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Zusammenfassung

Fiir die Untersuchung perkutaner Resorption bzw. Penetration
von Fremdstoffen iiber die menschliche Haut stehen derzeit
noch keine zugelassenen Alternativverfahren zu Tierversuchen
zur Verfiigung. Zur Abschiitzung des Potentials der kommerzi-
ell verfiigharen rekonstruierten Epidermismodelle wurde ein
Vergleich der Barrierefunktion der dreidimensionalen Haut-
dquivalente Episkin®, EpiDerm® und Skinethic®, gewonnen aus
humanen Keratinozyten, mit exzidierter Humarhaut vorgenom-
men. Die Methoden umfafiten die Messung des transepiderma-
len Wasserverlusts (TEWL) und die Penetration von Predniso-
lon (PD). Wiihrend Skinethic® und EpiDerm® im TEWL-Test
noch nahezu identische Werte von 15 g-m?-h’' aufwiesen, zeigte
Skinethic® bei der PD-Penetration eine deutlich bessere
Barrierefunktion. So permeierte nur die Hiilfte des Wirkstoffs
durch dieses Hautiiquivalent, d.h. die Wirkstoff-Konzentration
im Akzeptormedium betrug nur 150 gegeniiber 300 ng/ml.
Episkin® zeigte in beiden Tests die hichsten Werte (20 g-m-h!
bzw. 500 ng/ml) und damit die schlechteste Barrierefunktion.
Humane Haut wies TEWL-Werte von 9 g-m*-h auf, die PD-
Konzentration im Akzeptormedium lag stets unterhalb der
Nachweisgrenze (10,1 ng/ml).

Da die Barrierefunktion somit bei Skinethic® am besten
ausgeprdgt ist, konzentrierten sich die weiteren Untersuchun-
gen auf dieses Hautdquivalent. Seine Chargenkonformitéit war
héher als die humaner Haut (interindividuelle Varianz von
12% bzw. tiber 19%). Somit besitzt dieses Hautdquivalent zwar
eine insgesamt etwas schlechtere Barriereeigenschaft als die
gesunde Humanhaut, ein grofier Vorteil liegt aber in ihrer sehr
guten Standardisierbarkeit. Daher erscheinen weiterfiihrende
Studien zur Abschéitzung des Potentials humaner Hautdquiva-
lente zur Erfassung der perkutanen Resorption dufSerst
vielversprechend.

Summary: Tridimensional skin models recording percutaneotis
absorption

Today there is a lack of generally accepted alternatives to
animal experiments for the evaluation of percutaneous
absorption or skin penetration. To evaluate the potential of
commercially available reconstructed epidermis we compared
the barrier function of the three dimensional human skin
equivalents Episkin™, EpiDerm™, and Skinethic™ to those of
excised human skin. Moreover the batch-to-batch variation of
skin equivalents was determined. Methods for evaluation
included the determination of transepidermal water loss
(TEWL) and of the prednisolone (PD) penetration. Whereas
TEWL values of Skinethic™ and EpiDerm™ were very close (15
gm2h'), PD-penetration showed a clearly superior barrier
Junction with the Skinethic™ model. Drug penetration was only
50% of the EpiDerm™ model and PD concentrations in the
acceptor medium amounted to 150 ng/ml as compared to 300
ng/ml. The highest values were obtained with the Episkin™
model (20 g-m?-I!, 500 ng/ml). Therefore this model has the
poorest barrier function. The TEWL value for human skin was
9 g-m?h’ and PD concentrations in the acceptor medium were
below the limit of detection (10.1 ng/ml).

Because of the superior barrier function of the Skinethic™ the
following evaluation was only performed using this model.
Batch-to-batch variation was less than with human skin
(interindividual variation of 2 h TEWL 12% and > 19%).
Despite of the slightly less well-developed barrier; this skin
model clearly appears superior with respect to the reproduci-
bility of data. Therefore future investigations on the potential
of human skin equivalents for the determination of percutane-
ous absorption appear very promissing.
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1 Einleitung

Seit einigen Jahren sind menschliche
Hautiquivalente reproduzierbarer Be-
schaffenheit kommerziell verfiighar. Sie
bestehen aus humanen Keratinozyten, die
an der Luft/Medium-Grenze kultiviert
werden. Es entsteht ein epidermales Ge-
webe, das die Merkmale eines intakten
stratum corneumn und der lebenden Epi-

ALTEX 16, 2/99

dermis bis hin zum stratum basale auf-
weist (Ponec, 1992; Rosdy et al., 1993).
Untersuchungen zum Metabolismus der
rekonstruierten Epidermis haben gezeigt,
daB sowohl die Esteraseaktivitiit als auch
die Fihigkeit, Glucose zu Lactat umzuset-
zen, mit der metabolischen Aktivitiit von
exzidierter Humanhaut und von isolierten
Keratinozyten-Monolayer-Kulturen iiber-
einstimmt (Ponec, 1992; Rosdy et al.,

1993). Allerdings war die Barrierefunkti-
on des getesteten Hautdquivalents weni-
ger ausgepriigt als bei normaler mensch-
licher Haut, was durch die nahezu zwei-
fach hohere Permeationsrate topischer
Glucocorticoide gezeigt werden konnte
(Gysler et al., 1997). Trotz dieses Nach-
teils weist die rekonstruierte Epidermis fiir
Penetrations- und Metabolisierungsstudi-
en sehr giinstige Eigenschaften auf, so daf3
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sie anderen verfiigbaren Modellen, ném-
lich exzidierter Haut humanen oder tieri-
schen Ursprungs, iiberlegen erscheint.
Gegeniiber der Humanhaut kommt der
Verfiigbarkeit hohe Bedeutung zu. Gesun-
de menschliche Haut fillt nur im Rahmen
der plastischen Chirurgie in groBerem
Umfang an, wobei eine mikrobielle Kon-
tamination mit gefihrlichen Krankheits-
erregern (HIV, HBV) nicht von vornher-
ein ausgeschlossen werden kann. Die Ar-
beit mit diesem Material erfordert zudem
ein Hochstmal an Flexibilitit, da sich der
Entnahmezeitpunkt ausschlieBlich an den
Bediirfnissen von Patient und Operations-
team orientiert und daher nicht beeinflu3-
bar ist. Zudem stellt die Freigabe des Ge-
webes, besonders fiir industrielle Nutzer,
ein ethisches bzw. gesellschaftliches Pro-
blem dar. Aber auch die Barrierefunktion
der menschlichen Haut variiert in ganz
erheblichem MaBe. So reichen die Extrem-
werte der Hydrocortison-Resorption von
1% (FuBsohle) bis ca. 40% (Augenlider),
im mittleren Bereich liegen die Barrieren
bei Unterarm und Riicken (Robertson and
Maibach, 1983).

Exzidierte tierische Haut ist fiir Studi-
enzwecke im Hinblick auf die oben ange-
sprochene Problematik der Verfiigbarkeit
und Infektionsgefahr glinstiger einzustu-
fen. Zudem 146t sich durch standardisier-
te Zuchtmethoden und Tierhaltung die
Variabilitit der Haut verringern. Von er-
heblichem Nachteil ist dagegen die we-
sentlich stirkere Behaarung tierischer
Haut, selbst wenn es sich um spezielle
Zuchtformen handelt (Gruber und Spiel-
mann, 1996). Gelangt ndmlich ein Wirk-
stoff in nennenswertem Umfang iiber den
transfollikuliren Passageweg durch die
Haut, wie es beispielsweise von diversen
Steroiden und hochmolekularen Antibio-
tika bekannt ist, so ergeben sich daraus
wesentlich hohere Penetrationsraten (Bar-
ry, 1983; Hueber et al., 1994). Weiterhin
besitzt selbst Schweinehaut, die der
menschlichen Haut am ehesten gleicht,
einen deutlich anderen Aufbau der Lipid-
lamellen des stratum corneum und damit
eine abweichende Penetration topisch ap-
plizierter Substanzen.

Da ferner in sehr naher Zukunft die Ver-
wendung lebender Tiere fiir die Testung
von Kosmetika nicht mehr gestattet sein
wird, stellt sich die Frage nach geeigne-
ten Alternativmethoden. Weder das per-
fundierte Rindereuter (Kietzmann et al.,
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1993) noch das perfundierte Kaninchen-
ohr (Behrendt and Korting, 1990) kénnen
als eine solche Alternative angesehen wer-
den. Zwar sind Rindereuter in ausreichen-
dem Umfang von Schlachttieren verfiig-
bar und die Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse aus Penetrationsstudien erscheint
zufriedenstellend, doch sind die Gréfe
und damit Unhandlichkeit des Objektes
sowie die erheblichen Mengen an Test-
material fiir die Versuche von Nachteil.
Noch ungiinstiger schneidet das Kanin-
chenohr ab, da es nicht von Schlachttie-
ren, sondern von eigens geziichteten La-
bortieren gewonnen wird. Wiinschens-
wert ist ein stabiles dreidimensionales
Hautmodell, gewonnen aus humanen
Keratinozyten, mit gut reproduzierbarer
Barriere fiir die Untersuchung der Pene-
tration und Metabolisierung topisch ap-
plizierter Substanzen sowie zur Abschiit-
zung des Risikos im Umgang mit Indu-
striechemikalien.

Unter dieser Primisse wurden die géin-
gigen drei Epidermis-Modelle von Skine-
thic®, Epiderm® und Episkin® sowie exzi-
dierte Humanhaut beziiglich ihrer Barrie-
reeigenschaften verglichen. Die Epider-
mis-Modelle bestehen aus humanen Ke-
ratinozyten, die im Falle des Epiderm®—
Produkts aus kindlicher Vorhaut und bei
den beiden anderen Modellen aus adulter
Haut gewonnen werden. Unter Verwen-
dung standardisierter Nahrmedien werden
die Zellen auf Kunststoff-Membranen
bzw. einer Kollagen-Matrix iiber mehre-
re Wochen an der Luft/Medium-Grenze
kultiviert. Dieses Verfahren bewirkt eine
Ausdifferenzierung der Keratinozyten zu
einer mehrschichtigen Epidermis, bei der
histologisch das stratum corneum, die le-
bende Epidermis und das stratum basale
nachgewiesen werden kénnen. Nach Her-
stellerangaben enthalten alle drei Model-
le zumindest die Ceramide 1-6 sowie alle
iibrigen in humaner Haut nachweisbaren
Lipide. Auch die Differenzierungsmarker
Keratin und Transglutaminase sind vor-
handen. Um nun Unterschiede im Barrie-
reverhalten der Modelle nachzuweisen,
wurden der transepidermale Wasserverlust
und die perkutane Resorption von Pred-
nisolon gemessen. Dariiber hinaus wurde
die inter- und intraindividuelle Variabili-
tét untersucht, um ein Map fiir die Stan-
dardisierbarkeit der Verfahren zu erhalten.
Die BezugsgroBe in dieser Studie war das
Verhalten exzidierter humaner Haut, die

zusitzlich zur intakten Epidermis ein Ko-
rium aufweist. Dieses Untergewebe mit
seiner Stiitzfunktion fehlt den Epidermis-
Modellen, daher der Einsatz der Kunst-
stoff-Membranen bzw. der Kollagen-Ma-
trix.

Fiir die Untersuchung der perkutanen
Resorption sollten zuniichst hiufig einge-
setzte Dermatika als Modellsubstanz her-
angezogen werden. Aufgrund ihrer anti-
phlogistischen und immunsuppressiven
Eigenschaften kommt unter diesen den
topischen Glucocorticoiden die grisBte kli-
nische Bedeutung zu. Fiir unsere Unter-
suchungen wurde Prednisolon als Testsub-
stanz ausgewiihlt, da dieses Steroid als
biotransformationsstabil einzuschitzen
war und zudem eine recht hohe Polaritit/
geringere Lipophilie aufweist. Wie klini-
sche Studien an gesunden Probanden ge-
zeigt haben, penetriert Prednisolon nur zu
einem #uflerst geringen Anteil durch die
menschliche Haut (Siddiqui et al., 1989).
Daher scheint dieses Glucocorticoid be-
sonders geeignet zu sein, um ein intaktes
stratum corneum und seine ausgepriigte
Barrierefunktion darzustellen.

2 Material und Methoden

Alle verwendeten Feststoffe, der Phos-
phatpuffer und die Néhrzusitze sowie das
Filtermaterial wurden bei Sigma (Deisen-
hofen, D) bezogen. Die FlieBmittel und
Ethylacetat stammten von Merck (Darm-
stadt, D) und waren von hochstméoglicher
Reinheit. Prednisolon-Creme (0,4%; W/
O-Emulsion, Linola®-H-Fett N) sowie die
entsprechende wirkstofffreie Zubereitung
waren von Wolff (Bielefeld, D).

2.1 In vitro rekonstruierte Epidermis
Die Permeationsversuche wurden verglei-
chend an drei verschiedenen kommerziell
verfiigbaren humanen Hautiquivalenten
durchgefiihrt: EPI-606%, EpiDerm® Kit
(Durchmesser 30 mm, MatTek® Corpora-
tion, Ashland, MA), rekonstruierte Epider-
mis (Durchmesser 23 mm, Skinethic®,
Nizza, F) und Episkin® (Durchmesser 12
mm, SADUC®, Chaponost, F). Die Epi-
dermis-Modelle wurden mit Hilfe von
Skalpellen oder einer Gewebe-Stanze aus
ihren Transport-Gefifien gelost und auf
Medium-getrinkten Schwimmen bis zur
Durchfiihrung der Versuche bei 21°C/50-
60% relativer Luftfeuchtigkeit aufbe-
wabhrt.
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2.2 Exzidierte Humanhaut

Die Hautproben von Oberschenkel und
Bauch stammten aus operativen Eingrif-
fen im Rahmen der plastischen Chirurgie
und wurden stets innerhalb von 4 Stun-
den nach der Entnahme fiir die Untersu-
chungen verwendet. Nach Entfernen des
subkutanen Fettgewebes wurden Stanz-
biopsien mit Durchmessern von 15 mm
genommen und mit Hilfe eines Derma-
toms (Vibrating Microtome®, TSE Sy-
stems, Bad Homburg, D) auf eine einheit-
liche Dicke von 500 pm geschnitten. Das
Material enthielt somit die vollstindige
Epidermis und Teile des Koriums.

2.3 Transepidermaler Wasserverlust
(TEWL)

Der TEWL wurde in einem Klima-
schrank (KB 53°, WTB Binder, Tuttlin-
gen, D) bei konstanter Temperatur
(21°C) und 50-60% relativer Luftfeuch-
te tiber einen Zeitraum von mindestens
2 h viertelstiindlich gemessen. Den Zu-
eriff ermoglichten kreisformige Offnun-
gen in der den Klimaschrank abschlie-
Benden Glasscheibe; tiber die mit Gum-
mihandschuhen versehenen Flansche
konnten Manipulationen im Innenraum
ohne Stérung des inneren Milieus vor-
genommen werden. Die Hautidquivalen-
te wurden auf Medium-getrinkten
Schaumstoffpolstern gelagert und zur
Equilibrierung 30 Minuten vor der er-
sten Messung im Klimaschrank inkubiert.
Da die MeBfliche der MeBkopfe (Evapo-
rimeter®/EP1, Deelux, Goédenstorf, S)
kleiner als die Oberfliche der Haut bzw.
rekonstruierten Epidermis ist, sind Ver-
fiilschungen durch Interferenzen aus dem
umgebenden Milieu ausgeschlossen.

2.4 In vitro Permeation

Die Permeationsversuche erfolgten mit
Hilfe von Durchfluf3-Franzzellen (Durch-
messer 9 mm, Crown Glass, Somerville,
NJ). 50 mg der jeweiligen Zubereitung
wurden auf die Oberseite der Haut bzw.
des Hautiiquivalents appliziert (sog. infi-
nite dose). Als Akzeptorfliissigkeit diente
isotonischer Phosphatpuffer pH 7,4 unter
Zusatz von 0,1% Glucose, die Tempera-
tur betrug konstant 37°C, die FluBrate des
Puffers 6 ml/h (Peristaltische Kassetten-
pumpe Typ Sarah®; Manostat®, New York,
NY). Fraktionen wurden stiindlich iiber
cinen Zeitraum von 12 Stunden gesam-
melt.
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2.5 Prednisolon-Analytik

Unmittelbar nach den Penetrationsversu-
chen wurde den Proben Betamethason
(2x10° M) als interner Standard zugesetzt.
Die Proben wurden mit jeweils 5 ml
Ethylacetat extrahiert und dic organischen
Phasen unter Stickstoff bei 50°C zur
Trockne eingedampft. Der mit 1 ml Me-
thanol aufgenommene und in 2-ml-Eppen-
dorf-Gefille tiberfiihrte Riickstand wurde
wiederum unter Stickstoff bei 50°C zur
Trockne eingedampft und anschliefend
erneut mit 100 pl Methanol aufgenom-
men. 20 ul wurden sodann direkt in die
HPLC injiziert.

Die Proben wurden mit Hilfe der Re-
versed Phase HPLC (LaChrome®, Merck-
Hitachi, Darmstadt, D) analysiert: Die Pro-
benaufgabe erfolgte automatisch (Auto-
sampler, L.-7200), zur Trennung diente die
Sédule (LiChroCart®; 125 mm/4 mm ID;
Fiillmaterial, LiChrospher® RP-18/5 pum)
unter Vorschaltung einer Vorsidule
(LiChroCart®; 4 mm/4 mm). Bei der Nie-
derdruck-Gradientenelution wechselte die
mobile Phase Wasser/Acetonitril (80:20 v/
v) in 25 min linear zu 100% Acetonitril.
Die FluBrate betrug 1 ml/min. Nach jeder
Analyse wurde 15 min mit dem Ausgangs-
flieBmittel gespiilt. Die Detektion gelang
mittels UV-Absorption bei 254 nm (L-
7200). Die Auswertung erfolgte iiber die
Integration der Peakflichen mit dem
HPLC System Manager (HSM 32%),

2.6 Statistik

Konzentrationsangaben der Penetrations-
studien (n=6) sowie die Mellwerte des
transepidermalen Wasserverlusts (n=3)
wurden als arithmetische Mittelwerte (X)
berechnet. Als Ma fiir die Streuung diente
die Standardabweichung (SD). Alle Mef-
werte werden als Mittelwerte + SD ange-
geben. Der Variationskoeffizient wurde
zur Darstellung der inter- und intraindivi-
duellen Variabilitit eingesetzt.

Zur Signifikanzpriifung kamen der
Shapiro-Wilk-, F- und Student’s t-Test
zum Einsatz. P < 0,05 wurde als Hinweis
auf einen Unterschied gewertet (explora-
tive Datenanalyse).

3 Ergebnisse

3.1 Vergleich des transepidermalen
Wasserverlusts exzidierter Human-
haut und rekonstruierter Epidermis
Der TEWL zeigte grundlegende Unter-
schiede in der Barrierefunktion der ge-
testeten Modelle. Wihrend die exzidier-
te Humanhaut nach 30 min Werte un-
terhalb von 9 g-m*-h ! aufwies, besaflen
alle drei Epidermis-Modelle wesentlich
héhere Wasserverluste (Abb. 1). So
equilibrierten die Skinethic®- und Epi-
Derm®-Produkte bei Werten um ca. 15
g-m?h', bei dem Episkin®-Modell lag
nach 90 min sogar ein TEWL von 20
g-m*h'vor.

~o- Episkin ® 4~ Skinethic &0 EpiDerm®+ Humanhaut
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Abb. 1: Barrierefunktion humaner Hautéquivalente und exzidierter Humanhaut. Bestim-
mung anhand des Transepidermalen Wasserverlustes (TEWL, n = 6).
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Abbildung 2: Penetration von Prednisolon durch humane Haut- Abbildung 3: Variabilitit der Barrierefunktion von Skinethic® Ver-
&quivalente. Konzentrationen im Akzeptormedium (kumulative Dar- gleich der Prednisolon-Penetration (kumulative Darstellung) bei
3 unterschiedlichen Chargen (n = 6).

stellung, n = 6).

3.2 Prednisolon-Permeation durch
exzidierte Humanhaut und rekonstru-
ierte Epidermis

Die Bestimmung der Prednisolon-Permea-
tion bestitigte die unterschiedliche Aus-
prigung der Barrierefunktion. Durch die
Episkin®-Epidermis gelangten wiihrend
der 12stiindigen Penetrationsstudie ca. 500
ng/ml ins Akzeptormedium (Abb. 2). Die
permeierte Menge lag beim Epiderm®-
Modell ca. 40% niedriger, nimlich bei 300
ng/ml, und das Skinethic®- Aquivalent
zeigte sogar nur 150 ng/ml. Wie nach den
TEWL-Messungen bereits zu vermuten,
lag die PD-Permeation durch die exzidier-
te Haut am niedrigsten, sie befand sich
stets unterhalb der Erfassungsgrenze.

3.3 Bestimmung der intra- und
interindividuellen Variabilitit

Um die Stabilitit und Reproduzierbarkeit
der mit den Modellen erzielten Ergebnis-
se zu untersuchen, wurden die Variabili-
titen innerhalb einer bzw. zwischen meh-
reren Chargen des Skinethic®-Aquivalents
und von Humanhaut wiederum mittels
TEWL-Test und PD-Permeation be-
stimmt. Die intraindividuelle Variabilitit
der rekonstruierten Epidermis lag in der
TEWL-Bestimmung bei 6%. Die Streu-
ung der Resultate der PD-Permeation
stand mit 7% in sehr guter Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen der TEWL-
Messung. Da die PD-Konzentration im
Akzeptormedium bei den Experimenten
an Humanhaut unterhalb der Nachweis-
grenze lag (vgl. 3.2), konnte hier nur die
Varianz (iber die TEWL-Bestimmung fest-
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gestellt werden. Humane Haut zeigte
ebenfalls eine Streuung von 7%, sofern
Hautproben desselben Spenders eingesetzt
wurden.

In der interindividuellen Variabilitit un-
terscheiden sich das dreidimensionale
Hautmodell und die exzidierte Humanhaut
jedoch grundlegend. Wie Abbildung 3
zeigt, ist die Barriere der rekonstruierten
Epidermis auch bei verschiedenen Char-
gen sehr stabil, sie weist ndmlich im Per-
meationstest nur 14%, in der TEWL-Mes-
sung lediglich 12% Variabilitit auf. Die
exzidierte Humanhaut zeigt dagegen deut-
lich gréfere interindividuelle Schwankun-
gen, der Variationskoeffizient iibersteigt
19%. Verwendet man fiir die Studien aus-
schlieBlich abdominelles Gewebe, liegt
der Variationskoeffizient noch immer bei
16-17% und damit hoher als bei der re-
konstruierten Epidermis.

4 Diskussion

Untersuchungen zur Aufnahme von
Fremdstoffen durch die Haut besitzen
hohe Relevanz bei Kosmetika, bei Schad-
stoffen in der Umwelt und am Arbeitsplatz
sowie bei Arzneimitteln. Vielfiltige uner-
wiinschte, bei Arzneistoffen auch er-
wiinschte Effekte konnen mit der Resorp-
tion von der Hautoberflache verbunden
sein. Bei topischen Dermatika kommt zu-
dem der Konzentration in der Haut hohe
Bedeutung zu, stellt doch das Resorptions-
organ zugleich den Wirkort dar. Bei den
Untersuchungen zur Eignung der rekon-
struierten Epidermis fiir die Priifung der

Penetration in bzw. der Permeation durch
Humanhaut sollten daher zunéchst hiufig
eingesetzte Dermatika als Modellsubstan-
zen herangezogen werden. Aufgrund ih-
rer antiphlogistischen und immunsuppres-
siven Eigenschaften kommt unter diesen
den topischen Glucocorticoiden die grof-
te klinische Bedeutung zu. Fiir unsere
Untersuchungen wurde Prednisolon als
Testsubstanz ausgewiihlt, da dieses Steroid
— anders als die Glucocorticoidester
(Gysler et al., 1997; Gysler et al., 1999)
— als biotransformationsstabil einzu-
schitzen ist und zudem eine héhere Pola-
ritit/geringere Lipophilie und damit eine
niedrigere Aufnahme tiber die Haut auf-
weist (Siddiqui et al., 1989). Untersuchun-
gen mit dem Prednisolon-Doppelester
Prednicarbat, aber auch mit dem Mono-
ester Betamethason-valerat an einem
Hautiquivalent (Skinethic™) haben be-
reits eine um das 1,7fach héhere Aufnah-
me in rekonstruierte Epidermis verglichen
mit exzidierter Humanhaut gezeigt, die
Metabolisierung erwies sich dagegen als
sehr dhnlich (Gysler et al., 1999).

Wie der Vergleich der Hautiquivalente
im TEWL- (Abb. 1) und im Penetrations-
test (Abb. 2) gezeigt hat, unterscheiden
sich die kommerziell verfiigbaren rekon-
struierten Epidermismodelle sehr stark
hinsichtlich ihrer Barriereeigenschaften.
Das Modell des Skinethic®Herstellers
zeigt mit der niedrigsten Permeationsrate
die beste Barrierefunktion. Trotzdem er-
reicht sie damit noch nicht die Eigenschaf-
ten menschlicher Haut, was einerseits an
der reduzierten Schichtdicke des stratum

ALTEX 16, 2/99



REFINE

(GYSLER ET AL.

n“%
by,

1\“"?#

corneumn (nur ca. 1/10 derjenigen huma-
ner Haut), andererseits auch am fehlenden
Korium liegen konnte. Die beiden ande-
ren Modelle liegen in ithrem Resorptions-
verhalten gegeniiber Prednisolon ungiin-
stiger, obwohl das Epiderm®Modell ei-
nen sehr niedrigen transepidermalen Was-
serverlust und damit eine —in diesem Test-
system — nicht erkennbar schlechtere Bar-
rierefunktion aufwies. Um eine valide
Aussage zur Einsetzbarkeit und Stabilitit
der Epidermiséiquivalente zu machen,
miissen vergleichende Untersuchungen
nunmehr mit einer Vielzahl hydrophiler
und lipophiler Substanzen erfolgen. Es
steht jedoch bereits jetzt fest, dah Kunst-
haut durchlissiger als humane Haut ist
(Abb. 1 und 2). Dies konnte nicht nur in
dieser Studie gezeigt werden, sondern be-
reits in einer fritheren, bei der andere li-
pophilere Glucocorticoid-Topika vergli-
chen wurden (Gysler et al., 1999). Bezieht
man bei solchen Untersuchungen exzidier-
te Humanhaut als Referenz ein, sollte es
in Zukunft méglich sein, die ermittelten
Daten zuverlissig auf die humane Situa-
tion zu tbertragen. Angesichts der Viel-
zahl von Penetrationsstudien mit Schwei-
nehaut sollte idealerweise diese als wei-
tere Referenz herangezogen werden.

Eine weitere in der nahen Zukunft zu
16sende Aufgabe ist eine Standardisierung
der angewandten Untersuchungsmethoden
perkutaner Resorption. In erster Linie be-
zieht sich diese Forderung auf die Zusam-
mensetzung des Akzeptormediums und —
falls Durchfluizellen verwendet werden
— die Durchflufrate.

Bereits mit den gegenwirtig verfiigba-
ren Hautmodellen ist eine Aussage iiber
die prinzipielle Aufnahme eines Fremd-
stoffes in den menschlichen Organismus
moglich. Nicht im Akzeptormedium nach-
weisbare Substanzen sollten kein relevan-
tes Gefihrdungspotential fiir den Men-
schen besitzen. Erheblich schwieriger ge-
staltet sich die Bewertung jedoch bei pe-
netrablen Stoffen. Diese kénnen nimlich
nicht nur selbst den Menschen schidigen,
vielmehr kann auch von ihren Metaboli-
ten eine Gefahr ausgehen. Eine Biotrans-
formation kann nicht nur— wie allgemein
bekannt — in der Leber erfolgen, sondern
vielmehr auch in Keratinozyten und Fi-
broblasten (Gysler et al., 1997; Gysler et
al., 1999). Daher sollte dic Weiterentwick-
lung kiinstlicher Hautdquivalente durch
Zufiigen eines Koriuméquivalents voran-
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getricben werden. Bislang dienen als Un-
terlage fiir die Keratinozyten diverse Fil-
termaterialien (Rosdy and Clauss, 1990),
isoliertes humanes Korium (,,deepidermi-
sed dermis*) (Ponec, 1992) bzw. eine
durch Fibroblasten besiedelte Kollagenba-
sis (Gysleretal., 1999). Allerdings scheint
den beiden zuletzt genannten Hautéquiva-
lenten die durch Fibroblasten — respekti-
ve freigesetzte Mediatoren — vermittelte
Regulierung bzw. Stimulierung des Kera-
tinozyten-Zellzyklus zu fehlen; insbeson-
dere Prostaglandin E, ist an der Prolifera-
tion und Differenzierung der Keratinozy-
ten beteiligt (Sato et al., 1997). Auch die
Bildung bestimmter Strukturproteine der
.cornified envelopes* sollte sich verbes-
sern (Robert et al., 1994). Da die Metabo-
lisierung topisch applizierter Substanzen
nur bei Vorhandensein beider Gewebe —
Epidermis und Korium — korrekt wieder-
gegeben wird, erfolgen derzeit Versuche
zur Optimierung des rekonstruierten Ko-
riums (Dr. M. Rosdy, persoénliche Kom-
munikation). Im Akzeptormedium nach-
weisbare Stoffe bei Epidermismodellen
sollten daher im folgenden an einem sol-
chen Vollhautmodell weiter untersucht
werden.

Eine noch weitergehende Herausforde-
rung, besonders zur Testung antiinflam-
matorisch wirkender Arzneistoffe, stellt
die Realisierung eines kiinstlichen Entziin-
dungsmodells dar. Denkbar erscheint eine
Rekonstruktion aus isolierten Zellen von
atopischer Haut oder von Psoriasis-Lisio-
nen (Ruissen, van et al., 1996), doch ist
fraglich, ob defekte Zellen in der Lage
sind, ein entsprechendes Gewebe aufzu-
bauen, bzw. ob nach Isolierung der Zellen
tatséichlich eine entziindete Haut entsteht.

Einfacher realisierbar erscheint die ex-
tern induzierte Entziindung, z.B. durch
Bestrahlung einer rekonstruierten Haut mit
ultraviolettem Licht (Viac et al., 1997,
Strickland et al., 1997) oder Stimulation
mit TNFot bzw. Interleukinen (Adams and
Watts, 1993; Fujisawa et al., 1997). Be-
sonders interessant wiire in diesem Zusam-
menhang eine Anreicherung des Nihrme-
diums mit Leukozyten (Springer and An-
derson, 1986), deren chemotaktische Fak-
toren eine aufsteigende Besiedlung indu-
zieren koénnten (Wankowicz et al., 1988).
Experimente zur Granulozyten-Migration
durch Fibroblasten-Monolayer sind bereits
erfolgreich durchgefiihrt worden (Gao and
Issekutz, 1995; Gao and Issekutz, 1996).

Es wird interessant sein, die Entwick-
lung auf dem Gebiet des rekonstruierten
Gewebes zu verfolgen, die Erfolge der
Vergangenheit lassen weitere erhebliche
Fortschritte in der nahen Zukunft erwar-
ten.
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