ist eine 

Ligandenbindungsstelle an der Enzymoberfläche, die für das Trimer-Hexamer-Gleichgewicht 

der CES1 verantwortlich ist. Beim Binden eines Liganden (unter anderem Moleküle mit 

Cholesterolstruktur) an die Z-Seite verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten des 

Trimers. Dadurch wird der Zugang zum aktiven Zentrum freigelegt, wodurch eine 

Substratbindung ans aktive Zentrum erst ermöglicht wird. Des Weiteren bewirkt die 

Ligandenbindung eine Konformationsänderung in der katalytischen Region des aktiven 

Zentrums, wodurch eine korrekte Positionierung von Glu354 für die Enzymreaktion erfolgt. 

Die Z-Seite könnte also eine allosterische Funktion bei der Katalyse übernehmen [6, 126]. 

CES2 besitzt anders als das tri- oder hexamere CES1 [177] eine monomeren Struktur [61, 

177]. Die dreidimensionale Enzymstruktur der CES2 wurde von Holmes und Kollegen [58] 

anhand eines Vergleiches der Aminosäuresequenzen von CES1 und CES2 in Kombination 

mit einem Vergleich der dreidimensionalen Struktur der CES1 vorhergesagt. CES2 wird 

daher als identisch zur CES1 postuliert [58]. Demnach könnte auch CES2 eine allosterische 

Funktion besitzen. 
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Arylesterasen (PON) kommen in drei verschiedenen Isoformen vor. PON1 ist dabei das am 

meisten untersuchte Enzym dieser Familie. Die PON1-mRNA wird nur in Leber, Niere und 

Colon exprimiert [86], jedoch ist das dazugehörige Enzym, welches mit HDL-Partikeln 

assoziiert ist, ubiquitär vertreten [122]. Die mRNA der intrazellulären PON2 dagegen weist 

eine ubiquitäre Verteilung auf [86, 123]. Und PON3-mRNA wird in Niere und Leber exprimiert 

und das Enzym ist wie PON1 mit HDL-Partikeln assoziiert [123]. Die dreidimensionale 

Struktur wurde bislang nur von der PON1 untersucht, sie weist zwei Bindungsstellen auf, von 

denen eines Calcium zur Stabilisierung des Enzyms vorbehalten ist und eines das aktive 

Zentrum darstellt [46, 47] Im solubilisierten Zustand bilden sie bevorzugt Dimere und 

Oligomere. Aufgrund der 60%-igen Sequenzhomologie innerhalb der PON-Familie wird 

davon ausgegangen, dass PON2 und PON3 ähnlich strukturiert sind [46, 47]. Es ist daher zu 

vermuten, dass Arylesterasen keine allosterischen Eigenschaften besitzen. 

3.4.1 Inhibition der Esteraseaktivität 

Aus der Gruppe der spezifischen Carboxylesteraseinhibitoren (Tabelle 2, Seite 18) wurde ein 

Phosphat-haltiger (Bis-4-Nitrophenylphosphat (BNPP)) und Phosphat-freier Inhibitor (Benzil) 

für die Inhibitionsversuche eingesetzt. Anders als erwartet [34, 60, 167] hemmte Benzil die 

Esteraseaktivität nicht und wurde von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. N-

Ethylmaleinimd (NEM) war ein spezifischer Arylesteraseinhibitor. Die beiden 

Acetylcholinesterase-Inhibitoren (Neostigmin und Physostigmin) dienten als 

Negativkontrollen, wobei das quartäre Neostigmin aufgrund seiner Partialladung anders als 

Physostigmin ausschließlich für die Enzyminhibition mit Hauthomogenisat verwendet werden 

konnte. Eine Übertragbarkeit der mit Hauthomogenisat gewonnenen Erkenntnisse auf Zellen 

wurde geprüft. Dabei stellte sich heraus, dass es weitergehender Anpassungen bedarf, 

gerade in Bezug auf die Inhibitorkonzentrationen bei gleichzeitigem Nachweis der 

Zellviabilität, weshalb diese Untersuchungen abgebrochen wurden. Neben spezifischen 

Esteraseinhibitoren (BNPP als Carboxylesteraseinhibitor, NEM als Arylesteraseinhibitor) kam 

der unspezifische Serinproteaseinhibitor Phenylmethylsulfonfluorid (PMSF) zum Einsatz [48]. 

Vorversuche zeigten, dass die aktivitätsmindernde Wirkung der Inhibitoren für die 

verschiedenen Esterasen unterschiedlich ausgeprägt war. Von den Monosubstanzen 

hemmte der Carboxylesteraseinhibitor BNPP mit 11,79 ± 6,01% Restaktivität die Hydrolyse 

von FDA am effektivsten. Unter Einwirkung des Arylesteraseinhibitor NEM betrug die 

Restaktivität 38,37 ± 2,75%, bei den als Negativkontrolle eingesetzten Neostigmin 

72,47 ± 6,92%. Der unspezifische Inhibitor PMSF zeigte eine Restaktivität von 

17,11 ± 3,25%. Durch Kombination der einzelnen Inhibitoren konnte die Hemmung deutlich 

gesteigert werden. Am effektivsten erwies sich die Kombination aus PMSF, BNPP und NEM 
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mit einer Absenkung der Enzymaktivität auf 5,11 ± 2,87% bezogen auf die 

Lösemittelkontrolle (Abbildung 13). 

 
Abbildung 13: Verbliebene Esteraseaktivität frischer Humanhaut in Gegenwart verschiedener einzelner 
Inhibitoren und von Kombinationen. n=3 Spender, 11 Einzelversuche. 

Aus diesem Ergebnis lässt sich ableiten, dass an der Umsetzung von Fluoresceindiacetat zu 

Fluorescein neben Carboxylesterasen und Arylesterasen auch unspezifische Esterasen 

beteiligt sind. Zur Absicherung der Ergebnisse wurden daher 

Genexpressionsuntersuchungen durchgeführt. 

3.4.2 Untersuchung der Genexpression 

Für die Untersuchung der Genexpression in Humanhaut, RHE (EpiDerm), RHS (Phenion FT, 

EpiDerm-FT), humanen Keratinozyten (NHK), humanen dermalen Fibroblasten (NHDF) und 

der Keratinozytenzelllinie HaCaT wurden Primer für folgende Esterasen nach erfolgreicher 

Überprüfung der Funktionsfähigkeit an HepG2-Zellen ausgewählt: Carboxylesterasen 

(CES1, CES2), Arylesterasen (PON1, PON2, PON3) (Tabelle 15, Seite 52). Nach Separation 

von Epidermis und Dermis am Phenion FT Konstrukt konnte das Vorkommen der Enzyme in 

den beiden Strata getrennt analysiert werden. Anhand der quantitativen Analyse der basalen 

relativen Genexpression konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Esterasen kutan 

exprimiert werden – wenn auch in unterschiedlicher Intensität (Abbildung 14). 

Die Carboxylesterase 1 (CES1) wurde am stärksten in NHDF exprimiert. Humanhaut, 

rekonstruierte Humanhaut bzw. Epidermis zeigten eine mittelstarke Expression und bei den 

NHK war CES1 nur in einem geringen Ausmaß detektierbar. In der HaCaT-Zelllinie konnte, 

wie schon in der Literatur beschrieben [177], keine CES1-Expression nachgewiesen werden. 
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CES2 wurde in allen Testgeweben stark exprimiert, besonders stark bei der Epidermis des 

Phenion FT, sodass das Verhältnis zum Haushaltsgen, der Succinatdehydrogenase 

Untereinheit A (SDHA) > 1 war (Abbildung 14). 

 
Abbildung 14: Quantitative Analyse der relativen Genexpression von Carboxylesterasen (CES1+2) und 
Arylesterasen (PON1-3) in Humanhaut und Hautzellen von drei verschiedenen Spendern. Logarithmische 
Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=3. Succinatdehydrogenase Untereinheit A (SDHA) 
wurde als Haushaltsgen verwendet. 

Die Arylesterase 1 (PON1) konnte nur in einigen Proben der Humanhaut und der Dermis von 

Phenion FT und nur in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden. PON2 wies in 

EpiDerm-FT und der HaCaT-Zelllinie ein mittelstarkes Expressionsniveau auf, wohingegen 

sie in allen übrigen Geweben und Zellen stark exprimiert war. Die dritte Isoform der 

Arylesterasen (PON3) wurde in Phenion Epidermis, NHK und Humanhaut deutlich 

exprimiert, in den anderen Materialien war die Expression schwach (Abbildung 14). 

3.4.3 Anhang: Untersuchung der Genexpression weiterer Metabolisierungsenzyme 

Des Weiteren wurden Enzyme des oxidativen Metabolismus untersucht, insbesondere die 

Expression Cytochrom-P450 abhängiger Monooxygenasen CYP3A4 und CYP3A5 neben 

den vier Isoformen der 3α-Hydroxysteroiddehydrogenase (AKR1C1-4). 

CYP3A4 konnte, wie schon in vorangegagenen Untersuchungen, in NHK nicht 

nachgewiesen werden [5], auch nicht in NDHF. In der HaCaT-Zelllinie wurde jedoch CYP3A4 

detektiert [43]. Wie schon bei der Biotransformation von FDA gesehen, unterscheiden sich 

die Eigenschaften der HaCaT-Zelllinie von denen der primären Keratinozyten. Am stärksten 

war CYP3A4 im RHS EpiDerm-FT exprimiert, in den anderen Konstrukten und Humanhaut 

war eine geringere Expression nachweisbar, wie sie bereits in der Literatur beschrieben wird 

[100]. Zwar wurde in allen Chargen der RHS/RHE eine CYP3A4-Expression beobachtet, 

jedoch mussten wegen der hohen Ansprüche an die qualitative PCR-Messmethode einige 
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Daten aufgrund theoretischer Unselektivitäten der Primer in höheren PCR-Zyklen (Cp ≥ 35,0) 

von der Auswertung ausgeschlossen werden. 

 
Abbildung 15: Quantitative Analyse der relativen Genexpression von Enzymen des oxidativen 
Testosteron-Metabolismus in Humanhaut und Hautzellen von drei verschiedenen Spendern. 
Logarithmische Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung, n=3. Succinatdehydrogenase 
Untereinheit A (SDHA) wurde als Haushaltsgen verwendet. 

CYP3A5 war hingegen in jedem der Gewebe exprimiert. Epidermis von Phenion FT, 

EpiDerm-FT, Humanhaut und NHK wiesen dabei ein mittelstarkes, Dermis von Phenion FT, 

EpiDerm und HaCaT ein schwaches und NHDF ein sehr geringes Expressionsniveau auf. 

Die Genexpression von AKR1C1-4 war in allen untersuchten Geweben und Zellen stark, 

besonders stark konnte sie im RHE EpiDerm und den NHDF nachgewiesen werden 

(Abbildung 15). 

3.5 Erstellte Standardarbeitsvorschriften (SOPs) 

Die im Rahmen der Dissertation entwickelten Testmethoden zur „Untersuchung der 

Esterasaktivität in 2D-Kultur“ (8.1.1, Seite 112), „Untersuchung der Esteraseaktivität in 

Humanhaut, rekonstruierter Humanhaut bzw. Epidermis“ (8.1.1, Seite 112) und „Inhibition 

der Esteraseaktivität in homogenisierter Humanhaut“ (8.1.3, Seite 145) wurden durch das 

Erstellen von standardisierten Arbeitsvorschriften den Projektpartnern und anderen 

Wissenschaftlern zugänglich gemacht. Diese SOPs sind der Arbeit angehängt (Kapitel 8, 

Seite 112). 
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4 Diskussion 

Dermale Esterasen sind eine wichtige Komponente im Fremdstoffmetabolismus der Haut. 

Die Esteraseaktivität in dermalem Gewebe von Mensch und Ratte ist in unterschiedlicher 

Verarbeitung (humane Mikrosomen und Zytosol [121], Humanhauthomogenisat [102], 

Rattenhauthomogenisat [157]) und häufig mittels monosubstituierten Esterverbindungen als 

Esterasesubstrat, wie Ethylnicotinat [102], untersucht worden. Hierzu wurden verschiedenste 

chromatographische sowie spektroskopische Analysemethoden, wie HPLC-, UV- und 

fluorimetrische Verfahren eingesetzt [3, 8, 102, 103, 121, 156, 157]. Eine vergleichende 

Quantifizierung der Esteraseaktität von Humanhaut und rekonstruierten Humanhäuten wurde 

jedoch bislang noch nicht durchgeführt. 

Mit der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur quantitativen 

Esteraseaktivitätsbestimmung entwickelt, die nicht nur für Homogenisate von Humanhaut 

und rekonstruierter Humanhaut bzw. Epidermis, sondern auch in zweidimensionalen 

Kulturen humaner dermaler Zellen einsetzbar ist. Diese Standardmethode ist ein wichtiger 

Schritt in der Grundlagenforschung lokal angewandter Dermatika oder dermal absorbierter 

Stoffe. Die schnelle und unkomplizierte Methode zur Untersuchung der Esteraseaktivität 

ermöglicht für Prednicarbat und weitere lokal angewandte Glucocorticoide (Betamethason-

17-valerat, Clobetason-17-propionat, Beclometason-dipropionat, Fluticason-17-propionat), 

die zur Behandlung von Dermatitiden oder entzündlichen Atemwegserkrankungen eingesetzt 

werden [71, 76, 140, 158, 174], sowie für Chemikalien und auch Kosmetikbestandteile die 

Einschätzung von Wirksamkeit und Sicherheit. Des Weiteren können vergleichende 

Untersuchungen von in vitro Testsystemen Differenzen in den Biotransformationskapazitäten 

identifizieren. Dabei sollte die Übertragbarkeit von in Zelllinien generierten 

Versuchsergebnissen auf primäre Zellen (sowie umgekehrt) kritisch hinterfragt werden. 

4.1 Entwickelte Methoden 

4.1.1 Humanhautaufschluss 

Die Humanhauthomogenisation mittels TissueLyser II stellt unter den getesteten 

mechanischen Aufschlüssen die schonendste und sauberste Methode dar (3.1.3, Seite 59). 

Das makroskopische Erscheinungsbild der Humanhaut wirkte nur teilweise aufgeschlossen. 

Der Einsatz von Verdauungsenzymen, wie Kollagenasen, die eine Lockerung des 

Zellverbandes bewirken würden, kam aufgrund des unbekannten Risikos einer 

Beeinflussung der Enzymreaktion bei der Esterhydrolyse jedoch nicht infrage. Somit könnte 

die Esteraseaktivität der Humanhaut unterschätzt worden sein. 
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4.1.2 Esteraseaktivitätsbestimmung 

Enzymkinetische Daten können mittels dieser einfachen Methode anhand der FDA-

Hydrolyse innerhalb von 30 Minuten generiert werden, ohne dass es aufwändiger 

Extraktionsverfahren oder einer komplexen Analytik bedarf. Das computergestützte 

halbautomatische Injektionssystem des verwendeten Plattenlesegerätes FLUOstar 

ermöglicht dabei eine genaue zeitliche Applikation der Testsubstanz und Messung der 

Fluoreszenzintensität. Bei einem maximalen Zeitaufwand von 45 Minuten pro Probe 

(Homogenisation des Untersuchungsmaterials + Messung) kann auf diese Weise die 

Esteraseaktivität von bis zu 50 Gewebeproben pro Arbeitswoche quantifiziert werden. Damit 

können Ergebnisse schneller als mit einer HPLC-Analytik bestimmt werden, da lange 

Inkubationszeiten sowie zeitintensive Extraktionsschritte entfallen. 

Die Entwicklung der Esteraseaktivitätsbestimmung lehnt sich an verschiedene Arbeiten an. 

Rotman und Papermaster [129] legten den Grundstein für die Nutzung von FDA zur 

Untersuchung der Zellviabilität. Die „fluorimetric microculture cytotoxicity assay“, kurz FMCA-

Methode [79], welche die Zytotoxizität von Tumortherapeutika (72 Stunden Inkubation) 

untersucht, nutzt dafür den Umsatz von FDA zu Fluorescein in viablen Zellen. Die FMCA-

Methode und die entwickelte Esteraseaktivitätsbestimmungsmethode zeigen, dass die 

Hydrolyse von Estern durch Esterasen eine Eigenschaft eines viablen, zur Biotransformation 

fähigen Systems ist. Die Weiterentwicklung der FMCA-Methode zur Untersuchung der 

Zytotoxizität von Umweltchemikalien in der Dissertation von Frau Heike Sommer [150] sowie 

die qualitative Bestimmung der Esteraseaktivität in humanen Kornea-Konstrukten mittels 

FDA [142] haben den Entwicklungsprozess der Esteraseaktivitätsbestimmungsmethode 

beeinflusst. 

Anders als bei der FMCA-Methode, die eine längerdauernde Inkubation erforderte, konnten 

aufgrund der hier kurzen Versuchszeit von circa 30 Minuten die äußeren Vertiefungsreihen 

der 96-Loch Platte ebenfalls benutzt werden. Fehler infolge des Verdunstens des Lösemittels 

waren nicht zu erwarten und der Probendurchsatz konnte damit erhöht werden. 

Esterasesubstrat FDA 

In den Strukturen von FDA und Prednicarbat zeigen sich strukturellen Unterschiede. 

FDA besitzt ein Xanthengrundgerüst und einen Lactonring, wohingegen Prednicarbat 

ein Steroidgrundgerüst aufweist (Tabelle 19, Seite 88). Die physikochemischen 

Eigenschaften (Molekulargewicht, logP, H-Donor/-Akzeptor) von FDA und 

Prednicarbat deuten (bis auf die H-Donation) nach der modifizierten „Rule of five“ [19, 

165] auf eine gute Permeation der Untersuchungssubstanzen durch die Haut hin 

(Tabelle 19, Seite 88). Der genaue Ablauf des Biotransformationsmechanismus ist für 

Prednicarbat bekannt [42]. Bei FDA kommt es vermutlich erst zur Hydrolyse der 

beiden Phenolester, bevor sich der Lactonring öffnet und die stabilere chinoide Form 
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von Fluorescein entsteht. Die Ergebnisse zur FDA-Biotransformation zeigen, dass 

neben der hydrolytischen Esterspaltung Carboxyl- und Arylesterase (aromatische 

Carboxylester [61] und Spaltung des γ-Lactonrings [122]) für die Umsetzung 

verantwortlich sind (3.4.1, Seite 71; Abbildung 14, Seite 73). Es ist zu vermuten, dass 

Prednicarbat strukturbedingt ein anderes Esterasemuster (vorrangig 

Carboxylesterasen) aufweist, was jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit war. 

Messmethode 

Die Überprüfung und Adjustierung der Fluoreszenzintensität vor dem Start von 

Testprotokoll 3 (Tabelle 13, Seite 40) könnte einen systematischen Messfehler 

darstellen. Die Adjustierung der Sensitivität des Photomultipliers der Detektionsoptik 

auf 95% für die höchste Fluorescein-Standardkonzentration könnte einen Einfluss auf 

die Ergebnisse der Fluoreszenzmessung ausgeübt haben. Diese Überprüfung diente 

der Inprozesskontrolle des höchsten Fluoresceinmessstandards. Wie aus Tabelle 18 

ersichtlich, unterscheiden sich die mittleren Justierungswerte zwischen den 

Testprotokollen 2 und 3 nur geringfügig. Die maximal aufgetretene prozentuale 

Abweichung zwischen dem Justierungswert von Testprotokoll 3 zu Testprotokoll 2 

beträgt für Zellen 1,77% und für Homogenisat 0,40% bezogen auf den kleineren 

dazugehörigen Justierungswert (Daten nicht gezeigt), und liegt somit unter dem Wert 

des Variationskoeffizienten (relativen Standardabweichung) (Tabelle 18). Des 

Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass der zeitliche Abstand zwischen den 

Fluoreszenzmessungen für den FDA-Umsatz nahezu identisch war. Zur Reduktion 

dieser möglichen Beeinflussung könnte zukünftig ein willkürlicher Wert für alle 

Messungen festgelegt werden. Die Alternative dazu wäre die Übernahme des 

Justierungswertes von Testprotokoll 2 für Testprotokoll 3 je Platte. Aufgrund der 

Betrachtung der sich bildenden Änderung der Fluoreszenzintensität bezogen auf eine 

Standardkurve wären beide Vorschläge möglich. Am sinnvollsten bzw. 

praktikabelsten erscheint die Fixierung des Justierungswertes auf Grundlage der 

bisher generierten Daten getrennt nach Zellen und Homogenisat (Tabelle 18). 

Dadurch würde sich die Zeit zwischen den zwei aufeinanderfolgenden 

Fluoreszenzmessungen etwas reduzieren. Die Harmonisierung des 

Justierungswertes hätte aber auch eine gleichbleibende Sensitivität der 

Detektionsoptik zur Folge, wodurch die Ergebnisse unter gleichen Voraussetzungen 

generiert würden. Es wäre zu prüfen, inwieweit sich durch die Modifikation der 

bisherigen Messmethode die Fluoreszenzintensitätsmesswerte verändern. 
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Tabelle 18: Methodenparameter der Esteraseaktivitätsmessung. 

  Zellen Homogenisat 

Anzahl gemessener Platten n 39 68 

zeitlicher Abstand zwischen den 
Fluoreszenzmessungen 

X  [min] 9,97 9,24 

SD [min] 0,09 0,02 

Vk [%] 0,86 0,22 

Justierungswert für 
Testprotokoll 2 

X [willkürliche Einheit] 1035,10 1012,62 

SD [willkürliche Einheit] 26,95 8,01 

Vk [%] 2,60 0,79 

Justierungswert für 
Testprotokoll 3 

X [willkürliche Einheit] 1034,10 1013,39 

SD [willkürliche Einheit] 27,00 6,95 

Vk [%] 2,61 0,69 

Datenauswertung 

Als Referenz für die Beurteilung der Esteraseaktivität der Konstrukte wurde frische 

Humanhaut verwendet. 

Der Kurvenverlauf für die Fluorescein-Standardkonzentrationen folgt keinem linearen 

Zusammenhang. Daher wurde den Daten entsprechend ein komplexeres 

Kurvenanpassungsmodell (zweiphasige exponentielle Assoziationsfunktion) gewählt. 

Versuche, auf ein einfacheres lineares Modelle umzusteigen, scheiterten am 

vergleichsweise hohen Umsatz des RHS Phenion FT. 

Anhand der Nachweisgrenze wurden alle nicht hinreichend sicheren Mittelwerte der 

Rohdaten aus der Berechnung der enzymatischen Fluoresceinbildung 

ausgeschlossen. Die Bestimmungsgrenze erhöhte zudem die Qualität der 

Auswertung, indem sie die Fluoreszenzwerte nach enzymatischer FDA-Spaltung (eS) 

und die der Fluorescein-Standardkonzentrationen vor der Quantifizierung der 

Fluorescein-Konzentration eliminierte, die keine akzeptable Präzision und Richtigkeit 

aufwiesen. 

Zur Berechnung der enzymkinetischen Parameter wurden zunächst die Formel nach 

Michaelis-Menten genutzt (Gleichung 16, Seite XII) [52]. Im Laufe der Versuche fielen 

jedoch systematische Abweichungen der Umsatzgeschwindigkeits-

Substratkonzentrations-Diagramme auf, die einen sigmoidalen Kurvenverlauf anstelle 

des erwarteten hyperbolischen andeuteten (Abbildung 16A). Hinzukam, dass nach 

Lineweaver-Burk-Umformung, zur rechnerisch-graphischen Aktivitäts- und 
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Konstantenbestimmung, die Messpunkte eine parabolische Anordnung anstelle der 

theoretischen Gerade zeigten (Abbildung 16B). 

 

Abbildung 16: Umsatzgeschwindigkeit versus Substratkonzentration: sigmoidaler Kurvenverlauf 
bei Michaelis-Menten-Auswertung (A) und parabolische Beziehung nach Lineweaver-Burk-
Umformung (B) am Beispiel eines Spenders. 

Ein sigmoidaler Kurvenverlauf weist auf allosterisches Verhalten eines Enzyms hin, 

welches mit einer positiven Kooperativität im Zusammenhang stehen kann. Diese 

Vermutung konnte durch Auswertung nach Hill bestätigt werden [25, 143]. Das Hill-

Modell (Gleichung 7, Seite XI) konkret der Hill-Koeffizient (h) bieten die Möglichkeit 

zwischen allosterisch-negativ kooperativen, nicht kooperierenden (Michaelis-Menten-

Kinetik) und allosterisch-positiv kooperativen Enzymen zu unterscheiden. Per 

Definition ist ein Enzym mit einem Hill-Koeffizienten h < 1 allosterisch-negativ 

kooperativ, mit einem Koeffizienten h = 1 ein Michaelis-Menten-Enzym und mit h > 1 

allosterisch-positiv kooperativ [25, 143]. Zur weiteren Absicherung der positiven 

Kooperativität wurde im Folgenden der Kooperativitätsindex Rs (Verhältnis der 

Substratkonzentrationen bei der 90% gegenüber 10% von vmax erreicht werden) 

bestimmt. Dieses Verhältnis beträgt bei Michaelis-Menten-Enzymen 81. Rs < 81 

bestätigt somit eine allosterisch-positive Kooperativität (Abbildung 10 (Seite 64) und 

Abbildung 11 (Seite 66)). 

Der s0,5-Wert ist eine Enzymkonstante. Sie stellt eine enzymcharakteristische Größe 

über die Art der Enzyme dar, die auch bei Enzymgemischen einsetzbar zu sein 

scheint. Denn trotz der mittels Genexpression nachgewiesenen unterschiedlichen 

Quantitäten der Enzymzusammensetzungen der untersuchten Homogenisate waren 

keine statistisch signifikanten Unterschiede bei Konstrukten der gleichen 

Konstruktionsart (RHS/RHE) im s0,5-Wert erkennbar (Abbildung 10, Seite 64, 

Abbildung 11, Seite 66). Der signifikante Unterschied des s0,5-Wertes zwischen 

Phenion FT und EpiDerm ist dagegen zum einen durch die Kultivierungsbedingungen 

A B 
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aber auch durch die Expression der FDA-Biotransformationsenzyme in der Dermis 

und deren Enzymaktivität im Phenion FT zu begründen. 

4.1.3 Viabilitätsuntersuchung 

Basierend auf den Daten der zellulären Esteraseaktivitätsbestimmung mit FDA sowie durch 

den Einsatz von FDA im Rahmen des FMCA zur Bestimmung der Zytotoxizität von 

Tumortherapeutika [79], wurden keine zellschädigenden Einflüsse durch FDA erwartet. 

Diese Hypothese konnte mit dem MTT-Test bestätigt werden. FDA beeinflusste bei der 

quantitativen Bestimmung der Esteraseaktivität die Viabilität der zweidimensionalen 

Zellkultur nicht. Die große Schwankungsbreite der Ergebnisse (Abbildung 9, Seite 62) 

spiegelt die große biologische Variabilität der verschiedenen Spender und die geringe 

Stichprobenanzahl der Versuche wider. Des Weiteren waren die Resultate innerhalb der 

verschiedenen Zellchargen in Abhängigkeit der Passagezahl heterogen. Dies zeigte sich im 

Besonderen bei der HaCaT-Zelllinie [11, 24]. Die Gründe dafür werden in Kapitel 4.2 

(Seite 82ff) diskutiert. 

Auf eine Prüfung der Viabilität der rekonstruierten Humanhaut und Humanhautproben mittels 

MTT wurde durch die Nutzung von Homogenisaten zur Untersuchung der Esteraseaktivität 

indes verzichtet. 

Die Sensitivität auf Basis der fluorimetrischen Messmethode FMCA ist gegenüber der 

UV/VIS-Spektroskopie des MTT-Assays erhöht, wodurch auch Umsätze im unteren 

Konzentrationsbereich besser detektiert werden können. Damit könnte die entwickelte FDA-

Methode die Viabilität über die Esteraseaktivität empfindlicher detektieren als der MTT-Test, 

unter der Voraussetzung, dass nur Zellmembranschäden zu erfassen sind. 

4.1.4 Esteraseinhibition 

Die Versuche an homogenisierter frischer Humanhaut haben gezeigt, dass mehrere 

Esterasen an der Umsetzung von FDA zu Fluorescein beteiligt sind (Abbildung 13, Seite 72). 

Eine nahezu vollständige Inhibition der Esteraseaktivität gelang durch die Kombination von 

Carboxylesterase-, Arylesterase- und einem unspezifischen Serinproteaseinhibitor. Die in 

der Literatur für die Untersuchung der Esteraseaktivität von Serum, Enzymextrakten, 

subzelluläre Fraktionen oder aufgeschlossenen Hautproben verschiedener Spezies 

verwendeten Konzentrationen betrugen 1 µM bis 5 mM für BNPP und PMSF [8, 48, 52, 53, 

65, 121, 159, 164, 176]. Neostigmin [48, 121] und NEM [81] wurden in den in der Literatur 

beschriebenen Versuchen in einer Konzentration von 1 µM und respektive 200 µM 

eingesetzt. Aufgrund von Vorversuchen wurden bei den eigenen Untersuchungen an 

homogenisierter Humanhaut Endkonzentrationen eingesetzt, welche die in der Literatur 

genannten Konzentrationen um bis zu eine Zehnerpotenz überstiegen (BNPP, PMSF, NEM: 
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10 mM; Neostigmin: 10 µM). Eine Optimierung anhand umfassender 

konzentrationsabhängiger Untersuchungen erscheint wünschenswert. 

PMSF ist hydrolyseempfindlich und weist bei pH 8 eine Halbwertszeit von 35 Minuten auf 

[62]. Daher wurde die anfängliche Applikationsreihenfolge „Inhibitorvorlage → 

Homogenisatzugabe“ gewählt. Doch zeigte PMSF erst nach Umstellung der Reihenfolge auf 

„Homogenisatvorlage → Inhibitorzugabe“ (2.2.7, Seite 48) einen inhibitorischen Effekt. Die 

Ursache dafür könnte möglicherweise in der unzureichenden Löslichkeit von PMSF bei 

Vorlage in die Plattenvertiefung und anschließender Verdunstung des Acetons liegen. 

4.2 Dermale Esterasen 

Die zweidimensionale Zellkultur wurde in erster Linie für die Etablierung des FDA-

Testsystems verwendet. Die Ergebnisse bestätigen (Abbildung 10, Seite 64) die tendenziell 

geringere Esteraseaktivität von NHDF gegenüber NHK [42]. 

Die HaCaT-Zelllinie wurde zur Prüfung der Qualität des Testverfahrens eingesetzt. Bei der 

Zelllinie ist eine spenderspezifische Variabilität ausgeschlossen. Dies wird an den 

Variationskoeffizienten der HaCaT-Zelllinie, verglichen mit primären Zellen, deutlich. Die 

HaCaT-Zellline wies eine statistisch signifikant geringere Esteraseaktivität (Passagen 39-58) 

als NHK auf. Ursache dafür könnte neben der Spender-genetischen Disposition unter 

anderem das Lebensalter des HaCaT-Spenders (62 Jahre) und damit verbunden die 

Seneszenz der Zellen sein. Die beobachtete starke Streuung der Esteraseaktivität ab der 60. 

Passage der HaCaT-Zelllinie deutet auf eine Redifferenzierung der Zelllinie bei höheren 

Passagen hin. Dies wird durch Studien unterstrichen, die einen linearen Zusammenhang 

zwischen der steigenden Passagierungsanzahl und der vermehrten Bildung von Tumoren 

der HaCaT-Zelllinie (tumorigenes Potential) entdeckt haben [11, 24]. 

Wie zu erwarten war, zeigte gefrorene Haut eine geringere Enzymaktivität als frische. Durch 

den Einfrierprozess von Humanhaut wurden die Enzyme höchstwahrscheinlich degradiert, 

wie Untersuchungen des Energiestoffwechsels gezeigt haben [67]. Nur frische Humanhaut 

kann daher bei Biotransformationsuntersuchungen als Referenz dienen. Eine erhöhte 

Aktivität der Lactatdehydrogenase (LDH) in Kulturmedien gefrorener Haut [93, 104] ist durch 

die Freisetzung von LDH bedingt und deutet auf eine Zellschädigung hin. Daher wurde eine 

geringe Freisetzung von LDH (gemessen als Enzymaktivität) als Qualitätsmerkmal der 

rekonstruierten Humanhäute bzw. Epidermis im BMBF-Forschungsprojekt gewertet. 

Beim Aufbau der RHS/ RHE werden Zellen von Einzelspendern verwendet. Dabei hat jeder 

Hersteller (Henkel, FU, MatTek) seine eigenen Zellspender, aus deren Haut die NHK und 

NHDF isoliert werden. Die Phenion FT-Konstrukte werden immer aus demselben Spender 

(sowohl NHK als auch NHDF) aufgebaut. Für die FU-eigenen Konstrukte und bei den 
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Hautproben wurde für jede untersuchte Charge ein anderer Spender verwendet. MatTek 

verwendet verschiedene Spender für den Bau der Konstrukte sowohl innerhalb des 

EpiDerm-FT als auch zwischen EpiDerm und EpiDerm-FT (persönliche Kommunikation mit 

MatTek). Entgegen der hohen Chargenkonformität durch die Nutzung des selben 

Einzelspenders von NHK und NHDF beim Phenion FT und der darum vermuteten geringen 

Variabilität der Esteraseaktivität, war die Streuung der Esteraseaktivität stärker ausgeprägt 

als erwartet - wohingegen die auf verschiedenen Einzelspendern basierenden Konstrukte 

geringere Schwankungen in der Esteraseaktivität aufwiesen (Abbildung 11, Seite 66). 

Die RHS (EpiDerm-FT, Phenion FT, FU normal und FU barrieredefizitär) unterscheiden sich 

zudem makroskopisch. EpiDerm-FT und die beiden FU-hausinternen Konstrukte zeichnen 

sich durch ein filigranes Erscheinungsbild, bedingt durch das starre Kollagengel, in das 

NHDF eingebettet und mit NHK überschichtet sind [165], aus. Die Kultivierungszeit nach „Air 

Lift“ beträgt für die FU-hausinternen Konstrukte 14 Tage [74]. Vom Hersteller der MatTek 

Konstrukte werden hierzu leider keine Angaben gemacht. Das Dermisäquivalent des 

Phenion FT besteht hingegen aus einer schwammartigen Kollagenmatrix, die durch 

chemische Quervernetzung eines zuvor gefriergetrockneten Kollagengels entsteht (Patent 

DE 10 2004 039 537 A1 and WO 2006 018147) [179], in das anschließend NHDF 

eingebettet werden [94, 180]. Dies ermöglicht den Fibroblasten eine freie Beweglichkeit und 

Zellteilung (Firma Henkel, persönliche Mitteilung). Die NHDF werden dazu zwei Wochen 

submers in der Matrix kultiviert, bevor NHK hinzugegeben werden. Letztendlich wird das 

Phenion FT insgesamt fünf Wochen herangezüchtet, von denen die letzten 12-14 Tage der 

Differenzierung der NHK nach „Air Lift“ dienen [178, 179]. 

Die RHS Phenion FT, das FU-eigene normale Konstrukt sowie das RHE EpiDerm wiesen 

großen Schwankungen nicht nur in den Esteraseaktivitätsergebnissen, sondern auch bei den 

s0,5-Werten auf. Der unterschiedliche Aufbau der Konstrukte könnte daher eine Ursache für 

die hohe Variabilität der Esteraseaktivität sein. EpiDerm-FT und die FU-eigenen Konstrukte 

gehören dem gleichen Aufbautyp an (siehe oben). Unter Berücksichtigung der Verwendung 

unterschiedlicher Spender sind die medianen Esteraseaktivitäten der FU-eigenen Konstrukte 

sowie deren Variabilität annähernd identisch gegenüber denen von EpiDerm-FT (Abbildung 

11, Seite 66). Dabei fällt auf, dass die Variabilität der Ergebnisse des FU-eigenen normalen 

Konstrukts mit dem gezielten Ausschalten von Filaggrin mittels siRNA (FU barrieredefizitäres 

Konstrukt) sinkt (Abbildung 11, Seite 66). Dies könnte ein Indiz dafür sein, dass das gezielte 

Ausschalten von Proteinen über siRNA einen Einfluss auf die Enzymaktivität im Allgemeinen, 

und hier auf die Esteraseaktivität im Speziellen hat. Des Weiteren ist beim s0,5-Wert ein 

signifikanter Unterschied zwischen den beiden FU-eigenen Konstrukten festzustellen 

(Abbildung 11, Seite 66). Möglicherweise beeinflusst der Filaggrin-Mangel die 
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Enzymausstattung der Keratinozyten. Diese Vermutung wäre jedoch mit weiteren 

Untersuchungen zu prüfen. 

Aufgrund der verschiedenen Kulturbedingungen der Konstrukte lässt sich ein 

unterschiedlicher Differenzierungsgrad der Keratinozyten vermuten. Der Einfluss der 

Keratinozytendifferenzierung konnte anhand des Vergleiches der Esteraseaktivitäten von 

NHK und den Konstrukten gezeigt werden (3.2.2, Seite 65ff). Der marginale 

Esteraseaktivitätsunterschied der beiden MatTek Konstrukte (RHE: EpiDerm, RHS: 

EpiDerm-FT) ist auf einen ähnlichen Aufbau und Kulturbedingungen zurückzuführen. Der 

Einfluss der Fibroblasten auf die Esteraseaktivität des RHS EpiDerm-FT, ist - in 

Übereinstimmung mit den Resultaten in der zweidimensionalen Zellkultur - gering [42]. 

Die hohe Esteraseaktivität des Phenion FT (Abbildung 11, Seite 66) könnte unter anderem 

aufgrund eines erhöhten Vorkommens von Esterasen, repräsentiert durch die sehr starke 

CES2-mRNA-Genexpression in der Epidermis und Dermis von Phenion FT (Abbildung 14, 

Seite 73), verursacht worden sein. Aber auch eine Beeinflussung der 

Keratinozytendifferenzierung in einem anderen Maße als bei EpiDerm und EpiDerm-FT 

(3.2.2, Seite 65ff) erscheint möglich. Neben der Induktion der Kerationzytendifferenzierung 

durch den „Air Lift“ kann bovines Serumalbumin (BSA), das im Phenion FT 

Erhaltungsmedium enthalten ist, angeregt durch sichtbares Licht einer Wellenlänge von 

453 nm, zur Freisetzung von NO führen, das wiederum eine Differenzierung von 

Keratinozyten bedingt [78]. Die während des Mediumwechsels im Rahmen der Kultivierung 

unvermeidliche Lichtbestrahlung der Phenion FT-Konstrukte kann daher den 

Differenzierungsgrad der Zellen beeinflusst haben. Bedingt durch den daraus resultierenden 

größeren Anteil differenzierter Keratinozyten und den damit verbundenen höheren 

Proteingehalt ist eine erhöhte Esteraseaktivität denkbar. In der Literatur ist ein änhlicher 

Effekt bereits für Heparanasen in NHK beschrieben worden [72]. Der hohe Proteingehalt 

könnte auch Ausdruck für die Alterung der Zellen im Konstrukt sein, da mit häufiger 

Passagierung und zunehmender Seneszenz von NHK ein erhöhter Proteingehalt assoziiert 

ist [16, 106]. Das Altern der Konstrukte (Kulturdauer fünf Wochen), das bei Zellen durch 

Absinken der Proliferationsfähigkeit, anhaltender metabolischer Aktivität und 

morphologischen Veränderungen (Zellgrößenzunahme) der Zellen charakterisiert ist [49, 89, 

155], könnte die Esteraseaktivität des Phenion FT erhöht haben. Anhaltspunkte dafür bietet 

die gesteigerte Enzymaktivität der seneszenz-assoziierten β-Galaktosidase in Fibroblasten 

[73]. Das Alter von Zellspendern (NHK-/NHDF-Spender bis zu 3 Jahre alt; nach Aussage der 

Firma Henkel) scheint jedoch keinen Einfluss zu haben [101]. Die Kulturbedingungen 

(Kultivierungszeiten vor dem „Air Lift“) und damit verbunden ein vermutlich höherer Anteil 

nicht-differenzierter Keratinozyten könnten ebenfalls für Unterschiede in der Esteraseaktivität 
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der verschiedenen Konstrukte verantwortlich sein. Zur Aufklärung der Ursachen für die 

erhöhte Esteraseaktivität des Phenion FT sind jedoch weitere Untersuchungen nötig. 

Das RHE EpiDerm und das RHS Phenion FT unterscheiden sich in den 

Kultivierungsbedingungen von den anderen Konstrukten sowie untereinander und können 

daher nicht direkt mit einem bauähnlichen Konstrukt verglichen werden. Dies wird zudem bei 

der Betrachtung des s0,5-Wertes deutlich. Der signifikant höhere s0,5-Wert des Phenion FT im 

Vergleich zum EpiDerm deutet darauf hin, dass der Konstruktionstyp (RHE, RHS) sowie die 

Kulturbedingungen (siehe oben) die Enzymausstattung beeinflussen können. Zwischen 

EpiDerm und EpiDerm-FT bzw. zu den FU-eigenen Konstrukten wurden bei der 

Esteraseaktivität und s0,5-Werten indes keine signifikanten Unterschiede gefunden. Dies 

kann z.B. durch das eingesetzte Zellmaterial von verschiedenen Spendern für die 

Konstruktion des EpiDerm-FT und des EpiDerm bedingt sein. Die NHDF im EpiDerm-FT 

leisten derweil nur einen sehr geringen Beitrag zur Esteraseaktivität [42]. Dass zwischen den 

s0,5-Werten von EpiDerm bzw. EpiDerm-FT und den FU-eigenen Konstrukten keine 

signifikanten Unterschiede erkennbar waren, lässt sich durch die gleichartigen 

Kultivierungsbedingungen erklären. 

Die Esteraseaktivität des RHE EpiDerm ist der von Humanhaut am ähnlichsten. Allerdings ist 

ein vollständiger Gewebeaufschluss der entscheidende Schritt in der 

Esteraseaktivitätsbestimmung. Angesichts der schwierigen und langdauernden 

Homogenisation der Humanhaut könnten die ermittelten Esteraseaktivitätswerte der 

Humanhaut unter dem wahren Wert liegen (4.1.1, Seite 76). Hierzu wären weiterführende 

Untersuchungen interessant. 

Aus den ermittelten s0,5-Werten ist zu schließen, dass bei den untersuchten Geweben 

größtenteils die gleichen Enzyme an der Umsetzung von FDA zu Fluorescein beteiligt sind. 

Für eine genaue Bestimmung der Qualität und Quantität waren jedoch weiterführende 

Experimente in Form von Genexpressions- und Inhibitionsuntersuchungen notwendig. Die 

Genexpressionsuntersuchung ergab, dass die Carboxylesterasen (vor allem CES2) am 

stärksten in den untersuchten Geweben exprimiert wurden. Dies stimmt mit den 

Erkenntnissen aus den Inhibitionsversuchen überein, die eine starke Beteiligung von 

Carboxylesterasen gefolgt von Arylesterasen zeigten (Abbildung 13, Seite 72). Die 

schwächere CES1-mRNA-Expression von Humanhaut und dem RHE EpiDerm gegenüber 

den RHS (Abbildung 14, Seite 73) steht in Einklang mit der geringeren Esteraseaktivität 

(Abbildung 11, Seite 66). Die sehr starke CES2-mRNA-Expression in der Epidermis des 

RHS Phenion FT (Abbildung 14, Seite 73) ist vermutlich die Ursache für die hohe 

Esteraseaktivität (Abbildung 11, Seite 66). Dafür spricht, dass FDA ein Substrat der CES2 ist 

[171]. Das Fehlen von CES1-mRNA in der HaCaT-Zelllinie (Abbildung 14, Seite 73) korreliert 
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mit den Literaturdaten [177] und erklärt die geringe Esteraseaktivität (Abbildung 10, 

Seite 64). 

Für die übrigen Isoformen 3, 4 (auch als CES6 bezeichnet) und 5 (auch als CES7 oder 

Cauxin bezeichnet) der Carboxylesterase konnten in der HepG2-Zelllinie keine adäquaten 

Primer identifiziert werden. CES3, 5 und 6 sind vorrangig im Gehirn oder Körperflüssigkeiten 

lokalisiert [55-58]. Zusätzlich zur Überprüfung in der HepG2 Zelllinie wurden die mRNA von 

CES3, CES4 und CES5 in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y durch Frau Nada Charbaji 

und speziell CES3 in der humanen Kolorektaladenokarzinomzelllinie HT29 [131] durch Frau 

Wiebke Klipper getestet. Dabei deutete sich in Vorversuchen mit den Primern für CES4 und 

CES5A(1+2) (Tabelle 15, Seite 52) eine mRNA-Expression in der Neuroblastomzelllinie an. 

Die übrigen Isoformen konnten jedoch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Zur 

vollständigen Aufklärung der Genexpression von CES3, CES4 und CES5 in Humanhaut und 

RHS/RHE sind daher weitere Untersuchungen nötig. 

Die Detektion von PON1-mRNA in der Phenion Dermis und der Humanhaut (Abbildung 14, 

Seite 73) ist nicht abschließend erklärbar. Aufgrund der Tatsache, dass nicht in jeder 

untersuchten Charge PON1-mRNA detektiert wurde und NHDF und NHK PON1-mRNA nicht 

exprimieren (Abbildung 14, Seite 73), erscheint ein systematischer Fehler bei der 

Versuchsdurchführung (Epidermis/Dermis-Seperation, Homogenisation, RNA-Isolation, 

cDNA-Synthese) unwahrscheinlich. Daher könnte es auf einen zufälligen Fehler 

zurückzuführen sein. In der Literatur wird PON1-mRNA bislang nur in Leber, Niere und 

Colon nachgewiesen [86]. Einige Wissenschaftler überlegen jedoch, ob die Möglichkeit einer 

lokalen Synthese - allerdings bei Mäusen - in Frage käme [88]. Anders als PON1 besitzen 

PON2 und PON3 nahezu keine Paraoxonase-Aktivität, aber eine große Lactonase-Aktivität 

[46]. Es ist zu vermuten, dass neben der hydrolytischen Spaltung des Laktonrings PON2 

und/oder PON3 dessen Öffnung beim Umsatz von FDA zu Fluorescein bewirken, wobei 

wahrscheinlich PON2 aufgrund der konstant hohen mRNA-Expression eine stärkere 

Beteiligung als PON3 hat (Abbildung 14, Seite 73). Entgegen der bisherigen 

Veröffentlichungen, die eine Expression von PON3-mRNA nur in Leber und Colon [125] oder 

verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes [146] bzw. in porkinem subkutanen 

Fettgewebe [75] postulieren, wurde nunmehr eine Expression von PON3-mRNA in NHK, 

NHDF, HaCaT, Humanhaut sowie rekonstruierter Humanhaut bzw. Epidermis nachgewiesen 

(Abbildung 14, Seite 73). 

Aus den Inhibitionsversuchen mit NEM kombiniert mit den Erkenntnissen der 

Genexpressionsuntersuchung wird deutlich, dass hauptsächlich PON2 aus der Gruppe der 

Arylesterasen an der Umsetzung von FDA zu Fluorescein in Humanhaut beteiligt zu sein 

scheint. Ihr Ausmaß ist jedoch deutlich geringer als bei den Carboxylesterasen trotz 

ähnlicher mRNA-Expressionslevel (Abbildung 13, Seite 72; Abbildung 14, Seite 73). 
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Auch die unspezifischen Esterasen haben einen Anteil an der FDA-Umsetzung. Aus den 

verschiedenen Esteraseinhibitorkombinationen wird ersichtlich, dass die Carboxylesterasen 

die größte Bedeutung bei der Umsetzung von FDA, gefolgt von den unspezifischen 

Esterasen und den Arylesterasen besitzen (Abbildung 14, Seite 73). Somit kann festgehalten 

werden, dass verschiedene Enzyme für die ermittelte Esteraseaktivität verantwortlich sind. 

Neben den allosterischen CES1 und CES2 trugen vermutlich PON2 und PON3 zu der 

Esteraseaktivität der Humanhaut und der Konstrukte bei. Aus den Ergebnissen der mRNA-

Expressionslevels ergab sich folgende Rangfolge: CES2 > PON2 > CES1 > PON3 

(Abbildung 14, Seite 73). Die Kooperativität könnte zudem auch Ausdruck für eine Interaktion 

der unterschiedlichen Esterasen/Enzyme sowie eine Kombination aus den allosterischen 

Esterasen/Enzymen und deren Wechselwirkung untereinander sein. Diese Hypothese ist 

jedoch zu überprüfen. Unter den gewählten experimentellen Bedingungen erscheint dies 

aber schwierig. Wie die Inhibitionsversuche gezeigt haben (Abbildung 13, Seite 72), ist eine 

Beeinflussung der FDA-Hydrolyse durch unspezifische Esterasen und/oder andere 

hydrolytische Enzyme, die sich im Hauthomogenisat befinden, nicht auszuschließen. Auch 

die CES und PON unterliegen einem Polymorphismus [123, 132, 168], wodurch die 

biologische Streuung der Esteraseaktivitäts- und Genexpressionsergebnisse erklären 

könnte. 

4.3 Korrelation esteratischer Spaltung von FDA und Prednicarbat 

Die anhand der Spaltung von FDA und Prednicarbat (PC)  gemessene Esteraseaktivität 

unterschied sich in der Rangfolge der Untersuchungsgewebe nicht (3.3, Seite 68; Abbildung 

12, Seite 69). Die rekonstruierten Humanhäute zeigten bei beiden Testsubstanzen eine 

ähnliche Aktivität wie die rekonstruierte humane Epidermis, wohingegen die Humanhaut eine 

geringere Aktivität aufwies. Eine lineare Korrelation zwischen der Esteraseaktivität und der 

PC-Biotransformation bestand jedoch nicht; so dass mit dem Vorhersagemodell bisher nur 

qualitative Aussagen möglich sind, keine quantitativen. 

Dies wird durch die Beteiligung unterschiedlicher Esterasen an der Umsetzung der 

Testsubstanzen verursacht. FDA wird durch Carboxylesterasen und Arylesterasen 

umgesetzt (Abbildung 13, Seite 72; Abbildung 14, Seite 73), wohingegen die PC-

Biotransformation - abgeleitet von der Struktur - vermutlich nur mittels Carboxylesterasen 

stattfindet (dies war nicht Gegenstand der Arbeit). Daneben können die verschiedenen 

Inkubationszeiten und der Umgang mit den Geweben/Konstrukten eine Ursache für die 

begrenzte Aussagekraft des Vorhersagemodells sein. Für den PC-Metabolismus wurde eine 

wässrige PC-Lösung auf die intakte Konstrukt-/Gewebeoberfläche appliziert und nach 24-

stündiger Inkubation bei 37°C die Enzymreaktion mit NaF abgestoppt, die 
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Konstrukte/Gewebe homogenisiert und anschließend einem Extraktionsprozesses 

unterzogen. Die FDA-Esteraseaktivitätsbestimmung erfolgte hingegen während einer 10-

minütigen Inkubation des zuvor hergestellten Homogenisates. Somit war sichergestellt, dass 

die Bestimmung der Esteraseaktivität zum frühstmöglichen Zeitpunkt erfolgte, zu dem eine 

eventuelle Rückreaktion der Enzymreaktion unwesentlich ausfällt [143]. Zudem kommt es 

durch die Normalisierung auf Gewebe-/Konstruktoberfläche zur Vernachlässigung des 

Einflusses unterschiedlicher Gewebe-/Konstruktvolumina bzw. unterschiedlicher 

Proteingehalte. 

Tabelle 19: Kenndaten zu Fluoresceindiacetat, Fluorescein und Prednicarbat. 

Fluoresceindiacetat 

(6'-Acetyloxy-3-oxospiro[2-benzofuran-1,9'-xanthen]-3'-
yl) acetat 

 

M = 416,361 g/mol 

mittlerer logP = 3,69 ± 0,30 [20, 161, 162] 

nicht fluoreszierend 

Wasserstoffbrücken-Donator: 0 

Wasserstoffbrücken-Akzeptor: 7 

Fluorescein 

3',6'-Dihydroxyspiro[2-benzofuran-3,9'-xanthen]-1-on 

 

M = 332,291 g/mol 

mittlerer logP = 3,15 ± 0,41 [20, 161, 162] 

fluoreszierend 

Wasserstoffbrücken-Donator: 2 

Wasserstoffbrücken-Akzeptor: 5 

Prednicarbat 

[2-[(8S,9S,10R,11S,13S,14S,17R)-17-
Ethoxycarbonyloxy-11-hydroxy-10,13-dimethyl-3-oxo-
7,8,9,11,12,14,15,16-octahydro-6H-
cyclopenta[a]phenanthren-17-yl]-2-oxoethyl] propanoat 

 

M = 488,550 g/mol 

mittlerer logP = 3,28 ± 0,59 [20, 161, 162] 

Wasserstoffbrücken-Donator: 1 

Wasserstoffbrücken-Akzeptor: 8 
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Die gewählten Methoden zur Erstellung eines Vorhersagemodells scheinen aufgrund der 

unterschiedlichen Nutzung/Aufbereitung des Gewebematerials nicht geeignet. Allerdings 

haben sich neben den physikochemischen Gemeinsamkeiten von FDA und PC (Tabelle 19, 

Seite 88), die auf eine erfolgsversprechende Prädiktion hindeuteten, Unterschiede in der 

Esterasenbeteiligung bei der Biotransformation herauskristallisiert. 

4.4 Genexpression weiterer Phase-I-Metabolisierungsenzyme 

Testosteron wird als OECD-Standardsubstanz zur Untersuchung der perkutanen Absorption 

in in vitro Testsystemen, wie rekonstruierter Humanhaut bzw. Epidermis, eingesetzt. Daher 

sind Erkenntnisse zu Vorkommen sowie Biotransformationkompetenz in diesen Konstrukten 

im Vergleich zur Humanhaut essentiell. Testosteron wird unter anderem durch die 

Cytochrom-P450 abhängige Monooxygenase CYP3A4 (Hauptmetabolisierungsenzym der 

Leber) in 6β-Hydroxytestosteron (6-β-OHT) umgewandelt. 

In der menschlichen Haut wird CYP3A4 vorrangig in der Epidermis exprimiert [63, 110], 

allerdings nur in sehr geringen Mengen [148, 175] und teilweise erst nach Enzyminduktion 

mit Dexamethason [5]. 

Dies erklärt die Abwesenheit von CYP3A4 in NHDF und die in der vorliegenden Arbeit 

gefundene geringe Expression von CYP3A4 bei Humanhaut (Abbildung 15, Seite 74). 

Weiterhin stimmen die fehlende Expression von CYP3A4 (Abbildung 15, Seite 74) in NHK [5] 

sowie die geringe Expression in den verschiedenen rekonstruierten Humanhäuten [100] mit 

den in der Literatur beschriebenen Verhältnissen überein. In EpiDerm gelang jedoch 

erstmals der Nachweis von CYP3A4, entgegen der Literatur [59]. Möglicherweise ist der 

Differenzierungsgrad der Zellen für die Expression von CYP3A4 verantwortlich (Abbildung 

15, Seite 74). Auffällig ist, dass primäre Zellen wie NHK und NHDF kein CYP3A4 

exprimieren, wohl aber Phenion Dermis (bestehend aus NHDF), und dass eine stärkere 

Expression in EpiDerm-FT (Epidermis und Dermis) als in EpiDerm stattfindet. Die Expression 

von CYP3A4 in der HaCaT-Zelllinie unterliegt offensichtlich großen Schwankungen [43, 63], 

der sich möglicherweise durch den Einsatz verschiedener Subklone bzw. unterschiedlicher 

Kultivierungsbedingungen in den Studien erklären lässt. 

Aus der gleichen CYP-Familie wurde CYP3A5 untersucht. Dieses wird in allen relevanten 

Geweben stärker als CYP3A4 exprimiert [100, 110]. Anders als CYP3A4 scheint die 

Expression von CYP3A5 unabhängig vom Differenzierungsgrad des Untersuchungsgewebes 

zu sein. In NHK, weniger stark in NHDF und Phenion Dermis, war CYP3A5 nachweisbar. 

Der Grund für die geringe Expression von CYP3A5 im EpiDerm ist unbekannt. Sie wird 

jedoch durch Forschungsergebnisse anderer Autoren bestätigt [59]. 
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Die Genexpression der 3α-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ III (AKR1C2) [154], im 

Androgen-Stoffwechsel für die Umwandlung von Dihydrotestosteron (DHT) in Androstan-

3α,17β-diol (AL) und von Androsterondion (AD) in Androsteron (AS) verantwortlich, wurde 

ebenfalls untersucht, wobei der Primer neben diesem Enzym drei weitere Isoformen der 

Aldo-Ketoreduktase Familie 1 (AKR1C1 bis AKR1C4) aufgrund der großen 

Sequenzhomologie [154] innerhalb der Aldo-Ketoreduktase Familie 1 erfasste. Aufgrund der 

gleichen PCR-Produktgrößen konnten die vier Isoformen nicht voneinander unterschieden 

werden. AKR1C1-4 konnten in jedem der getesteten Gewebe nachgewiesen werden, 

besonders stark war die Expression im RHE EpiDerm und in NHDF. Vergleichsweise gering 

war die Expression in NHK. 

Der Nachweis von Testosteron-biotransformierenden Enzymen sollte zukünftig in 

Penetrationsstudien beachtet werden. Die Enzymexpressionsmuster der rekonstruierten 

Humanhäute (AKR1C1-4>CYP3A5>CYP3A4) sind mit denen der Humanhaut identisch 

(Abbildung 15, Seite 74). Sie unterscheiden sich lediglich in den Quantitäten. Um den 

Zusammenhang zwischen Enzymexpression und Enzymaktivität nachzuweisen, wurde 

letztere mittels HPLC/Radiodetektor-gestützter Analytik von Frau Wiebke Klipper untersucht 

und ausgewertet [69]. 

4.5 Ausblick 

Möglicherweise würden sich die Differenzen in der Korrelation der Esteraseaktivität von FDA 

und dem Prednicarbat (PC)-Metabolismus nivellieren und eine eindeutigere Korrelation 

ergeben, wenn anstelle von FDA eine Substanz verwendet werden würde, deren 

Metabolismus PC gleicht und die dennoch genauso gut wie FDA detektierbar ist. Des 

Weiteren wären Erkenntnisse über die PC-umsetzenden Enzyme für die Substanzauswahl 

hilfreich. Kommerziell erhältliche Umbelliferon-Derivate, wie 3-(2-Benzoxaolyl)-

umbelliferylacetat, werden leider diesen strukturellen Anforderungen nicht annähernd 

gerecht (Tabelle 20) und weisen zudem zusätzlich ein enzymatisch hydrolysierbares 

Strukturelement auf (Laktonring). Eine Prednicarbat-analoge Testsubstanz wäre ideal 

(Tabelle 20). Eine Veresterung von Prednisolon an Position 17 beispielsweise mit einer 

fluoreszierenden Decapentaencarbonsäure [37], würde eine sehr starke Abweichung bei 

Molekulargewicht und theoretischen logP von Prednicarbat bedeuten (Vgl. Tabelle 19, 

Seite 88). Diese Parameter, als Ausdruck für Permeationseigenschaften, sind für die 

Untersuchung der Esteraseaktivität im Homogenisat von untergeordneter Rolle. Das 

Molekulargewicht und die sich daraus ergebende Molekülgröße könnten aber die 

Passgenauigkeit in den Enzymtaschen beeinflussen. Prednisolon-17-ethylcarbonat,21-

phenylacetat, dem eine vergleichbare Biotransformation in NHK und NHDF wie PC 
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nachgewiesen wurden [76, 133], ist leider zur fluoreszenzbasierten 

Esteraseaktivitätsbestimmung nicht geeignet, da ein aktivierbares konjugiertes System, 

indem die Elektronen verschieblich sind, fehlt. 

 

Tabelle 20: Vorschläge für mögliche Testsubstanzen anstelle von FDA. 

 

 

 [3-(1,3-benzoxazol-2-yl)-2-oxochromen-7-yl] acetate 

(2E,4E,6E,8E,10E)-(10R,11S,13S,17R)-11-hydroxy-

10,13-dimethyl-3-oxo-17-(2-(propionyloxy)acetyl)-

6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-3H-

cyclopenta[a]phenanthren-17-yl dodeca-2,4,6,8,10-

pentaenoate 

M = 321,28 g/mol M = 588,73 g/mol 

theoretischer logP = 3,12 ± 0,32 [20, 161, 

162] 

theoretischer logP = 5,59 ± 1,01 [20, 161, 

162] 

Wasserstoffbrücken-Akzeptor: 6 Wasserstoffbrücken-Akzeptor: 6 

Wasserstoffbrücken-Donator: 0 Wasserstoffbrücken-Donator: 1 

 

Die hohe Widerstandsfähigkeit der Humanhaut erschwert den Aufschluss. Die Eignung von 

Verdauungsenzymen, wie Kollagenasen, sollten zur Verbesserung des Aufschlussverfahrens 

getestet werden. Es muss allerdings ausgeschlossen werden, dass durch den Einsatz eine 

Beeinflussung der Ergebnisse/Aussagefähigkeit der Esteraseaktivitätsbestimmung auftritt. 

Des Weiteren sind Untersuchungen zur Lagerfähigkeit der Homogenisate interessant. Im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich frische Homogenisate verwendet. 

Sollten auch auf Vorrat hergestellte Homogenisate einsetzbar sein, könnte damit die oft 

schlechte Verfügbarkeit frischer Hautproben kompensiert werden. Als weiterführende 

Untersuchungen zur Inhibition der Esteraseaktivität sind die Optimierung der Inhibitor-

Konzentrationen sowie die Zytotoxizitätsprüfung der einzelnen Inhibitoren mittels MTT-Test 

durchzuführen. Die Inhibitionstests der Esteraseaktivität an rekonstruierter Humanhaut 

stehen noch aus, wobei eine Auftrennung der Gewebe in Epidermis und Dermis 
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wünschenswert ist, um die Carboxyl-/Arylesterasen zu lokalisieren. Ergänzend sollte die 

Lokalisation der Enzyme in der primären Zellen (NHK, NHDF) sowie rekonstruierter 

Humanhaut/Epidermis auch immunhistochemisch erfasst werden. 

Die Komplettierung der Genexpressionsuntersuchung mit den noch fehlenden CES-

Isoenzymen (CES3-5) sowie eine getrennte Analyse der Isoenzyme der Aldo-Ketoreduktase 

Familie 1 (AKR1C1-4) sind erstrebenswert. Ferner sollte der Einfluss von FDA und 

Prednicarbat auf die Genregulation der Esterasen geprüft werden. Sowohl CES als auch 

PON können mittels verschiedenen Arzneistoffe induziert (Dexamethason, Fenofibrat, 

Resveratrol) oder auch herunter reguliert werden (Pravastatin, Simvastatin, Fluvastatin) [40, 

41, 153]. 

Von anderen Forschergruppen werden für die Untersuchung von Enzymaktivitäten (auch der 

Esteraseaktivität) subzelluläre Fraktionen (Mikrosomen und Zytosol) [43, 44, 121] oder reine 

Enzymextrakte [170, 171] eingesetzt. Auch diese Systeme sollten getestet werden. Die 

Untersuchung der Esteraseaktivität der einzelnen Isoenzyme mittels rekombinanter 

Isoenzyme ist ebenfalls vorstellbar [170]. Dadurch würde der Anteil der einzelnen Isoenzyme 

am Umsatz von FDA ermittelbar. Kombiniert mit der Methode der isothermen 

Titrationskalorimetrie (ITC) [119] könnte damit unter anderem der Nachweis über die Anzahl 

der Bindungsstellen bei der Reaktion mit FDA sowie ein weiterer Beweis für das kinetische 

Verhalten (Allosterie) der einzelnen Esterasen erbracht werden [50, 119]. 

Die Kombination der bisher gewonnenen Erkenntnisse über Carboxyl- und Arylesterase in 

der Haut mit den oben beschriebenen ergänzenden Untersuchungen würden es 

ermöglichen, die Biotransformationsprozesse der Haut genauer zu verstehen. Dieses 

Wissen wäre unter anderem für die Entwicklung neuer Stoffe 

(Kosmetikbestandteile/Arzneimittel) und die Beurteilung von Sicherheitsrisiken (Chemikalien, 

Kosmetikbestandteile, Arzneimittel) in in vitro Testsystemen von hoher Bedeutung. 
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5 Zusammenfassung 

Die Haut ist eine wichtige Körpergrenzfläche, die mit Kosmetika, Arzneimittel und oft mit 

Chemikalien in Berührung kommt. Für die Abschätzung von Gefahren für Mensch und 

Umwelt durch neu entwickelte (Neustoffe) sowie bereits etablierte Stoffe (Altstoffe) erlangt 

auch die metabolische Kompetenz von Humanhaut in Hinblick auf Toxifizierung oder 

Detoxifizierung Bedeutung. Im Rahmen der REACh-Gesetzgebung sind für 

Sicherheitstestungen Tierversuche – sofern möglich - durch geeignete in vitro Testsysteme 

zu ersetzen. Unter den Metabolisierungsenzymen haben Esterasen einen hohen Stellenwert. 

Dermale Esterasen sind unter anderem an der Aktivierung von Esterprodrugs, wie z.B. 

Prednicarbat, das zur topischen Therapie von entzündlichen Hauterkrankungen eingesetzt 

wird, beteiligt. Lipophile Arzneistoffe, wie Ester, können die lipophile Barriere des Stratum 

corneum überwinden. In der Epidermis werden die Esterschutzgruppen von den aktiven 

Esterasen abgespalten und - bei Prodrugs - der Wirkstoff freigegeben. 

Mit der in der vorliegenden Arbeit entwickelten halbautomatischen Fluoresceindiacetat 

(FDA)-Methode wird die Änderung der Fluoreszenzintensität bei enzymatischer Umsetzung 

von nicht-fluoreszierendem FDA zu fluoreszierendem Fluorescein innerhalb von 10 Minuten 

zur Quantifizierung der Esteraseaktivität genutzt. Diese Methode zur Bestimmung der 

Esteraseaktivitäten in Zellkulturen sowie Geweben kann ohne einen hohen apparativen 

Aufwand durchgeführt werden und stellt eine einfache, schnelle und preiswerte Alternative 

zur HPLC-Analytik dar. Diese Methode ermöglichte erstmals den Vergleich der 

Esteraseaktivitäten (vmax) rekonstruierter Humanhäute (RHS) bzw. Epidermis (RHE) mit 

frischer Humanhaut. Zusammen mit den weiterführenden Untersuchungen zur Inhibition der 

Enzyme und der quantitativen PCR-Analytik, konnte ein Teil der verantwortlichen Esterasen 

(CES1/2 + PON2/3) für die Biotransformation von FDA in der Haut identifiziert werden. Die 

RHS Phenion FT zeigte dabei die höchste Esteraseaktivität, die mit einer erhöhten CES2-

Genexpression in der Epidermis korrelierte. Die Studie hat weiterhin ergeben, dass die RHE 

EpiDerm bezogen auf die FDA-Biotransformation eine ähnliche metabolische Kompetenz 

aufweist wie die Humanhaut, weshalb dieses Konstrukt als geeignet für Ester-

Biotransformationsuntersuchungen erscheint. Dies steht jedoch im Widerspruch zu den 

Resultaten der Korrelation, die einen Unterschied zwischen Konstrukten und Humanhaut 

identifiziert. Das in der Humanhaut nachgewiesene Expressionsmuster der CYP-Enzyme 

und der Aldo-Ketoreduktase Familie 1 stimmt hingegen mehr mit dem der rekonstruierten 

Humanhäute (RHS) überein. 

Die stetig steigende Bedeutung von alternativen in vitro Testmethoden aufgrund gesetzlicher 

Regelungen wird weitere vergleichende Untersuchungen anderer Enzymstysteme der Haut 



Zusammenfassung 

 

Seite | 95  

auf Aktivitäts- und Genexpressionsebene erfordern. Die in der vorliegenden Arbeit 

gewonnenen Erkenntnisse werden weiterhin dazu führen, dass Versuche an Tieren und/oder 

Humanhaut reduziert bzw. ersetzt werden können. 
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6 Summary 

The skin is an important interface of organisms, which comes into contact with cosmetics, 

drugs and often chemicals. Due to the REACh legislation, the assessment of risks for 

humans and the environment because of the production and consumption of newly 

developed and already established substances is of crucial interest. Therefore, the metabolic 

capacity associated with toxifying or de-toxifying processes of substances in human skin and 

skin equivalent, respectively, is focused on. Among the metabolizing enzymes, esterases are 

found omnipresent not only in human tissues. They play a very important role in 

biotransformation processes. Dermal esterases are responsible for the activation of ester 

prodrugs, as Prednicabate, which is used for topical treatment of inflammatory skin diseases 

with glucocorticoids of medium strength. Drugs with lipophilic structure elements like an ester 

are able to overcome lipophilic barriers without loss of efficacy. Afterwards, esterases cleave 

the ester-protecting group of the prodrug and the active agent is released. 

The developed semi-automatic fluorescein diacetate method (FDA-method) to quantify 

esterase activity is based on the change of fluorescence intensity by enzymatic hydrolysis of 

non-fluorescent fluorescein diacetate (FDA) to fluorescent fluorescein within 10 minutes. This 

FDA-method is a simple, fast and inexpensive alternative to HPLC analysis. For the first time 

esterase activity (vmax) has been comparatively analysed in reconstructed tissues and human 

skin. Together with the results of enzyme inhibition and gene expression by real time PCR, 

CES1/2 and PON2/3 are identified as parts of enzymes which are responsible for FDA 

biotransformation. The RHS Phenion FT shows highest activity levels, which correlate with 

its high CES2 gene expression. Furthermore, the study shows that esterase activity of RHE 

EpiDerm is comparable to that of human skin, thus it seems to be suitable for investigations 

into ester biotransformation. However, this conflicts with the results of the correlation 

analyses, which indicate differences between constructs and human skin. In contrast, the 

gene expression pattern of CYP-enzymes and aldo-ketoreductase family 1 in human skin 

agrees more with RHS. 

The continuously rising importance of in vitro alternative methods due to the valid legislation 

will need more comparable analyses of other enzymes of the skin with regard to activity and 

gene expression. Those results will lead to further reduction or replacement of animal test or 

test with human skin. 
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8 Anhang 

8.1.1 Untersuchung der Esteraseaktivität in Humanhaut und rekonstruierter 

Humanhaut bzw. Epidermis 
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8.1.2 Untersuchung der Esteraseakivität in 2D-Kultur 

 



Anhang 

 

Seite | 129  



Anhang 

 

Seite | 130 



Anhang 

 

Seite | 131  



Anhang 

 

Seite | 132 



Anhang 

 

Seite | 133  



Anhang 

 

Seite | 134 



Anhang 

 

Seite | 135  



Anhang 

 

Seite | 136 



Anhang 

 

Seite | 137  



Anhang 

 

Seite | 138 



Anhang 

 

Seite | 139  



Anhang 

 

Seite | 140 



Anhang 

 

Seite | 141  



Anhang 

 

Seite | 142 



Anhang 

 

Seite | 143  



Anhang 

 

Seite | 144 

 



Anhang 

 

Seite | 145  

8.1.3 Inhibition der Esteraseaktivität in homogeniserter Humanhaut 
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9 Lebenslauf 

Der Lebenslauf wurde aus datenschutzrechtlichen Gründen entfernt. 
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