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ZUSAMMENFASSUNG

Es wurde eine Methode entwickelt, die zur Abschdtzung der
Reizwirkung von Chemikalien dient, und die als eine Art "zwei-
te Generation von Ersatzmethoden®™ zum Draize Test angesehen
werden kann.

Aus menschlicher Haut gewonnene Keratinozyten werden in
24-well-Platten bis zur Konfluenz geziichtet. Nach zwei weite-
ren Tagen werden die Zellkulturhautstickchen (1 - 2 cm?)
enzymatisch als zusammenhdngender Zellverband abgeldst und
eingefroren.

Der Test erfolgt durch eine 24-stiindige Inkubation der aufge-
tauten Zellkulturhaut mit der zu untersuchenden Substanz in
einer Verdinnungsreihe. Durch eine 3-stiindige Inkubation mit
einer 0,4% Neutralrot-Ldsung und einen Waschvorgang wird der
von den lebenden Zellen aufgenommene Farbstoff extrahiert und
photometrisch bestimmt.

Erste Erfahrungen wurden mit dem Tensid Natriumdodecylsulfat
gemacht.
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EINLEITUNG

Kenntnisse {iber die lokale Vertrdglichkeit, d.h. die Haut- und
Schleimhautvertriglichkeit, gehdren zu den Basisdaten im Rah-
men der toxikologischen Charakterisierung und Bewertung che-
mischer Stoffe. Insbesondere bei Artikeln des taglichen Be-
darfs wie Haushalts- und Reinigungsmitteln oder Kdrperpflege-
produkten ist es unverzichtbar, das Risiko von Haut- oder Au-
genschiddigung beim Umgang mit diesen Erzeugnissen auszu-
schlieBen.

Untersuchungen zur lokalen Vertrdglichkeit sind deshalb unver-
zichtbarer Bestandteil verschiedener Priifprogramme, wie sie
z.B. das Chemikaliengesetz (BGBL. I Nr. 58 S. 1718 vom 16.
September 1980) vorschreibt.

Die Priifung der haut- und augenreizenden Eigenschaften von
Chemikalien erfolgt nach dem gegenwartigen Stand der Technik
an Versuchstieren mit Hilfe des Draize-Tests (1). Da diese
Priifung mit zum Teil erheblichen Belastungen fiir die Tiere
verbunden ist, wurde frilhzeitig versucht, Ersatzmethoden, die
ohne bzw. mit geringeren Tierzahlen oder Belastungen auskom-
men, zu etablieren. Diese Versuche sind zum Teil recht erfolg-
reich bearbeitet worden, teilweise befinden sie sich in der
Phase der Validierung.

Folgende Ansdtze erscheinen dabei erfolgversprechend:

1. . Chorionallantoismembram (CAM) an befruchteten und

bebriiteten Hihnereiern (2, 3)

2. Isolierte Organkulturen wie Hautpridparate von Nacktmdusen
(4) oder Augenexplantate aus Schlachthofmaterial (5).

3. Zell- und Gewebekulturen mit verschiedenen permanenten
Zellinien und primdren Zellen; speziell der Neutralrot-
Test (6).
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Diese Ersatzmethoden fiir den Draize-Test entsprechen
weitgehend, aber nicht v8llig, den Forderungen an eine ideale
Alternativmethode wie:

- Volliger Ersatz von Tierversuchen

- Die richtige Targetzelle (humane Reratinozyten)

- Dreidimensionaler Zellverband

- Praktische Durchfiihrbarkeit

- Geringe Kosten

- Dbertragbarkeit der Resultate auf in vivo Versuche.

Gerade die Forderung des dreidimensionalen Zellverbands bei
toxikologischen Zellkulturtests ist fiir die Ubertragbarkeit
von in vitro- auf in vivo Versuche sehr wichtig, was auch von
der Arbeitsgruppe von Prof. Hiilserbei der Erforschung von
Multizell-Spharoiden gezeigt wurde (7), da bei
dreidimensional wachsenden Zellaggregaten im Gegensatz zu
zweidimensional wachsenden Zellkulturen Regulationsleistungen
und Organisationsmerkmale nachzuweisen sind, wie man sie von

intakten Organismen her kennt.
HUMANE ZELLKULTORHAUT

Den Anforderungen an eine ideale Ersatzmethode wiirde man mit
einer dreidimensionalen Zellkulturhaut, gewonnen und gebildet
aus primdren humanen Keratinozyten, sehr nahe kommen.

Beim Battelle Institut Frankfurt l&uft seit ca 1 Jahr ein in
Deutschland einmaliges Projekt, bei dem aus 1 - 2 cm?2 grofen
Spalt- oder Vollhautproben von Brandverletzten die Hautzellen
(Keratinozyten) gewonnen werden, innerhalb von 3 - 4 Wochen
bis zu 1 m2 Fldche in vitro expandiert und, nach enzymatischer
Abldsung aus den Kulturschalen,den Brandverletzten wieder
transplantiert werden (Abb. 1 und 2).
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Abb. 1: Mikroskopische Aufnahme einer konfluenten
Keratinozytenkultur, VergroBerung 128fach

Abb. 2: Abldsen einer in vitro geziichteten humanen
Zellkulturhaut aus der Zellkulturflasche

Es handelt sich hierbei um autologe Haut, d.h. es gibt
keinerlei immunologische AbstoBung. Diese transplantierte Haut
wdchst innerhalb wenige Tage an und differenziert sich véllig

aus (8).
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Mikroskopische Aufnahmen der frisch abgeldsten Haut zeigen,
daB sie aus ca 3 - 6 Schichten Keratinozyten besteht.

Abb. 3: Schnitt einer frisch abgel&sten Zellkulturhaut:
Hamatoxylin-Eosin-Fdrbung, Vergr68erung 128fach

Erste Voruntersuchungen zeigten, da8 diese "Haut" ein ideales
Untersuchungsobjekt fiir toxikologische in vitro Untersuchungen
bei Priifungen auf lokale Vertraglichkeit darstellt.

METHODE

Aus humaner Haut werden die Keratinozyten gewonnen und in 24
well-Platten angeziichtet. Nach Erreichen der Konfluenz werden
die Zellen noch zwei Tage weitergeziichtet; mit Hilfe von Tryp-
sin werden die 2 cm? groBen Zellkulturhautstiickchen aﬁgelast
und mit {iblichen Methoden eingefroren. Nach dem Auftauen und
Waschen wird das Zenkulturhautstﬁckchen 24 h mit der zu pri-
fenden Substanz bzw. einer Verdiinnung kultiviert, 3 h mit ei-
ner 0,4% Neutralrot-Ldsung behandelt, gewaschen und mit 0,2 ml
essiésaurem Alkohol der von den vitalen Zellen aufgenommene
Farbstoff aus den Zellen heraus gelést. Die Auswertung erfolgt
photometrisch bei 540 nm (6).

“nn



1z
4

K
t""“

ERGEBNISSE

Wie oben erwdhnt, wurden bisher erst wenige Experimente mit
dieser Methode durchgefiihrt. Als Modellsubstanz diente dabei
das anionische Tensid Natriumdodecylsulfat, das in
verschiedenen Konzentrationen (20 pg/ml - 360 pg/ml) mit den
Hautstlickchen inkubiert wurde. Neben dem NR 90 - Wert,
{(Reduktion der Vitalitdt der Zellen um 10% auf 90%), der 31
ng/ml betrug, wurde auch der NR-50 Wert ermittelt, namlich 56
pg/ml. Der gleiche Versuch wurde auch statt mit abgeldsten
Zellkulturhautstiickchen mit einem konfluehten Zellrasen aus
humanen Keratinozyten in 24 well-Platten durchgefiihrt. Der
Vergleich der beiden Versuche, der in Abbildung 4 dargestellt
ist, zeigt, daB die beiden Systeme &hnlich reagieren, wobei
die Zellkulturhaut doppelt empfindlich reagiert. Der NR 90
Wert betrug 50 pg/ml und der NR 50 -Wert 89 pg/ml.
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Abb.4: Bestimmung des NR 90-Wertes bzw. NR 50-Wertes fiir
Natriumdodecylsulfat mittels Zellkulturhautstiickchen
(o) bzw. konfluenten Reratinozytenkulturen (x).
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Weitere Versuche zeigten zudem, daB die abgeléste Zellkultur-
haut ohne Probleme durch Einfrieren bei -70°C kryokonserviert
und je nach Bedarf aufgetaut und fiir Tests benutzt werden
kdnnen. Diese Tatsache ist fiir einen breiten Einsatz der
geziichteten Haut fiir toxikologische bzw. pharmakologische

Fragestellungen von entscheidender Bedeutung.

AUSSICHTEN
L

Diese ersten Versuche zeigen, daB in dieser humanen Zellkul-
turhaut ein grofies Potential fiir toxikologische in vitro Un-
tersuchungen liegt. Welcher Parameter letztendlich als End-
punkt des Systems herangezogen wird, mu8 in weiteren Studien
gekldrt werden, wobei die Neutralrotmethode sich durch ihre
Einfachheit auszeichnet.

Bis endgiiltige Aussagen lber dieses System gemacht werden kon-
nen, miissen noch viele Substanzen aus verschiedensten Sub-
stanzklassén untersucht werden, und diese Daten sowohl mit in
vivo-Daten, als auch mit anderen in vitro Systemen verglichen
werden. Ermutigend ist die Tatsache, daB in Frankreich von
Wissenschaftlern des "Centre-International de Recherches Der-
matologigues” (CIRD) ein sehr &hnlicher Forschungsansatz ge-
wihlt wurde. Diese Forscher beniitzen fiir ihre Versuche kiinst-
liche HautAquivalente, auf die menschliche Keratinozyten aus-
gesdt werden, eine Methode, die von Bell et al (9) ebenfalls
zur Behandlung von Brandverletzten entwickelt wurde, und die
sie als physiologisches Modell zur Priifung von Substanzen auf
hautreizende Wirkung benutzen (10). Detaillierte Ergebnisse

stehen auch bei dieser Arbeitsgruppe noch aus.
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