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Zusammenfassung

Die Substanztestung mit humanen Hautmodellen gewinnt mehr und mehr an Bedeutung,
gerade im Bereich der Kosmetik, da hier in Europa Tierversuche mittlerweile verboten sind.
Auch in der Pharmazie werden Wirksubstanzen tber die Haut verabreicht, wodurch eine
Substanztestung notwendig ist. Hier geht der Trend auch dahin, Alternativen fur
Tierversuche zu finden, wobei das Konzept ,,0rgan-on-a-chip® einen interessanten
Losungsansatz verspricht.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Charakterisierung und numerischen Simulation von in
vitro hergestellten Hautmodellen in einem ,,organ on a chip“-System. Fir diesen Zweck
wurde eine Methode zur Messung der Permeation von Substanzen durch Vollhautmodelle
in einem kleinen 96 Well Membran-Einsatzsystem (MES) etabliert. Diese Methode wurde
auf ein ,,organ on a chip“-System erweitert. Unterstiitzend wurde eine mathematische
Simulation aufgebaut, welche die Diffusionsvorgdnge beschreibt und die
Diffusionsparameter ermittelt.

Zunéchst wurde die etablierte Methode zur Bestimmung der Permeation uberprift. Es wurde
untersucht, ob die Messungen reproduzierbar sind und welche Parameter die MessgroRe
beeinflussen. Hierbei wurde festgestellt, dass verschiedene Parameter wie Systemgrofie,
MolekilgroRe und Membranbeschaffenheit der MES einen Einfluss auf die Permeation
besitzen. Weiterhin wurde untersucht, ob die Messmethode geeignet ist, Hautmodelle zu
charakterisieren. Anhand von 3D Zellmodellen wurden die Messempfindlichkeit gepruft.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass der Glukoseverbrauch und die Laktatproduktion als
Indikatoren fur die N&hrstoffversorgung und die metabolische Aktivitat der Zellen in einem
96 Well MES gut bestimmbar sind.

Des Weiteren beschaftigt sich die Arbeit mit der Permeationsmessung an Hautmodellen. Es
wurden handelstbliche und vom Projektpartner (TU Berlin) entwickelte Modelle untersucht.
Hierbei stellte sich heraus, dass ein handelsiibliches Hautmodell mit einem
Permeationskoeffizienten von 6,87x10%° — 8,40x10° m/s (Fluorescein Natrium als
Substanz) die besten Barriereeigenschaften besitzt. Die Permeationskoeffizienten der
entwickelten Vollhautmodelle lagen im Wertebereich von 0,88x1078 — 5,59x10® m/s. Diese
Messmethode ist des Weiteren geeignet, die Barriereeigenschaften und somit die Qualitat
der Vollhautmodelle wahrend der Kultivierung zu verfolgen. Es wurde im ndchsten Schritt
die Applikation von Nanopartikeln auf handelsiibliche Hautmodelle analysiert. Hierzu
wurden Kryoschnitte angefertigt, um die Partikel unter dem Mikroskop zu lokalisieren.



AbschlieBend wurde eine numerische Simulation zu den zwei vorangegangenen
Untersuchungen erstellt. Die Simulation zeigte sehr gute Ubereinstimmungen zu den
ermittelten Daten bei Substanzen mit kleinen Partikelgré3en von bis zu 4 kD. Bei grof3eren
Partikeln trat eine anormale Diffusion auf. Zusétzlich wurden Simulation an ein ,, organ-on-
a-chip““ System adaptiert. Die experimentellen Werte lagen im Rahmen der Simulation.
Ebenso konnten mit Hilfe der Optimierung die Diffusionskoeffizienten zu den jeweiligen
Permeationsversuchen bestimmt werden. Der Glukoseverbrauch und die Laktatproduktion
konnte mit Hilfe des Programmes sehr genau simuliert werden. Die Simulation kann helfen,
Experimente zu unterstiitzen und den experimentellen Aufwand zu reduzieren.



Abstract

Nowadays substance testing with human skin models is getting more important, especially
in the field of cosmetic, where in Europe animal testing is forbidden. Even in pharmacy
active substances can be applied on skins and substance testing is needed. Here the trend is
also moving toward alternatives for animal testing. The concept “organ-on-chip” promises
to be an interesting solution.

This work is focused on the characterization and numerical simulation of in vitro generated
skin models in an “organ-on-a-chip” system. For this purpose, a method to measure the
substance permeation of a full thickness skin equivalent in a small 96 well membrane insert
system (MIS) was established. This method was enhanced and transferred to an “organ-on-
a-chip” system. To support the measurement method additionally a simulation was
established, which describes the diffusion process and determines diffusion parameters.

First, the established method to determine permeation was tested. It was examined which
parameters influence the measuring method and whether the measurement is reproducible.
It has been observed that parameters like the size of the system, molecular size of the
substance and membrane structure of the MIS can influence the permeation. Furthermore, it
was examined whether the measuring method is suitable to characterize skin models. The
measurement sensitivity was tested using 3D cell models. Additionally, it is possible to
determine the glucose consumption and lactate production in the 96 well MIS. These are
important culture parameters and ensure the nutrition supply.

Next, this work is dealing with the permeation measurement of skin models. Commercially
available skin models and full thickness skin equivalent developed from the project partner
(TU Berlin) were investigated. It was found out that the permeation coefficients of the
commercial skin models were in the range of 6.87x10™° to 8.40x10"° m/s (fluorescein
sodium salt as substance). These are the highest detected coefficients. The permeation
coefficients of the full thickness skins equivalent are in the range of 0.88x107% to
5.59x10® m/s. This method is further suitable to detect the barrier characteristic and the
quality of the skin model during the cultivation. The next step was to investigate the
application of nanoparticles to commercially available skin models. Cryosections were made
to locate the particles under the microscope.

At last, different numerical simulations of the two investigations mentioned before were
established. The simulations show a good coherence to the measured data for substances



with small molecular size up to 4 kD. For particles with a larger size anormal diffusion
occurs. Furthermore, the simulation was adapted to the 20C system. The results of the
simulation are in the range of the experimental data. With the help of the simulation the
diffusion coefficient can be calculated. Even the glucose consumption and lactate production
can be well descripted by the simulation. The simulation supports the experiments and
reduces the experimental effort.
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Nomenklatur
Physikalische Grolien

Ca: Akzeptorkonzentration [Tn—‘;l]
Vy Akzeptorvolumen [m3]

r?: Anpassgite [/]

n: Anzahl der Messpunkte [/]
l: Charakteristische Lange [m]

: : kg
p: Dichte [ﬁ]
A: Diffusionsflache [m?]
D: Diffusionskoeffizient [mTz]
h: Diffusionsstrecke [m]

. . mol

Cp: Donatorkonzentration [F]
p: Druck [Pa]
n: Dynamische Viskositét [Pa - s]
yi Experimenteller Wert [/]

. mol
J: Fluss e
V. Gemittelter Wert der experimentellen Daten [/]
C: Konzentration [m—‘;l

m

cyp:  Konzentration an der Donator/Membran-Phasengrenze [";—';l]
cua:  Konzentration an der Membran/Akzeptor-Phasengrenze [Tn—?]
Ma:  Machzahl [/]

my: Masse im Akzeptor [kg]

2 Mittelwert [/]

P: Permeationskoeffizient [?]



3
R: Reaktionsrate des Substrates [Z—;’i ]

Re: Reynoldszahl [/]

a: Schallgeschwindigkeit [%]
V' Simulierter Wert [/]
o: Standardabweichung [/]

x,y,z. Strecke/Weg in X, y, z Richtung [m]

Z: Strecke/Weg [m]
Cp: Variationskoeffizient [%]
u: Vektorgeschwindigkeit [?]
K,: Verteilungskoeffizient zwischen Akzeptor und Membran [/]
Kp: Verteilungskoeffizient zwischen Donator und Membran [/]
V! Viskositat [m—z]
S
t: Zeit [s]



Verzeichnis der Abklrzungen

20C
ASAP (A)
ADP
AMP
ANOVA
ATP
C525
C600
CAD
CaCl,
CdT
CFD
CO,
CoA
CQD
DMEM
D10
D05
D10A
DL

El

E2

E3

FBS
FCS
FD
Fibro
FN
FRAP
FTIR
H20
HaCaT
HBSS
HCL
HE-Férbung
HKGS
HPLC

2-Organ-Chip

L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
Adenosindiphosphat
Adenosinmonophosphat

Varianzanalyse

Adenosintriphosphat

CANdot® gantum dot (CdSe core/shell/shell) 525 nm
CANdot® quantum dot (CdSe core/shell/shell) 600 nm
Computer Aided Design

Kalziumchlorid

Cadmium Tellurid

Computational Fluid Dynamics
Kohlenstoffdioxid

Coenzym A

Carbon Quantum Dot

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMEM + 10 % FBS + P/S

DMEM + 5 % FBS + P/S

DMEM 10 + 50 pg/ml ASAP

Derma Life Medium

Epi Life Medium + HKGS + P/S

El + 1,5 mM CaCl,

E2 + 50 pg/ml ASAP + 5 ng/ml KGF

Fetales Bovines Serum

Fluorescence Correlation Spectroscopy
FITC-Dextran (Fluorescein Isothiocyanate-Dextran)
Fibroblasten

Fluorescein Natrium

Fluorescence Recovery After Photobleaching
Fourier Transform Infrared

Wasser (bidestiliert)

Human Adult Keratinocyte Low Calcium High Temperature

Hanks® Balanced Salt Solution

Salzséure

H&matoxylin-Eosin-Farbung

Human Keratinocyte Growth Supplement

Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Xi



KGF Keratinocyte Growth Factor

MES Membran-Einsatzsystem (fiir Multititerplatte)
MOC Multi-Organ-Chip

NAD?* Nicotinamidadenindinucleotid
NADH Mit H* reduziertem NAD"
NaOH Natriumhydroxid

PC Polykarbonat

PBS Phosphate Buffered Saline

PE Polyethylen

PDE Partial Differential Equation
PEEK Polyetheretherketon

PDH Pyruvat Dehydrogenase

PDMS Polydimethylsiloxan

P/S Penicilline/ Streptomycin

PTFE Polytetrafluorethylen

Q525 Qtracker® 525 Cell Labeling Kit
SNOPT Sparse Nonlinear Optimizer
STABW Standardabweichung

TEER Trans-Epithelial Electric Restistance
TGF Transforming Growth Factor
TW Transwell®

ULA Ultra Low Attachment
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1 Einleitung und Zielsetzung

Die Haut ist das grofite Organ des Menschen und erflllt wichtige Funktionen. Sie schutzt
den Korper vor mechanischen Einflissen, ultraviolettem Licht, Temperaturschwankungen
und Dehydrierung. Zusétzlich besitzt die Haut auch sensorische Funktionen, wie das
Empfinden von Temperatur, Druck und Schmerz [1]. Genau diese Eigenschaft der Haut als
Barriere und die von Substanzen hervorgerufene dermale Reaktion ist ein wichtiger Aspekt
in Bereich der Forschung, Kosmetik und Pharmazie. Zum Beispiel wird in der Pharmazie
die epidermale Applikation in Form von Pflastern, Salben, Schaum oder Spray durchgefiihrt
und genutzt [2], um Wirkstoffe mit geringer chemischer Resistenz gegen die Magenséure
einzusetzen [3]. In der Hormontherapie wird der Reservoireffekt der Haut genutzt [4]. Eine
Herausforderung fir die dermale Applikation von Substanzen ist die Barriereneigenschaft
der Haut. Bevor Kosmetika und pharmazeutische Wirkstoffe zum Einsatz kommen, missen
diese zunéchst getestet werden, um Risiken abschatzen zu koénnen und um Gefahren
auszuschlieBen. Fir die Substanztestung an der Haut werden heutzutage immer noch
uberwiegend Tierversuche verwendet. Hier ist der Draize Hautirritationstest mit Kaninchen
eine gangige Methode [5]. Die Vergangenheit bewies jedoch, dass Medikamententests an
Tieren nicht immer aussagefahig sind und Effekte bei Menschen auftreten, die im Versuch
nicht beobachtet wurden [6-8]. In Jahr 2013 trat eine neue Regulation (EU-Cosmetic
Directive N0.1223/2009) in Kraft, welche Tierversuche fiir kosmetische Produkte untersagt.
Aus diesem Grunde steigt der Bedarf an alternativen Prufmethoden fiir Kosmetikprodukte,
bevor diese an menschlichen Probanden angewendet werden. Eine Ldsung ist es, in vitro
hergestellte Hautmodelle aus humanen Zellen zu verwenden. Diese werden bereits fir
Substanz- und Wirkstoffuntersuchungen verwendet [9,6].

Gerade bei der dermalen Applikation von pharmazeutischen Wirkstoffen ist die Haut nicht
das Zielorgan. Hierbei mussen die Interaktionen mit anderen Organen betrachtet werden.
Ein vielversprechender Ansatz hierfir ist das ,organ-on-a-chip“-System. Der
Grundgedanke hierbei ist es, mehrere kleinste funktionelle Elemente menschlicher Organe
auf einer kleinen Plattform (Chip) abzubilden. Hierfir mussen Bedingungen geschaffen
werden, die der natlrlichen Umgebung entsprechen. Die dreidimensionale Kultivierung
spielt hier eine grofle Rolle. Wichtige Faktoren sind hierbei die Topographie,
fluiddynamische Bedingungen (z. B. Schubspannung) und Kultivierungsbedingungen
[10,11]. Mittels Mikrokandlen oder auch Membranen kénnen die Zellen miteinander in
Verbindung gebracht werden, wodurch das menschliche Organsystem vereinfacht
abgebildet werden kann [10,12].
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Hinsichtlich der Substanztestung fir Hautmodelle werden Nanopartikel kontrovers
diskutiert. Diese finden ihren Einsatz in Kosmetikprodukten wie zum Beispiel in Form von
Zinkoxid und Titanoxid in Sonnenschutzmittel [13,14]. Fir Medikamente sind Nanopartikel
als Tragermaterial von Wirkstoffen interessant und fir die Haut werden Silbernanopartikel
in Cremes und antiseptischen Pflastern verarbeitet [15,16]. Toxische Wirkungen und
Irritation von einigen Nanomaterialien sind bei der Anwendung auf der Haut bekannt [17].
Viele dieser Studien basieren auf Tierversuchen. Langzeitstudien mit miniaturisierten
Hautmodellen aus humanen Zellen existieren bis jetzt noch nicht.

Eine weitere Methodik, welche in der Biotechnologie und Gewebeforschung immer mehr
Einzug findet, ist die numerische Simulation. Diese Technik ist ein nutzliches Hilfsmittel,
um Prozesse zu verstehen, zu verbessern und zu unterstitzen. In der Bioprozesstechnik wird
die Simulation u. a. verwendet, um Experimente zu optimieren [18] und Zellwachstum zu
analysieren [19]. Des Weiteren kommt die Simulation zum Einsatz, um
Kultivierungsbedingungen von Geweben zu verbessern [20]. Gerade in der Entwicklung von
,organ on a chip“-Systemen kénnen numerische Simulationen genutzt werden, um nicht
trivial messbare Effekte, wie zum Beispiel Fluss, Stoffverteilung oder Scherspannung zu
untersuchen.

In Anbetracht dieser verschiedenen Aspekte sollten im Rahmen dieser Arbeit Hautmodelle
in einem ,,organ on a chip“-System charakterisiert und der Einsatz einer numerischen
Simulation fur diesen Zweck bewertet werden. Es wurde eine Methode entwickelt, um die
Permeation und Substanzkonzentration in einem kleinen Membran-Einsatzsystem (MES) zu
bestimmen. Die Basis hierflr ist ein miniaturisiertes VVollhautmodel (entwickelt von der TU
Berlin®), welches in einem kleinen MES generiert werden kann. Es wurde untersucht, wie
reproduzierbar diese Messmethode ist und welche Parameter einen Einfluss auf die Messung
austuiben. Als Parameter wurden die PartikelgroRe der applizierten Substanz sowie, die GroRe
und verschiedene Beschaffenheiten der Membran des MESs analysiert. Um die
Messgenauigkeit der Methode zu charakterisieren, wurde die Permeation durch
verschiedene Zellmodelle bestehend aus Fibroblasten und Keratinozyten betrachtet. Im
Hinblick auf zukunftige Anwendungen fir die Substanztestung in der Pharmazie und
Kosmetikindustrie wurde die Messmethode direkt auf ein ,,0rgan-on-a-chip“-System
transferiert. Hier wurden die Durchfiihrbarkeit und Reproduzierbarkeit geprift. Im n&chsten
Schritt folgten Untersuchungen an Hautmodellen. Es wurden Permeationsmessungen an in
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vitro hergestellten VVollhautmodellen und kommerziell erhéltlichen Modellen durchgeftihrt.
Es folgte ein Vergleich der Permeationseigenschaften der Modelle und es wurde die
Tauglichkeit und Fehleranfalligkeit der Methode erfasst. Zusétzlich wurden
Langzeitversuche mit toxischen, sowie nichttoxischen Nanopartikeln auf kommerziellen
Hautmodellen durchgefiihrt, um zu prufen, ob Effekte im MES sichtbar sind.

Die TEER (trans-epithelial electric restistance) Messung ist eine Methode, die Qualitat von
in vitro gezlichteten Hautmodellen zu beurteilen. Diese Methode ist jedoch fir ein kleines
MES nicht geeignet. Aus diesem Grund wurde der Fokus zusétzlich daraufgelegt, zu
untersuchen, ob die Messmethode in dieser Arbeit prazise genug ist, unterschiedliche
Kultivierungsstadien von Hautmodellen zu identifizieren, um somit die Qualitat bestimmen
zu konnen.

Wie bereits beschrieben, wird die numerische Simulation immer mehr in der Biotechnologie
eingesetzt. In dieser Arbeit wurde eine numerische Simulation entwickelt, welche die
erwadhnte Messmethode abbildet. Dabei soll mit Hilfe der Simulation der
Diffusionskoeffizient in situ bestimmt werden. Die Simulation wurde bei der
Permeationsmessung in MES und in einem ,,organ-on-a-chip“-System angewendet und es
wurde untersucht, wie genau die Simulation die Messungen abbildet. Des Weiteren wurde
analysiert ob die Simulation geeignet ist, die Messmethode zu unterstiitzen, um somit
Aufwand und Zeit zu reduzieren. Gerade wéhrend der Untersuchung der Messmethode
wurde festgestellt, dass nicht messbare, physikalische Effekte Einfluss auf die Permeation
ausuben. Die Simulation wurde verwendet, um die nicht messbaren Effekte numerisch zu
analysieren.

Diese Arbeit ist wie folgt aufgebaut. Zundchst werden in Kapitel 2 Grundlagen zu dem
Aufbau der Haut und das Konzept von ,,organ-on-a-chip* vorgestellt. Anschlieend werden
physikalische Hintergrinde zu Diffusion und Permeation erlautert. Hierbei wird auch auf
Hydrogele, Effekte in der Haut und Messmethoden eingegangen. Um das Verstandnis flr
die Glukose- und Laktatbestimmung zu schaffen, wird kurz auf den Energiestoffwechsel in
der Zelle und der Haut eingegangen. Das Kapitel wird mit Theorie und Hintergrund zur
Simulation abgeschlossen. Hier werden Simulationsprogramm und verschiedenen
verwendeten Module erléutert. Im Kapitel 3 wird auf Material und Methoden eingegangen.
Zunachst werden die Materialien, Chemikalien und Gerédte tabellarisch aufgelistet.
AnschlieBend werden die Methoden in der Zellkultur, die entwickelte Messmethode fir
MES und ,,organ-on-a-chip*“-System, sowie Methoden in der Histologie und Auswertung
der Ergebnisse genauer erldutert. Zum Schluss wird im Detail erklart, welche Einstellungen
fur die nummerische Simulation vorgenommen wurden.
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Die Darstellung der Ergebnisse und Diskussionen ist in drei Abschnitte gegliedert. Im ersten
Teil von Kapitel 4 werden zunédchst verschiedene Parametereinflisse und die
Durchfihrbarkeit der Messmethode in MES analysiert. Anschlielend wird die
Durchfiihrbarkeit und Reproduzierbarkeit der Messmethode in einem ,,organ-on-a-chip*-
System dargestellt und geprift ob es mdglich ist, Substanzkonzentration (Glukose und
Laktat) in MES zu messen. Es wurde fur die Permeationsuntersuchungen 4 %iges
Agarosegel als Ersatz fir Hautmodelle verwendet. Fir die Substanzkonzentrationsmessung
wurde ein Zellmodell bestehend aus Fibroblasten und Keratinozyten benutzt. Im Kapitel 5
werden Permeationseigenschaften von Hautmodellen dargestellt. Hier wurden
Vollhautmodelle der TU Berlin und ein kommerzielles Hautmodell untersucht.
AnschlieBend folgt eine Analyse der Permeation von Vollhautmodellen wahrend
verschiedener Kaultivierungszeiten, um zu prufen ob die Messmethode auch als
Qualitatsbestimmung verwendet werden kann. Kapitel 6 zeigt die Ergebnisse zu den
numerischen Simulationen. Die Simulation wurde verwendet, um physikalische Effekte im
Messsystem numerisch zu analysieren. Zur Validierung wurde die Simulation mit den
Messwerten verglichen. Es wurde gepruft in wie fern die Simulation geeignet ist, die
Messverfahren zu unterstutzen. In Kapitel 7 wird die Arbeit in einem Fazit zusammengefasst
und ein Ausblick fir weitere Untersuchungen so wie Verbesserungen werden dargestellt.
Der Anhang in Kapitel 8 beinhaltet Berechnungen zur Bestimmung der Reynolds- und
Machzahl fur die Simulation und genauere Methodenbeschreibungen zur Generierung der
Vollhautmodelle. Die Arbeit wird mit der Auflistung der verwendeten Referenzen
abgeschlossen.
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In diesem Kapitel werden Grundlagen, Hintergrundwissen und das Konzept zu dieser Arbeit
vermittelt. Ein Bestandteil dieser Arbeit ist die Charakterisierung des Permeationsverhaltens
von Hautmodellen. Dafiir werden der Aufbau der Haut und deren Permeationsbarrieren
erlautert. Da fur die Methodenentwicklung und Untersuchungen der 2-organ-chip (20C)
verwendet wurde, wird das Konzept ,,organ-on-a-chip“ und der 20C vorgestellt. Zum
n&heren Verstandnis des Permeationsprozesses werden die Grundlagen der Diffusion und
Permeation mit dem Fokus auf Hydrogele und Nanopartikeln ndher dargestellt. Es werden
einige Methoden zur Bestimmung von Diffusions- und Permeationskoeffizienten vorgestellt.
Im Anschluss wird eine vereinfachte Darstellung des Energiestoffwechsels der Zelle
erlautert. Am Ende folgen einige Hintergriinde zur Simulation.

2.1 Aufbau der Haut, Hautmodelle und deren Funktion als Barriere

Die menschliche Haut lasst sich in drei Schichten unterteilen (siehe Abbildung 2.1). Die
oberste Schicht wird als Epidermis oder Oberhaut bezeichnet. Diese ist die zentrale
Barrierefunktion der Haut und besteht Uberwiegend aus sich selbst erneuernden
Keratinozyten. Direkt unter der Epidermis befindet sich die Dermis, auch Lederhaut genannt.
Die Dermis besteht Giberwiegend aus Kollagen, elastischen Fasern und Hautanhangsgebilden
wie Haarfollikeln und Drisen. An die Dermis schlief3t sich die Subcutis an. Diese Schicht
wird auch als Unterhaut bezeichnet. Sie dient als Warmeisolierung und Fettspeicherung.
Dort befinden sich Nerven, Bindegewebe und Blutgefalie, die zum Teil auch in die Dermis
ragen. [21,22]

Im Folgenden werden die drei Schichten der Haut genauer erlautert. Begonnen wird mit der
Epidermis. Diese ahnelt einer Backstein-Struktur. Sie ist geschichtet aus verschiedenen
Plattenepithelien und besitzt eine Dicke von ungeféhr 0,1 — 0,2 mm, an der Hand und an der
Ful3sohle sogar eine Dicke von 0,8 — 1,5 mm. Zum groR3ten Teil besteht dieses Epithel aus
Keratinozyten (> 90 %) und symbiontischen Zellen (Langerhans-Zellen, Melanozyten und
Merkelzellen). Morphologisch wird die Epidermis in finf verschiedene Unterschichten
unterteilt. Dieses sind Stratum corneum (Hornschicht), Stratum lucidum (Glanzschicht),
Stratum granulosum (Kdrnerzellschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und
Stratum basale (Basalschicht) (siehe Abbildung 2.2). Jede Schicht entspricht einem anderen
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Differenzierungsstadium der Keratinozyten. Die unterste Basalschicht wird auch als
Regenerationsschicht bezeichnet. Diese liegt direkt auf der Basalmembran, welche eine
Trennschicht zwischen Epidermis und Dermis darstellt. Hier teilen sich die Keratinozyten,
wandern zur Oberflache und verhornen sich. Ein derartige Erneuerungszyklus dauert
ungefdhr zwei Wochen. In der Basalschicht liegen auch die bereits erwdahnten
symbiontischen Zellen. Die Melanozyten sind groRe Dendritenzellen und enthalten die
Pigmente (Melanin). Diese Pigmente sind verantwortlich fir die Farbe der menschlichen
Haut und bilden einen Schutz vor UV-Strahlen. Zwischen den Keratinozyten befinden sich
auch die Langerhans-Zellen. Die Aufgabe dieser Zellen ist die Immunreaktion der Haut. Sie
erkennen Antigene und aktivieren die T-Zellen. Die Merkel-Zellen in der Epidermis agieren
als Druckrezeptoren und sind sekundére Sinneszellen. Sie sind verantwortlich fiir Druck-
und Vibrationswahrnehmung. [21,22]

Die Dermis befindet sich direkt unter der Basalmembran und wird grob in zwei Schichten
unterteilt, ndmlich in Stratum papillare und Stratum reticulare (siehe Abbildung 2.3). An der
Grenze zur Basalmembran befindet sich das Stratum papillare. In diesem Bereich befinden
sich die Blutversorgungsgefale und Nervenbahnen. Die Dermisschicht im Bereich von
Subkutis wird als Stratum reticulare bezeichnet. Diese Schicht ist fiir die Struktur und
Festigkeit der Haut verantwortlich. Die Dermis besteht aus Kollagenfasern und elastischen
Fasern. Die Kollagenfasern definieren die Reil3festigkeit und Dehnbarkeit der Haut und die
elastischen Fasern sind fir die Struktur verantwortlich, damit die Haut bei einer Verformung
wieder in den Ausgangszustand zurtickkehrt. Zwischen den Fasern befinden sich
Glykosaminglykane und Proteoglykane. Diese bilden die Fullsubstanz der Dermis. Deren
Funktion ist die Wasserspeicherung, Erhaltung des Wasser- und Elektrolytgleichgewichts,
Filterwirkung, Hadmostase, Differenzierung, Wundheilung und Zellmigration. In der Dermis
spielen zwei Zelltypen eine groRe Rolle, Fibroblasten und Mastzellen. Die Fibroblasten sind
uberwiegend fur die Biosynthese verantwortlich. Sie produzieren die Fullsubstanz und
Fasern der Dermis. Die Mastzellen sind flr die Abwehr der Haut verantwortlich und rufen
Entziindungsreaktionen hervor. [21,22]

Die unterste Schicht der Haut ist die Subkutis. Diese besteht hauptsachlich aus Binde- und
Fettgewebe. Zwischen den Geweben befinden sich Nervenfasern und BlutgeféRe. Die
Aufgaben der Subkutis sind die Warmeisolierung, die mechanische Stoddmpfung und die
Speicherung von Energie. [21,22]
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oberflichlich
Keratinozyten Oberhaut
(Epidermis)
Melanozyten i
) Lederhaut
Blutgefile (Deriiis)
Haarfolikel
I Unterhaut
SchweiBdriisen } (Subkutis)
Lymphgefah
v
tief

Abbildung 2.1: Aufbau der Haut. Die Haut besteht aus drei Schichten: Oberhaut, Lederhaut und
Unterhaut. Auf der Oberhaut finden sich die Keratinozyten und Melanozyten. Haarfolikeln,
Blutgeféale, LymphgeféRe und Schweildriisen sind in der Lederhaut lokalisiert. Ganz unten befindet
sich die Unterhaut, welche iberwiegend aus Fettzellen besteht (modifiziert aus [23]).

Hornschicht (Stratum corneum)

Glanzschicht (Stratum lucidum) ~—__*
Kornerzellschicht (Stratum granulosum)

Stachelzellschicht (Stratum spinosum)

Basalschicht (Stratum basale)

Abbildung 2.2: Aufbau der Epidermis. Ganz unten befindet sich die Basalschicht, in der die
Keratinozyten gebildet werden, gefolgt von der Stachelzellschicht. Die Zellen verhornen sich und
gehen in die Kdrnerzellschicht tber, gefolgt von der Glanzschicht. An der Oberflache der Haut
befindet sich die Hornschicht (modifiziert aus [24]).
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Rapillengeiabe — Stratum papillare

J\

vertikale

Verbindungsgefall — Stratum reticulare

} Subkutis

Abbildung 2.3: Aufbau der Dermis. Diese wird grob in zwei Schichten unterteilt. Im Stratum
papillare befinden sich die Papillengefale, welche die Epidermis mit Nahrstoffen versorgen.
Darunter ist die Stratum reticulare, wo die vertikalen Blutgefale lokalisiert sind (modifiziert aus

[21]).

Permeationswege und -barriere der Haut

Das Stratum corneum bildet die Hauptbarriere der Haut. In der Literatur werden drei
verschiedene Wege unterschieden, tber die Substanzen durch diese Barriere gelangen
konnen. Diese sind der transzellulare, der interzellulare und der follikulare Weg (siehe
Abbildung 2.4) [25-27]. Der transzellulare Weg fuhrt die Substanz direkt durch die Zelle.
Hierbei muss die Substanz abwechselnd durch lipophile und hydrophile Schichten
penetrieren. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass dieser Weg bevorzugt wird, da die meisten
Substanzen lipophile oder hydrophile Eigenschaften besitzen.

Bei dem interzellularen Penetrationsweg dringt die Substanz zwischen den Zellen durch die
Haut durch. In der Wissenschaft wird dieser als der gangigste Penetrationspfad fur die
meisten Substanzen angenommen. Diese Zell-Zwischenrdume bestehen tberwiegend aus
einer Mischung aus Ceramid, freien Fettsduren und Cholesterol [28]. Die Lipide sind
gewunden oder in Doppellipidschichten angeordnet [29]. Das Eindringen von lipophilen
Stoffen wird somit begunstigt. Eine primére Barriere im interzellularen Bereich sind die tight
junctions (Schlussleisten) [30]. Diese sind Membranproteine, die fir die Zell-Zell-
Verbindung verantwortlich sind. Die tigh junctions entstehen durch die verschiedenen
Differenzierungsstadien der Keratinozyten in der Epidermis und sind ab der Stratum
granulosum lokalisiert [31].



2. Grundlagen und Stand der Technik

Bei dem follikularen Penetrationsweg dringt die Substanz tber Haarfollikel oder Uber
Drisen in die Haut ein. Hautbereiche mit wenig oder ohne Haarfollikeln weisen eine deutlich
geringere Permeationseigenschaft auf. Der untere Hautbereich der Haarfolikel ist fiir
Substanzen gut permeabel. Der besondere Vorteil bei dem follikularen Penetrationsweg ist
die Funktion als Reservoir. In den Follikeln kann die Substanz bis zu zehn Tage lang lagern
und nach und nach in die Haut hinein penetrieren. [32—-35]

transzellular interzellular follikular
/
( ) ( ) ( ) ) ( )
( ) ( ) ( ) C |5
( ) ( ) ( | E— ) ( )
( ) ( ) ( ) C j—/)
v

Abbildung 2.4: Vereinfachte Ziegeldarstellung der Haut und die drei méglichen Penetrationswege
einer Substanz. Die gelben Ziegel stellen die verhornten Zellen da. Bei dem transzellularen Weg
dringt die Substanz durch die Zellen. Bevorzugt wird der interzellulare Pfad, wo die Substanz
zwischen den Zellwanden permeiert. Bei dem follikularen Weg sammelt sich die Substanz in den
Zwischenrdaumen der Haarfollikeln und dringt dann in die Haut ein. Die Abbildung wurde aus [25]
modifiziert.

Hautmodelle

Bei Hautmodellen in vitro werden meistens die Dermis und die Epidermis ohne
Hautanhangsgebilde kultiviert. Hierfir werden primédre Zellen aus der Dermis bzw.
Epidermis entnommen [36,37] oder auch Zelllinien wie HaCaT aus Keratinozyten oder L929
Fibroblasten verwendet [38,39], da diese von humanen Proben unabh&ngig sind. Eine
géangige VVorgehensweise, Hautmodelle in vitro zu erstellen, ist, zunédchst die Fibroblasten in
eine Kollagenmatrix einzubetten. Diese bilden die Dermis. Nach ungefahr 1 — 5 Tagen
werden Keratinozyten auf die Zell-Kollagenmatrix appliziert. Fir die Proliferation der
Keratinozyten erfolgt eine Submerskultur (Kultur komplett in Medium eingetaucht) von
1 -3 Tagen. Im n&chsten Schritt wird das Medium soweit abgenommen, dass sich die
Keratinozyten an der Luft-Flissigkeits-Grenzschicht (air lift) befinden. Die Zellen werden
3 —5 Waochen weiter kultiviert, bis sich die Keratinozyten zu einer mehrlagigen Hornschicht
differenzieren. [36—39]

Die Luft-Flissigkeitsphase entspricht dem naturlichen Wachstumsraum der Keratinozyten
und fordert somit auch die Differenzierung. Indizien fur eine erfolgreiche differenzierte
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2. Grundlagen und Stand der Technik

Epidermisschicht sind die Bildung mehrerer Schichten, Bildung von Keratohyalin,
Schuppenbildung, Verlust des Nucleus und Abflachung der Keratinozyten (Richtung
Luftphase). [37]

Mittlerweile sind Hautmodelle auch kommerziell erhdltlich. Dabei unterscheidet man
zwischen einem Hautmodell, das aus einer Epidermislage besteht, und einem
Vollhautmodell, welches aus Epidermis und Dermis zusammengesetzt ist. Ein Beispiel fiir
ein Hautmodell ist EpiDerm™ der Firme MatTek [40] (siehe Abbildung 2.5 links). Dieses
ist ein aus humanen Zellen rekonstruiertes Epidermismodel und wird fir Irritation,
Korrosion und Hydrationsversuche fir Cremes und Lotionen eingesetzt. Das Produkt
Phemion® von Henkel [9] stellt ein Vollhautmodell dar und beinhaltet eine Dermis und
Epidermis.

EpiDerm™ Phenion®

Abbildung 2.5: Links: EpiDerm™ von MatTek, Kultivierungsgefa® und histologischer Schnitt
(Quelle: www.mattek.com 18.03.2016). Rechts: Phenion von Henkel, Probe und histologischer
Schnitt (Quelle: www.henkel.de 18.03.2016).

2.2 Konzept des ,,organ-on-a-chip* und Aufbau des 20C

Tierversuche sind in der Forschung heutzutage immer noch eine gangige Methode und
werden zum Beispiel bei Untersuchungen von Krankheiten, Funktionen des biologischen
Organismus, sowie dem Testen von Medikamenten genutzt [41,5]. Gerade in der Pharmazie
sind Tierexperimente noch unabdingbar. Im Jahr 2003 wurde von der europaischen Union
per Gesetz festgelegt, Tierversuche fur die Testung von Kosmetika zu verbieten (EU
Cosmetics Directive 2003/15/EC). Das Gesetzt trat im Jahr 2013 in Kraft. Aus diesen
Grinden werden alternativen Mdoglichkeiten fir die Substanztestung in  der
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Kosmetikindustrie benotigt. Eine Methode ist die Testung in vitro mit humanen Zellen.
Jedoch sind solche Experimente meistens nur bedingt aussagefahig, da menschliche Organe
in komplexen dreidimensionalen Strukturen wachsen und deren Interaktion zueinander eine
wichtige Rolle spielt [10]. Das ,,organ-on-a-chip“-Konzept bietet fiir dieses Problem eine
geeignete Losung.

Die Grundidee dieses Konzeptes besteht darin, die Physiologie des menschlichen Organes
in  miniaturisierter Form so gut wie moglich nachzubilden. Hierfir missen
Mikroumgebungen geschaffen werden, die dem natlrlichen Raum entsprechen. Es geht
nicht darum, das menschliche Organ komplett auf einem Chip nach zu stellen, sondern die
funktionelle Einheit eines Organs abzubilden. Wichtige Faktoren in der Organkultivierung
im Chipformat sind die Substrattopografie, fluiddynamische Bedingung und die
Kulturperfusion [10,11]. Der Chip soll so klein wie moglich sein, sodass menschliche
Organe so weit wie moglich minimiert werden und die nétigen Funktionen erhalten bleiben
[12,42]. Dadurch kann der Verbrauch an Gewebe geringgehalten werden. Ein weiterer
Aspekt ist auch, eine geeignete Umgebung darzustellen, um die Zellen in 3D zu kultivieren,
welches mehr deren nattrlichen Wachstumsbedingungen entspricht. Fir die Pharmazie ist
es besonders interessant, Krankheiten auf dem Chip abbilden zu kénnen, um somit die
Effektivitdt von Wirkstoffen zu testen. Aus diesem Grund spielt auch die
Langzeitkultivierung von Organismen eine groRe Rolle [12]. Somit sind die Sterilitat und
auch die Stabilitat wichtige Faktoren fur die Entwicklung solcher Chips. Mittlerweile waren
eine Vielzahl von ,,0rgan-on-a-chip“-Systemen beschrieben, die es ermdglichen, humane
Organe zu kultivieren [10,43,11]. Die Nachfrage steigt stetig an. Es existieren schon
kommerzielle Unternehmen, wie zum Beispiel: pOrgano, Nortis, TissUse und AxoSim, die
,,organ-on-a-chip“-Systeme vermarkten.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit dem 2-organ-chip (20C). Der 20C wurde von der TissUse
GmbH entwickelt und ist eine Technologie im GrdRenformat einer Visitenkarte, die das
Kultivieren von mehreren Zellorganismen in einem System ermdoglicht. Es besteht aus einer
Adapterplatte auf der Zellkultur-Kompartimenten mit Halterungen fir ein Membran
Einsatzsystem und Pumpverbindungen fir Luftschlauche (siehe Abbildung 2.6). In diesem
Fall wurde die Halterung fir das Transwell® (TW) der Firma Corning konzipiert. Bei dem
TW handelt es sich um ein MES. Es besteht aus einem zylindrischen GefaR, welches an der
unteren Seite eine Membran besitzt. Die Membran ermdglicht eine Kultivierung von Zellen
auf der Membran und eine Né&hrstoffversorgung von unten. Im 20C erfolgt die Versorgung
uber den Mikrofluidkanal. Der Mikrofluidkanal unter der Adapterplatte besteht aus PDMS
(Polydimethylsiloxan) und wird mit einer Glasplatte abgeschlossen.
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Pumpverbindung Ti S S U S E

l Emulating Human Biology

Deckel

' Zellkultur Kompartiment
mit Halterungen fiir Transwell®

Adapterplatte

PDMS Schicht
(in Objekttriger Format)

Glasplatte

Heizmantel

Mikrofluid Kanile Mikropumpen auf dem Chip

Zellkultur
Kompartiment

. TYSSUSE
Ansicht von unten: NERERS

Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau des 20C der TissUse GmbH. Oben: Darstellung der einzelnen
Schichten. Auf der Adapterplatte befinden sich die Zellkultur-Kompartimente und
Pumpverbindungen. Direkt darunter schlief3t sich eine PDMS-Schicht mit den Mikrofluid-Kandlen
an. Der Chip wird mit einer Glasplatte abgeschlossen und kann mit einem Heizmantel beheizt werden.
Unten: Darstellung der Mikrofluid Kandle in Rot. Die Mikropumpen befordern die Flissigkeit in die
Kandle und werden mit Luft angetrieben. Zu sehen sind auch die Positionen der Zellkultur-
Kompartimente. [44]
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Das PDMS ist gasdurchlassig und ermdglicht somit eine Sauerstoffversorgung der Zellen
oder eine CO> (Kohlenstoffdioxid) Pufferung des Mediums im Brutschrank. Optional kann
ein Heizmantel an den Chip angebracht werden, um diesen zu temperieren.

Auf einem Chip befinden sich zwei Mikrofluidkreislaufe. Die Flissigkeit wird mit Hilfe
einer Mikropumpe durch den Kanal befordert. Die Pumpe wird mit Druckluft betrieben und
bestent aus drei runden PDMS-Membranen, welche durch zyklisches Verformen die
Flussigkeit durch den Kanal drickt (siehe Abbildung 2.6 Ansicht von unten). Dieser
Mikropumpmechanismus ist dem menschlichen Blutkreislauf nachempfunden. [45]

Durch den speziellen Aufbau des 20Cs ist es mdglich, Co-Kulturen® bis zu 28 Tage steril
zu betreiben. Ein besonderer Vorteil ist hierbei die Zellkultur mit Hilfe der bereits erwéhnten
TW-Einsatze. [46-52]

2.3 Diffusion/Permeation, Hydrogele und Nanopartikeln

In diesem Teilkapitel werden die physikalischen Begriffe Diffusion, Permeation und
Penetration genauer erldutert. Es folgt eine Beschreibung der géngigen Methoden zur
Bestimmung dieser Parameter an der Haut. AnschlieBend werden Diffusionseigenschaften
von Hydrogelen beschrieben und Nanopartikel bei der Anwendung auf der Haut erldutert.

Diffusion/Permeation und Penetration

Bei der Diffusion handelt es sich um einen Transportprozess, wobei sich Teilchen durch die
brownsche Molekularbewegung zufallig in einem Volumen bzw. im Raum verteilen. Die
treibende Kraft dafur ist der Konzentrationsgradient [53]. Die Pioniere der
Diffusionsuntersuchung waren Thomas Graham (1805 — 1869) und Adolf Fick (1829 —
1901). Thomas Graham beschaftigte sich mit Diffusionsprozessen im Gas und Adolf Fick
mit der Diffusion von Stoffen in Flussigkeit. Dabei fand Adolf Fick heraus, dass die
Diffusion mathematisch mit denselben Grundsatzen wie der Warmetransports und die
elektrische Kapazitat beschrieben werden kann [54,55]. Aus diesen Erkenntnissen wurde der

ersten Fick’sches Gesetz fiir die Diffusion von geldsten Teilchen hergeleitet:

 Kultivierung von mehreren Zelltypen in einem System
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B DGC
/= 0z

21

l
Fluss [mo

/ s
D: Diffusionskoeffizient [mTZ]
C: Konzentration [Tn—‘;f]

Z: Strecke/Weg [m]

Das erste Fick‘sche Gesetz besagt, dass der molekulare Fluss ] gleich der negativen

Diffusionskonstante D multipliziert mit der Konzentrationsdifferenz dC tber die Strecke 9z
ist.

Im zweiten Fick’schen Gesetz wird die Diffusion in einem dreidimensionalen Fall formuliert.
Die Formel lautet wie folgt:

ac <62C 9%C 62C>
=D

= = +—— 4+
at 0x%?  0dy? 0z?
2.2
t: Zeit [s]
D: Diffusionskoeffizient [mTz]
C: Konzentration [Tn—?]

x,y,z. Strecke/Weg in X, y, z Richtung [m]

Die Permeation ist eine vereinfachte Betrachtungsweise der Diffusion. Es handelt sich
hierbei um den gleichen physikalischen Prozess. Bei der Permeation werden nur die Stoffe
beschrieben, die in ein System hinein und wieder hinaus diffundieren, wo hingegen bei der

Diffusion der Fokus auf die Verteilung des Stoffes innerhalb des Systems gelegt wird (siehe
Abbildung 2.7).
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Diffusion Permeation

0.9.0.

O

Abbildung 2.7: Darstellung von Diffusion und Permeation von Teilchen (orange) in einem System
(blau). Die Diffusion beschreibt das Verteilen der Teilchen in einem System und die Permeation
beschreibt, wie viele Teilchen durch ein System hindurch gewandert sind.

Membran

>
h

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung einer Membran (mit der Dicke h und der Flache A) mit
Donator und Akzeptor. Der Donator ist die Seite mit der hheren Konzentration cp. Somit entsteht
ein Konzentrationsgefalle tiber die Membran zum Akzeptor mit einer Konzentration ca.

Die Membran besitzt eine Dicke h und eine Flache A. Auf der linken Seite der Membran
befindet sich der Donatorraum mit einem Stoff der Konzentration cj, auf der rechten Seite
befindet sich der Akzeptorraum mit einem Stoff der Konzentration c, (siehe Abbildung 2.8).

Dabei gilt, dass ¢, > c, ist, somit permeiert der Stoff von Donator zum Akzeptor.
15
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Die Gleichung zur Bestimmung der Permeationskonstante kann aus dem Fick‘schen Gesetz
hergeleitet werden. Der Fluss des Stoffes kann fiir dieses Beispiel wie folgt mit dem
Fick’schen Gesetz beschrieben werden:

dmy (cmp — Cma)
= =D
J dtA h

2.3

my: Masse im Akzeptor [kg]
t: Zeit [s]

cyp.  Konzentration an der Donator/Membran-Phasengrenze [m—osl]
m

cya.  Konzentration an der Membran/Akzeptor-Phasengrenze [Tn—(;l
h: Diffusionsstrecke [m]
A: Diffusionsflache [m?]

Die Konzentration an der Phasengrenze zur Membran wird (Uber einen
Verteilungskoeffizienten definiert. Daraus ergibt sich fir ¢, und c,,4 folgende Gleichung:

CMD = KD - CD Und CMA = KA " CA
2.4
Kp: Verteilungskoeffizient zwischen Donator und Membran [/]
Ky: Verteilungskoeffizient zwischen Akzeptor und Membran [/]
cp:  Donatorkonzentration [Tn—?]

Cyt Akzeptorkonzentration [r;—‘;l]

Durch das Einsetzen der Gleichung 2.4 in die Gleichung 2.3 und mit der Annahme, dass die
Verteilungskoeffizienten auf beiden Seiten der Membran gleich sind (K, = K, = K), ergibt
sich:

dr n (cp —ca)

2.5
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Im né&chsten Schritt wird der Ausdruck Dh—K durch die Permeationskontante P = % und

my, = c4 * V, ersetzt. Hierflr ergibt sich folgende Gleichung:

% = P'AVLA(CD —ca)
2.6
Mit der Annahme, dass ¢, > c, So ergibt sich:
dc c
d—tA =P-A Vi
2.7
P: Permeationskoeffizient [%]
t: Zeit [s]
Vy: Akzeptorvolumen [m3]
Cp: Donatorkonzentration [7:1—03[]
Cy: Akzeptorkonzentration [7:1—(;1]

Die Gleichung 2.7 wird zu Berechnung der Permeationskonstante verwendet und gilt nur,
wenn die Donatorkonzentration sich gegenliber der Akzeptorkonzentration so gut wie nicht
verandert. Diese Bedingung ist nur zur Anfang eines Permeationsprozesses erfullt, wenn die
Akzeptorkonzentration mit der Zeit nahezu linear ansteigt. [56,57]

Als Penetration wird das Eindringen von Substanzen in die Haut bezeichnet. Im Gegensatz
zur Permeation und Diffusion wird bei der Untersuchung der Penetration der Fokus auf die
Hautoberflache gelegt. Es wird untersucht, wie schnell bzw. wie tief die Substanz in die Haut
penetriert. Dies kann, wie bereits beschrieben, transzellular, interzellular und follikular
erfolgen (siehe Abbildung 2.4).

Stand der Technik zur Bestimmung der Diffusion/Permeation/Penetration in der Haut
Es existieren verschiedene etablierte Methoden, die Diffusion, Permeation und Penetration

von Stoffen in der Haut zu untersuchen. Im folgenden Teil werden in Kirze einige gangige
Methoden nédher dargestellt.
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Zur Bestimmung von Permeationskonstanten in vitro werden meistens Franz-
Diffusionszellen verwendet. Eine Franz-Diffusionszelle besteht aus zwei Komponenten, in
denen das zu untersuchende Hautpraparat (oder auch eine Barriere) mit einem Dichtungsring
fixiert wird (siehe Abbildung 2.9). Auf die obere Komponente (Abdeckung), der Donator,
wird die zu untersuchende Substanz appliziert und kann somit Giber das Préparat in die untere
Komponente, den Akzeptor, permeieren. Uber ein Rohr kann die Probe aus dem Akzeptor
waéhrend des Versuches entnommen werden. Ein Magnetrihrer unterbindet
Konzentrationsgradienten bei der Permeation. Mittels eines Heizmantels kann die
Temperatur konstant gehalten werden. [58,59]

Die GroRe und Form einer Franz-Diffusionszelle kann sich von Hersteller zur Hersteller und

je nach Anwendung stark unterscheiden. Die HOhe einer (blichen Zelle bewegt sich im
Rahmen von 10 — 46 cm und der Durchmesser von 1,5 — 9 cm. [60]

»  Abdeckung —

Hautpriparat —

Dichtungsring i

46 - 127 cm

Probe-
entnahmerohr

¢ Magnetriihrer

Abbildung 2.9: Schematischer Aufbau einer Franz-Diffusionszelle. Zwischen der Abdeckung und
der unteren Komponente wird das Hautpraparat mit Dichtungsringen eingespannt. Uber die Offnung
an der Abdeckung kann die zu untersuchende Substanz appliziert werden. Proben kdnnen tber das
Entnahmerohr genommen werden.

Eine Maoglichkeit, die Diffusion quantitativ zu messen sind bildgebende Verfahren. Die
FRAP-messung (fluorescence recovery after photobleaching) ist eine der bekanntesten
Methoden, um Diffusionsvorgénge in Geweben und Gelen zu messen. Hierbei wird das zu
untersuchende Gewebe/Gel mit dem diffundierenden Stoff getrdnkt. Dabei muss der Stoff
Fluoreszenz-markiert sein. Mit Hilfe eines dinnen Laserstrahls wird eine Stelle
ausgeblichen (bleaching). Durch die Diffusion wird nach einer bestimmten Zeit ein
Gleichgewichtszustand wieder herstellt. Es wird die Fluoreszenzriickbildung tber die Zeit
bestimmt. Mit Hilfe einer numerischen Berechnung kann der Diffusionskoeffizient
bestimmen werden. [61-64]
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Weitere bildgebende Methoden zur Bestimmung von Diffusionsvorgéngen in der Haut sind
FTIR (fourier transform infrared) Spektroskopie [65,66], Zwei-Photonen-Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie in  Kombination mit FCS (fluorescence correlation
sprectroscopy) [67,68] und optische Koharenz-Tomografie [69]. Die besonderen Vorteile
bildgebender Verfahren liegen darin, dass diese Methoden nicht invasiv sind und nur sehr
kleine Proben bendtigt werden. Allerdings ist das bendtigte Equipment nicht sehr
kostenglnstig, nicht mobil und die Bedienung erfordert Erfahrung.

Eine &ltere Methode ist es, Diffusionsvorgénge von Stoffen in Gelkdrpern zu bestimmen.
Hierfir werden Gelkorper mit definierter Geometrie hergestellt. Der zu untersuchende Stoff
befindet sich entweder in Losung oder im Gelkoérper und es wird die
Konzentrationsédnderung Uber die Zeit gemessen. Haufig werden Kugel, Zylinder, Scheiben
oder Platten verwendet, da hierflr bereits Ann&hrungsformeln existieren, um den
Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Aufgrund des Aufbaus, der Geometrie und der
Inhomogenitat der Haut bzw. der Hautmodelle ist die Eignung dieser Methode fir die
Untersuchung umstritten. [70]

Um zu untersuchen, wie Wirkstoffe in die Haut penetrieren, wird die Stripping-Methode
eingesetzt. Hierbei wird die zu untersuchende Substanz auf die Haut aufgetragen und nach
einer bestimmten Zeit wieder abgenommen. Einzelne Schichten der Haut werden mit einem
Klebestreifen abgezogen. AnschlieRend wird die Menge der Substanz analysiert. Fir die
Analyse gibt es verschiedene Ansédtze. Zum Beispiel kann die Substanz direkt an den
Klebestreifen bestimmt werden. Wenn die Substanz nicht strahlendurchl&ssig ist, kann diese
mit Rontgenstrahlen ermittelt werden. Mit Hilfe der Fluoreszenzmessung kann auch
quantitativ die Menge von fluoreszierenden Substanzen bestimmt werden. Es besteht auch
die Moglichkeit, den zu untersuchenden Stoff von den Klebestreifen chemisch zu I6sen und
anschlieBend die Konzentration zu bestimmen. Der besondere Vorteil an der Stripping-
Methode ist, dass hiermit die Eindringtiefe und somit die Lokalisierung von Substanzen in
der Haut ersichtlich wird. Der Versuch ist minimal invasiv und kann direkt an Probanden
ausgefihrt werden. Ein Problem der Methode ist die undefinierte Schichtdicke, welche von
dem Klebestreifen abgetragen wird. Diese kann von Versuch zu Versuch und an
verschiedenen Hautpositionen stark voneinander abweichen. Jedoch kann die Schichtdicke
mittels Abwiegens grob ermittelt werden. [71-74]
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Diffusion in Hydrogelen

Fur diese Arbeit wird ein Hydrogel fur die Methodenentwicklung und Validierung
verwendet, da der Diffusionsmechanismus dem in der Haut &hnlich ist. Im Folgenden wird
die Diffusion in Hydrogelen erlautert. Hydrogele bestehen aus einem wasserhaltigen
Polymernetz, wobei der Stofftransport tiberwiegend in den wéssrigen Bereichen stattfindet.
Das Polymernetz erweist sich hier als die eigentliche Barriere fur die molekulare Bewegung.
Entscheidende Faktoren fiir die Diffusion von Stoffen durch ein Hydrogel sind die
Beschaffenheit und die Dichte des Netzes sowie die Form und GréRe der Teilchen. Auch
spielen die Wasserloslichkeit und die Ladung eine groRe Rolle. Generell gilt, dass Molekiile
besser und schneller durch ein gromaschiges und bewegliches Netz wandern als durch ein
kleinmaschiges, starres Netz. Ebenso diffundieren Molekille mit einem Kkleineren
hydrodynamischen Radius schneller durch Hydrogele als groRRe. [75,61]

Anormale Diffusion
(Superdiffusion)
Normale Diffusion
n
I
|
I
= !
g ! Anormale Diffusion
] 1 . . .
= R (Subdiffusion)
O S
= Ry
o ‘/ ,z’
M s
Zeit

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Konzentration Uber der Zeit zur Darstellung
verschiedener Diffusionszustdnde. Die normale Diffusion Iasst sich mit dem Fick‘schen Gesetz
beschreiben und besitzt zur Beginn einen linearen Anstieg. Bei der Subdiffusion wird die Diffusion
gehindert und die Kurve verlauft flacher. Wird die Diffuson beschleunigt, handelt es sich um eine
Superdiffusion und die Kurve verlauft steiler.

Ein anderer Effekt bei der Diffusion in Hydrogelen ist das Verstricken der Molekdile im

Polymernetz [76]. Dieses tritt besonders bei langkettigen und gro3en Molekulen auf. Hierbeli

verfangen sich die Molekile im Netz und kénnen sich nicht mehr weiter fortbewegen.

Dadurch schréanken sie den Raum ein. Im Diffusionsversuch macht sich dies insofern
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bemerkbar, als dass die gemessene Konzentration tber die Zeit schneller abflacht (siehe
Abbildung 2.10). Dies wird auch als anomale Diffusion (Subdiffusion bezeichnet) und lasst
sich nicht durch das Fick’sche Diffusionsgesetz beschreiben [77].

Nanopartikel und die dermale Anwendung

Als Nanopartikel werden Stoffe bezeichnet, die kleiner sind als 100 nm [13]. Diese kdnnen
aus verschiedenen Materialien bestehen, wie zum Beispiel Metall, Kohlenstoff, Polymer,
Keramik, Lipiden und Halbleitern. Die physikalischen Eigenschaften machen Nanopartikel
so besonders. Auf Grund der geringen Grolien, besitzen sie ein hohes Oberflache-zu-
Volumen-Verhéltnis, wodurch sie chemisch reaktionsfahiger sind im Vergleich zu grof3eren
Partikeln. Des Weiteren haben Nanopartikel eine hohe mechanische Bestandigkeit und
besitzen besondere optische und elektrische Eigenschaften [16]. Einige Nanopartikel liegen
in GroRenordnungen von Antikorpern, Membranrezeptoren, Proteinen und Nucleinsduren.
Diese Eigenschaft macht das Material so interessant fir die Anwendung im Bereich der
Bildgebung, Farbung, Diagnose und Therapie [78].

In der dermalen Anwendung werden Nanopartikel meistens in Form von Creme auf die Haut
aufgetragen. Auch hier kommen verschiedene Materialien wie Metalloxide, Fulleren und
Nanoemulsionen zum Einsatz [13]. Sehr hé&ufig werden Titan- und Zinkoxide in
Sonnencreme verwendet. Diese besitzen besonders gute Ultraviolettstrahlen abweisende
Eigenschaften [16,13,79]. Auch werden Silberpartikel in Cremes und auch Wundpflaster
genutzt, da dieses Nanomaterial eine antiseptische Wirkung besitzt und bakterielle
Zellstrukturen zerstort.

Generell wurde herausgefunden, dass Nanopartikel ab einer Grof3e von 20 bis 40 nm kaum
durch die Epidermisschicht der Haut permeieren konnen. Bisherige Untersuchungen haben
gezeigt, dass Silberpartikel mit einer GroRRe von 20 nm nicht durch die Haut penetriert [15]
Bei einer GroRe von 40 nm dringen Nanopartikel nur 5 bis 8 nm tief in die Haut ein.
Nanopartikel, die kleiner sind als 10 nm koénnen bis in der tieferen Ebene der Stratum
Corneum eindringen [15].
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2.4 Energiestoffwechsel der Zelle und in der Haut

Ein Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Bestimmung von Glukoseverbrauch und
Laktatproduktion der Hautmodelle. Zum Verstédndnis wird im Folgenden vereinfacht der
Energiestoffwechsel der Zelle und in der Haut erlé&utert.

Um eine Zelle am Leben zu erhalten, werden Nahrstoffe bendtigt. Vereinfacht betrachtet,
wird die Nahrung im Korper in Energie umgewandelt, damit das thermodynamische
Gleichgewicht der Zellen erhalten bleibt. Wird die Nahrstoffversorgung unterbrochen, so
kann die zelluldre Ordnung nicht mehr aufrecht erhalten werden und das System féllt in
Unordnung (Entropie) [80].

Hauptenergiequelle fir die Zelle ist das Nucleotid Adenosintriphosphat (ATP). Es besteht
aus Adenin, Ribose und drei Phosphateinheiten. Durch das Hydrolysieren der
Phosphateinheiten von ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) und weiter zu
Adenosinmonophosphat (AMP) wird sehr viel Enthalpie freigesetzt. Diese Enthalpie wird
zur Lebenserhaltung im Kérper genutzt. [80,81]

Aus einem Glukosemolekil kann die Zelle mit Hilfe des Metabolismus bis zu 30 ATP
herstellen. Der erste Schritt der Energiegewinnung ist die Glykolyse (Zuckerspaltung).
Hierbei wird ein Zuckermolekul (Glucose) Uber mehrere Schritte in zwei Pyruvatmolekiile
umgewandelt. Hierbei wird neben Wasser, Wasserstoff und NADH (NADH ist ein mit H*
reduziertes NAD™ Nicotinamidadenindinucleotid), 2 ATP gewonnen. Fir diesen Prozess
wird kein Sauerstoff bendtigt. Die effektive ATP Ruckgewinnung erfolgt tber die
Atmungskette in den Mitochondrien. Hierflir wird das Pyruvat in die Zellorganelle
eingeschleust und Uber die Pyruvat-Dehydrogenase in Acetyl-CoA (Coenzym A)
umgewandelt. Das Acetyl-CoA wird anschliel3end in den Citratzyklus eingeschleust. Hierbei
wird kein ATP erzeugt, jedoch weiteres NADH. Das NADH wird in der Atmungskette
letztendlich Uber mehrere Komplexe reoxidiert zu NAD®, wodurch ATD in ATP
synthetisiert wird. Bei diesem Prozess wird Sauerstoff bendtigt. Der Sauerstoff wird in H20
umgewandelt. In der Abbildung 2.11 (links) ist die Verstoffwechselung von Glukose tber
die Atmungskette vereinfacht schematisch dargestellt. [81]

Ist jedoch nicht genligend Sauerstoff vorhanden, wird das Pyruvat im Zytoplasma der Zelle
Uber die Laktat-Dehydrogenase zur Laktat umgewandelt. Hierbei wird das NADH zu NAD+
reduziert. Dieser Prozess soll verhindern, dass die Glykolyse zum Erliegen kommt.

Bei der Haut erfolgt die Verstoffwechselung Gberwiegend in der Epidermis, obwohl diese
nur 5 % der gesamten Haut darstellt. Der Verbrauch ist auf die hohe Zellteilungsaktivitét in

diesem Bereich zurtickzufiihren. Da diese nicht durchblutet wird, erfolgt die Versorgung
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2. Grundlagen und Stand der Technik

uber die Diffusion aus der Dermis. Die Hautzellen sind féahig, die Glukose-
Verstoffwechselung tber die Atmungskette sowie Uber Pyruvat zum Laktat durchzufthren.
Es wurde gezeigt, dass der zweite Weg bevorzugt wird. Eine mogliche Erklarung ist, dass
die Keratinozyten der Haut wéhrend der Differenzierung zur Hornhaut die Mitochondrien
verlieren. Diese sind essenziel fir die Glukose-Verstoffwechselung tiber die Atmungskette.
Demzufolge konnte das der Grund fir die hohe Laktatproduktion der Haut im Vergleich zu
anderen menschlichen Organen sein. [82—85]

b)
=0
Glykolyse
N

NAD*

a)  ImBlut

S

O

(o]

N JH* [ NAD*
NAD/H*
Pyruvat Pyruvat Laktat
C 1tratzyklus
In der Zelle
H,0 Acetyl-CoA

In der Zelle

Abbildung 2.11: a) Schematische Darstellung der Glukose-Verstoffwechselung in der Zelle tber die
Atmungskette. Das Glukosemolekl wird durch die Glykolyse in Pyruvat umgewandelt, welches in
den Mitochondrien Uber die Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) zur Acetyl-CoA wird. Anschliefiend
folgt die ATP-Gewinnung Uber den Citratzyklus und Atmungskette. b) Schematische Darstellung
der Glukose-Verstoffwechselung direkt tiber eine Reduktion des Pyruvates in Laktat (modifiziert aus

[86]).

2.5 Theorie und Hintergrund zur numerischen Simulation

Die numerische Simulation wurde mit der Software COMSOL Multiphysics (Version 5.1,
COMSOL INC.) durchgefuhrt. Die Methode basiert auf der finiten Element-Zerlegung.
Dabei wird das Problem mittels partialer Differentialgleichungen (PDE — partial differential
equation) geldst. Die Software bietet verschiedene Module fir verschiedene physikalische
Probleme. Dabei kénnen die Module miteinander gekoppelt werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden vier Module verwendet und miteinander gekoppelt. Die Diffusionsvorgange
wurden mit dem Modul ,,Chemical Species Transport® simuliert. Fir die
Verstoffwechselung wurde das ,,Chemical Engineering“ Modul verwendet. Zur Simulation
von Fluidfluss im 20C wurde das ,,Fluid Flow* Modul fiir laminare Stromungen benutzt.
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2. Grundlagen und Stand der Technik

Alle Parameterbestimmungen in der Simulation wurden mit dem ,,Optimization* Modul
durchgefihrt.

Transport von geldsten Stoffen (Chemical Species Transport Modul)

Mit Hilfe des Moduls ,,Chemical Species Transport“ koénnen Tansportvorgdnge von
Teilchen in der festen, Flussig- und Gasphase simuliert werden. Der Stofftransport,
Diffusionsvorgange und Konvektionen basieren auf dem Fick'schen Gesetz. Eine feste
Annahme ist, dass alle Stoffe sich in Losung befinden. Fur die Simulation wird folgende
Gleichung verwendet:

dc
E-l'u'VC =V-(DVc)+R
2.8
c: Konzentration des geltsten Substrates [Tn—?
D: Diffusionskoeffizient [m;]
R: Reaktionsrate des Substrates [m—‘;l]
mes

u: Vektorgeschwindigkeit [%]
t: Zeit [s]

Der Vektorgeschwindigkeit u kann mit dem ,,Fluid Flow“-Modul gekoppelt werden, um
somit den Fluidfluss mit einzubeziehen. Des Weiteren kann die Reaktionsrate R mit dem
,,Chemical Engineering Modul verkniipft werden, um chemische Reaktionen in den
Transportvorgéngen zu integrieren.
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2. Grundlagen und Stand der Technik

Laminare Fluidstromung (Fluid Flow Modul)

Laminare Fluidstromungen kénnen mit dem Fluid Flow-Modul simuliert werden. Dieses
Modul wird auch als CFD (computational fluid dynamics) Modul bezeichnet. Als Grundlage
fur die Simulation dient die Navier-Stokes-Gleichung:

pg—lti -V -[n(Vu+ (Vu)D]+plu-VYu+Vp=F
2.9

p: Dichte [%]
n: Dynamische Viskositat [Pa - s]
F: Kraftvektor [%]
p: Druck [Pa]
u: Geschwindigkeitsvektor [%]
t: Zeit [s]

Bei der Fluidsimulation mit diesem Modul missen zwei Bedingungen klar definiert sein.
Die erste Bedingung ist, dass eine laminare Stromung vorliegt. Dieses kann Uber die
Reynoldszahl naherungsweise abgeschéatzt werden:

<
~|

Re

2.10

Re: Reynoldszahl [/]

=1

Charakteristische Lénge [m]
u: Geschwindigkeitsvektor [%]
V. Viskositat [m—z]
S
Wird ein kritischer Reynoldswert von 2320 (bei Rohrstromung) Uberschritten, so treten

turbulente Stromungen auf und die Navier-Stokes-Gleichung kann fur dieses Problem nicht
verwendet werden.
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2. Grundlagen und Stand der Technik

Bei der zweiten Bedingung handelt es sich um die Frage, ob das Fluid zur Vereinfachung
auch als inkompressibel angenommen werden kann. Hierfir kann die Machzahl ermittelt
werden:

2.11

Ma:  Machzahl [/]
u:  Geschwindigkeitsvektor ||

a: Schallgeschwindigkeit [%]

Ist die Machzahl Kkleiner als eins, so kann das Fluid als inkompressibel angenahert werden.
Bei einem Wert Uber eins muss in der Simulation die Kompressibilitdt des Fluides
berticksichtigt werden.

Chemische Reaktion
Chemische Reaktionen von Substanzen koénnen mit dem ,,Chemical Reaction

Engineering* Modul definiert werden. Dieses Modul basiert auf dem Massenwirkungsgesetz,
welches durch folgende Reaktion und Gleichung beschrieben wird:

_ ~vij ~vij
R]-—kj 1_[ c, —kjr 1_[ o

i€react ieprod
212
R;:  Reaktionsrate der Reaktion j [m—;’l]
mes
3
k]f : Geschwindigkeitskonstante der VVorwartsreaktion [%]
3
ki:  Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion [%]
vY:  Stéchiometrischer Koeffizient [/]
. " . [mol
ci: Konzentration des gelOsten Substrates i [F

Die chemische Reaktion wird zunéchst dimensionslos simuliert und kann anschlieRend auf
einen 2D oder 3D Raum abgebildet werden.
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2. Grundlagen und Stand der Technik

Parameter optimieren (Optimization Modul)

Das ,,Optimization* Modul kann auf alle physikalischen Simulationen angewandt werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nur die Parameteroptimierung basierend auf dem SNOPT
(Sparse Nonlinear OPTimizer) Algorithmus benutzt. Dieser Algorithmus wurde von Philip
E. Gill von der San Diego Universitat in Kalifornien, sowie von Walter Murray und Michael
A. Saunders von der Stanford Universitat entwickelt. Es konnen mit Hilfe von SNOPT
sogenannte Maxima oder Minima-Parameter-Probleme geldst werden. Diese PDE Probleme
konnen stationdr oder zeitabhéngig sein. Der Algorithmus variiert und sucht nach einem
Parameter, mit dem ein Maximum oder ein Minimum eines Zustandes erreicht wird.
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3 Materialien und Methoden

Die verwendeten Materialien und Methoden werden in diesem Kapitel vorgestellt. Im ersten
Abschnitt sind die Materialien und Software aufgelistet. AnschlieBend wird auf die
Zellkultur eingegangen. Hier werden die verwendeten Zellen und die Methoden zur
Herstellung der Hautmodelle erlautert. AnschlieBend werden die Methoden zur Bestimmung
der Permeation und der metabolischen Aktivitaten, sowie die dafiir verwendeten Messgerate
néher erldutert. Im n&chsten Teil werden die verschiedenen Préparationsschritte bis zur
histologischen  Farbung erldutert. Zum  Schluss wird auf die Simulation,
Auswertungsmethoden und Datenaufbereitung eingegangen.

3.1 Materialien und Software

Die Laborgerdte- und Equipment (Tabelle 3.1), Verbrauchsmaterialien (Tabelle 3.2),
Chemikalien, Puffer, Losungen (Tabelle 3.3) und Medienzusammesetzung (Tabelle 3.4)
sind tabellarisch aufgelistet. Im Anschluss wird erldutert, welche Software und Geréte in
dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 3.1: Laborgeréte und -Equipment.

Gerét Details Firma
Einbettformen aus Metall Fr Biopsien Carl Roth

Elektrisch beheizbare Pinzette LeicaEGF Leica

Exsikkator Nalgene
Fluoreszenzspektrometer Victor 1420 Wallac Perkin Elmer

Inc

Gasbrenner Portabel mit Kartusche Camping Gaz
Inkubator Heracell 150i Thermo Scientific
Mikroskop Diaphot Nikon

Mikroskop (Fluoreszenz) Eclipse 80i Nikon

Mikrotom Microm HM 430 Thermo Scientific
Kryotom CM1950 Leica

Pipetten Eppendorf
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann
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3. Materialien und Methoden

Plattformschuttler Tiramax 100 Heidolph Instruments
Gerat Details Firma
Sicherheitswerkbank BSK 4040 Kaefer ID
Paraffinstreckbad MHB8515x6 Barnsteadt
Paraffinwarmer MEDAX
Waérmeschrank WB120 mytron
Waérmeplatte MHHG6616x6 Barnsteadt
Zahlkammer Neubauer Marienfeld
Zentrifuge Avanti J-26S XP Beckmann
Tabelle 3.2: Verbrauchsmaterialien.
Material Details Firma
Biopsiestanzen 4,5 mm Durchmesser Acu Punch
Blottingpapier Rotilab Carl Roth
Deckglaser 24 x 60 mm Carl Roth
Einbettkassette 40 x 28 X 6,8 mm Carl Roth
HTS Transwell Permeabel 96 well, Polykarbonat,
Supports 0,4 u, PorengroRe Corning
Kanule Verschieden Grofie B.Braun
Kryobehélter Sakura
Objekttrager HistoBond Roth
Petrischale TC-Schale 100 Sarstedt
Pipettenspitze 10 pl, 100 pl, 1000 pl Sarstedt

Prazisionswischtlicher

11x21cm

Kimberley Clark

Reagiergefal

Iml, 2ml,5ml

Sarstedt

Serologische Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedt
Spritze 10 ml, 20 ml Omnifix Roth
Sterilfilter 0,22 pum Porengrofe,

33 mm Durchmesser Roth
Ultra-low-attachment plate 96 well Corning
Zellkulturflasche 75 cm?, 175 cm? Greiner bio one
Zentrifugenroéhrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt
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Tabelle 3.3: Chemikalien, Puffer und Ldsungen.

Chemikalie Details Firma
Agarose High Resolution Roth
Cadmium Tellurid Roth
CANdot® gantum dot (CdSe
core/shell/shell) 525 nm CAN
CANdot® quantum dot (CdSe
core/shell/shell) 600 nml CAN
Carbon Quantum Dot Roth
Essigsdure 96 % Roth
Ethanol 96 %, >99,8 % Roth
Fibrinogen Baxter
Fetales Kalberserum FBS Superior Biochrom
Fluorescein Natrium Roth
Hank’s Balanced Salt Solution ~ Mit Phenolrot Biochrom
Histofix 4 % Formaldehydl6sung Roth
Histokit Einschlussmittel Roth
Isopropanol Roth
Kaliumiodid Sigma Aldrich
Kohlenstoffdioxid Gasflasche Westfalen AG
Kollagen A 1 mg/ml Biochrom

] 1 mm, 2 mm (105 x ) .
Matriderm® Medskin Solutions

148 mm)

Natriumthiosulfatlosung

Roth

Paraffin

Surgipath Paraplast

Leica Biosystems

Phosphate Buffered Saline

Tabletten

Gibco

Qtracker® 525 Cell Labeling

Kit Invitrogen
Stérke Roth
Thrombin Baxter
Trypanblau VWR

Trypsin/EDTA

GE Healthcare
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Tabelle 3.4: Wachstumsmedium.

Medium Komponenten Konzentration Firma
D10 DMEM Lonza
FBS 10 % Biochrom
Penizillin 100 U/ml Biochrom
Streptomyzin 100 pg/ml
D05 DMEM Lonza
FBS 5% Biochrom
Penizillin 100 U/ml Biochrom
Streptomyzin 100 pg/ml
D10A D10 100 %
L-Ascorbic Acid 2-Phosphate
Sesquimagnesium Salt Hydrate 50 pg/mi Sigma Aldrich
DL Derma Life Basal Medium Cell Systems
L-Glutamin 6 mM
Extrakt PT™ 0,4 %
Epinephrin 1uM
rh TGF-a 0,5 ng/ml
Apo- Transferrin 5 pg/mi
Insulin 5 pg/ml
Hydrokortison hemisuccinat 100 mg/ml
CaCl 0.02 mM
Penizillin 100 units/ml Biochrom
Streptomyzin 100 pg/ml
DLA DL 100 %
L-Ascorbic Acid 2-Phosphate 50 pg/mi Sigma Aldrich
El EpiLife + Gibco
HKGS:
Penizillin 100 U/ml Biochrom
Streptomyzin 100 pg/ml
E2 E1 Medium 100 %
CaCl 1,5 mM Roth
E3 E2 Medium 100 %
L-Ascorbic Acid 2-Phosphate 50 pg/ml
KGF 5 ng/ml Propotech
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Verwendete Software

Die Simulationen wurden mit dem Programm COMSOL Multiphysics (Version 5.1,
COMSOL INC.) durchgefihrt. Fur die Ansteuerung des Fluoreszenzmessgerat Victor 1420
wurde die Software Wallec 1420 Manager verwendet. Die Aufnahme am Mikroskop erfolgte
mit dem Programm NIS-Elements AR. Ergebnisauswertung und Diagrammerzeugung
wurden mit Origin 8.5.1 durchgefiihrt und fur die statistischen Auswertungen wurden die
Programme PASW Statistics 18 und SigmaPlot 10.0 verwendet.

3.2 Zellkultur und Hautmodelle

Fur diese Arbeit wurden primére dermale Fibroblasten und Keratinozyten zu Herstellung der
Vollhautmodelle verwendet. Fir das Zellmodell wird zusatzlich die Zelllinie HaCaT benutzt.
Die Kulturbedingungen der Zellen werden in diesem Kapitel vorgestellt. AnschlieRend folgt
eine Erlauterung der Methoden zur Herstellung der Zell- und Vollhautmodelle. Diese
Modelle wurden in der MES kultiviert. Es wurde das 96 und 12 Transwell® System von
Corning verwendet. Des Weiteren wurden zum Vergleich kommerzielle Hautmodelle
verwendet. Die Arbeiten mit Zellen und Hautmodellen erfolgte unter sterilen Bedingungen.

Kultur der Zellen

Fur die Zellkultur wurden die Keratinozytenzelllinie HaCaT (Human adult low calcium high
temperature), primare Keratinozyten und primére Fibroblasten verwendet. Diese Zellen
wurden von der TU Berlin zur Verfligung gestellt. Die Fibroblasten wurden im D10 Medium
und die HaCaTs wurden im DO5 Medium kultiviert. Fur die Kultivierung von primaren
Keratinozyten wurde DL oder E1 Medium verwendet. Soweit nichts anderes angeben ist,
wurden die Zellen sowie die aus den Zellen generierten Modelle bei 37°C, >90 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO»>-Gehalt im Brutschrank kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde
drei Mal wochentlich durchgefiihrt.
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Agarose und Kollagengele

Fur Testung und Validierung der Methoden wurden Agarose- und Kollagengele als Barriere
fur die Permeationsuntersuchungen verwendet. Des Weiteren wurde das Kollagengel als
Grundlage fir die Zellmodelle benutzt. Die Methode zu Herstellung dieser Gele wird im
Folgenden erldutert.

Das Agarose Hydrogel besteht aus einer Vernetzung von 3,6-Anhydrogalaktose und
D-Galaktose und gehort zu der Gruppe der Polysaccharide. Agarosegel wird unter anderem
auch zur Validierung von Modellen zur Untersuchung von Diffusionsvorgangen in Geweben
genutzt [87]. Fir das Herstellen von 2 % Agarose wurde 0,2 g Agarose High Resolution
Pulver in 10 ml H>O auf einem Magnetriihrer gemischt und auf 80 °C fur 8 min lang erhitzt.
AnschlieRend wurde die flissige Agarose in das zu untersuchende System pipettiert.

Fur die Zellmodelle und Hautmodelle wurde Rattenschwanzkollagen verwendet (Serva/ TU
Berlin). Das Kollagengel wurde wie folgt angesetzt: Die Herstellung von Kollagengel
erfolgte unter sterilen Bedingungen auf Eis. Die niedrige Temperatur soll den
Polymerisationsprozess verzogern. Es wurde zuerst 1 ml Rattenschwanz-Kollagen in saurer
Losung mit 125 ul HBSS (pH 5,5 von Biochrome) zusammenpipettiert und diese mit einer
Natronlauge (1 M) bis zum Farbumschlag von gelb nach rotviolett (pH 6,4 — 8,3) trittiert.
Fur die Vermischung wurde eine 1 ml Pipettenspitze oder ein Zellschaber verwendet. Es
wurde darauf geachtet, Blasenbildung zu vermeiden. Im néchsten Schritt wurden 125 pl
Zellsuspension in Medium oder nur 125 pl Medium ohne Zellen vorsichtig hinzugegeben
und verruhrt. Die Zusammensetzungen der Zellsuspension und des Mediums variierten von
Versuch zu Versuch. Anschlieend wurde die Lésung in das zu untersuchende System
pipettiert und bis zu 45 min im Inkubator bei 37 °C ausgehartet.

Herstellung der Zellmodelle

Die Zellmodelle sind eine vereinfachte Form der Hautmodelle und wurden fur
Voruntersuchungen und Methodenentwicklung verwendet. Fir das Ansetzen der
Zellmodelle wurde Rattenschwanzkollagen benutzt. Das Kollagen wurde, wie zuvor
beschrieben, hergestellt. Es wurde im letzten Schritt des Protokolls 125 pl Zellsuspension
mit Fibroblasten in D10 anstatt nur Medium hinzugeftigt. Das Gel wurde direkt in die MESs
pipettiert. Die Zellzahl wurde von Untersuchung zu Untersuchung variiert. Nach der
Aushartung wurde D10 Medium auf und unter das Modell gefullt. Je nach GroRRe der MES
wurden fir das Gel und Medium unterschiedliche Volumina verwendet, welche aus der
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Tabelle 3.5 enthommen werden konnen. Optional wurde anstatt des
Rattenschwanzkollagens auch die Matriderm™ Kollagen-Elastin-Matrix verwendet.
Hierbei wurde die Zellsuspension direkt in die Matrix geimpft (siehe Herstellung der
Vollhautmodelle). Nach einem Tag Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO:
wurde das Medium im Donator entnommen und eine Suspension mit HaCaT und D05 mit
einer Konzentration von 0,5x10° Zellen pro ml auf das Kollagen-Zellgel/ die Matrix
pipettiert gegeben. Das Medium im Akzeptor wurde gegen D10 ausgewechselt. Es folgte
eine zwei- bis dreitdgige Kultivierung im Brutschrank fur die Proliferation der HaCaT-
Zellen. Im ndchsten Schritt wurde ein air lift durchgefiihrt. Hierbei wurde das Medium im
Donator abgenommen, damit sich die Zellen in der Luft Flussigkeit-Phase Grenzschicht
befinden. Nach zwei- bis siebentdgiger Kultivierung wurden die Zellmodelle fur die
Permeationsversuche verwendet.

Herstellung der Vollhautmodelle

Die Hautmodelle wurden von Katherina Schimek an der TU Berlin konstruiert [88]. Im
Laufe des Projektes wurden drei verschiedene VVollhautmodelle entwickelt. Fur diese Arbeit
wurden diese Modelle von 1 bis 3 durchnummeriert. Bei der Herstellung variierten die Dauer
und das verwendete Medium. Detaillierte Anleitungen zu den jeweiligen VVollhautmodellen
sind im Anhang aufgelistet. Im Folgenden wird die Methode zur Herstellung der
Vollhautmodelle vereinfacht dargestellt.

Aus einer 1 mm dicken Kollagenmatte (Matriderm®) wurden Stanzen im Durchmesser von
4,5 mm hergestellt, in PBS eingelegt und entgast (siehe Abbildung 3.1 a—b). Anschliel}end
wurde die Stanze in D10A Medium Uberfuhrt und mit primaren humanen Fibroblasten
besiedelt (siehe Abbildung 3.1 c). Das Modell wurde ungefahr 8 Tage lang bei 37 °C und
5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde 3-mal wdchentlich gewechselt. Am
Tag 9 wurde die Stanze in ein 96 MES transferiert (siehe Abbildung 3.1 d) und 3 Tage lang
weiter in dem System kultviert. Hierbei wurde iber und unter das System Medium gelegt.
Dabei ist das Modell im Medium eingetaucht (submerge Kultur). Im ndchsten Schritt wurde
das Medium entnommen und das Modell wurde mit einem Fibringel versiegelt (siehe
Abbildung 3.1 e). Es wurde wieder Medium in das MES gefillt und ein Tag lang im
Brutschrank inkubiert. Am Tag darauf wurde das Medium abgenommen und das Modell mit
priméaren humanen Keratinozyten besiedelt (siehe Abbildung 3.1 f) und 7 Tage lang weiter
unter submerge Bedingungen kultiviert. Am Tag 20 wurde das Medium (ber dem Modell
abgenommen, sodass die Kultur sich in einer Luft-Flissigkeitsphase befindet (air lift) (siehe
Abbildung 3.1 g). AnschlieRend wurde das Modell ein bis zwei Wochen lang im air lift
weiter kultiviert. Das Medium wurde weiterhin 3-mal die Woche ausgetauscht.
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Hautmodelle von Matek™

Die Hautmodelle der Firma Matek™ wurden von der TU Berlin fiir die Untersuchungen zur
Verfugung gestellt und wurden anschlieBend wie im Protokoll beschrieben kultiviert.

a) Tag 1 b) Tag 1
OO B8,
Q°lo
oS = o o
QO 0o,
©O - O
Vorbereitung der Matriderm™ Stanzen Stanzen entgasen
c) Tag 1 d) Tag ~ 9
Medium

Membran
Einsatzsystem

Besiedelung mit
humane Fibroblasten In einen 96 MEs transferieren

e) Tag ~ 12

g) Tag ~ 20 - 30
Luft

Medium

Besiedelung mit
Versiegelung mit Fibringel humane Keratinozyten Kultur in air lift

Abbildung 3.1: Arbeitsschritte zu Generierung des Vollhautmodells. a) Zunédchst wurden Stanzen
hergestellt und im Medium eingelegt. b) Diese wurden dann entgast und c) mit humanen Fibroblasten
besiedelt. Nach ungefahr 8 Tagen Kultur wurde d) das Modell in ein Membran Einsatzsystem
transferiert. €) Nach Tag 12 wurde das Modell mit einem Fibringel versiegelt. f) Ein Tag darauf
erfolgte die Besiedelung mit humanen Keratinozyten. g) Nach ungeféhr einer Woche wurde der air
lift durchgefuhrt und das Modell zwei Wochen weiter kultiviert.
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3.3 Methode und Charakterisierung der Permeationsmessung in 20C
und MES

In Folgenden wird die Nutzung und das Handling des 20C erlautert. Es wird die
Permeationsmessung im MES und 20C erklart. AnschlieRend wird die Methode zur
Bestimmung der Glukose- und Laktatkonzentration im Medium beschrieben. Im Anschluss
folgt die Darstellung verschiedener Aufbauten zur Untersuchung der Messmethode.

Nutzung und Kultur in 20C

Der 20C und die Pumpensteuerung wurden von der TissUse GmbH fur diese Arbeit zu
Verfligung gestellt. Umfangreiche Versuche mit 20Cs wurden direkt an der TU Berlin im
Fachgebiet Medizinische Biotechnologie durchgefiihrt.

Fir die Versuche mit Hautmodellen wurden die 20Cs mit 80 %igem Ethanol sterilisiert. Die
Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen und alle Schraubwerkzeuge wurden vor
dem Benutzen sterilisiert. Die einzelnen Bauteile fir den 20C sind in Abbildung 3.2
dargestellt. Zunédchst wurden die Halterungen fir die Spritzenadapter auf die Adapterplatte
geschraubt. Ein Pumpkanal wurde mit drei Pump- und zwei Adapterzugéngen verbunden
(siehe Abbildung 2.6). An die Halterungen wurden die Spritzenadapter angebracht. Es
wurden 2 ml-Spritzen mit 80 % Ethanol gefullt und auf einen Spritzenadapter aufgesetzt.
Auf den anderen Spritzenadapter wurde eine leere Spritze aufgesetzt. AnschlieRend wurde
der Kanal gefullt, indem vorsichtig das Ethanol von der einen Spritze in die andere gedriickt
wurde. Durch mehrmaliges hin- und herdriicken wurden Luftblaseneinschliisse im Kanal
entfernt. Das Ganze wurde 20 min stehen gelassen. Im néchsten Schritt wurde das Ethanol
in der einen Spritze gesammelt, diese dann entfernt. Es wurde eine neue Spritze mit PBS
gefillt und durch den Kanal auf die andere Seite gedriickt. Die volle Spritze auf der anderen
Seite wurde wieder verworfen. Dieser Schritt mit PBS wurde zweimal durchgefuhrt und
anschliefend wurde der 20C mit dem gewinschten Medium beftllt. Die Halterung und
Spritzenadapter wurden abgeschraubt und die jeweilige Halterung angebracht. Fur die MES
wurde die PEEK Halterung verwendet. Auf der anderen Seite wurde eine Halterung aus
Metall oder PC angebracht fir die Fluoreszenzmessung, da PEEK als Material zu stark
reflektiert. Flr die Lagerung bis zur Nutzung wurde in die jeweiligen Halterungen zunéchst
200 ul Medium hinein pipettiert.
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Fur die Permeationsversuche im 20C ohne Hautmodelle wurden die Kanéle mit H.O gefullt
und es war nicht notwendig, die Fluidkanédle mit Ethanol zu sterilisieren.

Pumpenhalterung “ u 0

Adapterplatte

Deckel O \Q)

Zellkultur Kompartiment

mit Halterung fiir den | ?
Membran Einsatzsvstem '

Spritzenadapter

Halterung fiir ?
Spritzenadapter

3cm

Abbildung 3.2: Darstellung und Benennung der Einzelteile fur den 20C. Auf der Adapterplatte
kdnnen oben links und rechts die Pumphalterungen fiir die Luftschlduche angeschlossen werden. Auf
die groReren Schraubverbindungen passen die Zellkultur-Kompartimente (mit Deckeln) und die
Halterung fiir den Spritzenadapter. Der Spritzenadapter kann zum Befullen der Fluidkanale an die
Halterung angebracht werden.
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Permeationsmessung in MES

Die Bestimmung der Permeationskonstanten erfolgte in einem MES der Firma Corning
(Transwell®). Das MES besteht aus einem Einsatz fiir eine handelstibliche Well-Platte mit
einer Membran. Diese ermdglicht das Kultivieren von Zellen auf der Membran und die
Mediumversorgung von unten. Es wurden MES in GrélRe von 12 und 96 Wellsystemen
verwendet.

Die Gele, Haut- und Zellmodelle wurden in dem MES (auf der Membran) hergestellt und
dienten als Barriere fir die zu untersuchenden Substanzen. Fur die Versuche wurden
verschiedene Substanzen auf die Barriere appliziert, welche als Donator bezeichnet werden.
Die Flussigkeit auf der anderen Seite der Barriere in der receiver Platte, ohne die zu
untersuchende Substanz, wird als Akzeptor bezeichnet (siehe Abbildung 3.3). Das Volumen
fur die Gelbarriere entspricht einer Héhe von 2 mm. Es wurden flr den Versuch im 12- und
96 MES verschiedene Volumina fir die Barriere, Donator und Akzeptor verwendet (Tabelle
3.5).

Tabelle 3.5: Pipettiervolumen flr den Permeationsversuch in einem 12 und 96 MES.

Membran Donatorvolumen Barrierevolumen Akzeptorvolumen
Einsatzsystem [u] [ul] [u]
12 590 226 1845
96 75 28,6 300

Membran FEinsatzsystem

. — Barriere
Akzeptor \ Membran
Permeation l ~— Receiver Platte

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Permeationsversuchs in einem MES. Die Barriere
befindet sich auf der Membran und steht stellvertretend fiir die Hautmodelle bzw. Gele. Auf der
Barriere wird die zu untersuchende Substanz appliziert, welche als Donator bezeichnet wird. Unter
dem Membran befindet sich der Akzeptor, welches aus einer Flussigkeit (zum Beispiel Wasser oder
Medium) besteht was nicht die Substanz beinhaltet.

38



3. Materialien und Methoden

Die Volumina wurden so abgestimmt, dass der Flissigkeitsstand von Donator und Akzeptor
gleich hoch ist. Somit kann der hydrodynamische Druck der Flissigkeit im Versuch
vernachldssigt werden.

Die Permeationsversuche erfolgten in einer Kammer mit einer Luftfeuchtigkeit von > 90 %
und einer Temperatur von 37 °C. Dies wurde den Kultivierungsbedingungen der Zellen im
Brutschrank nachempfunden. Zusétzlich wurde die Versuchsplatte auf einen Schittler mit
einer Schittelrate von 480 rpm gelegt, um Konzentrationsgradienten an der Akzeptorseite
zu minimieren.

Die Konzentration der permeierten Substanz im Akzeptor wurde mit einem
Fluoreszenzmesgeréat bestimmt. Hierfiir wurden das MES entfernt und die receiver Platte in
das Fluoreszenzmessgerat gelegt. Nach der Messung wurde das MES wieder auf die receiver
Platte gelegt und das ganze System in die Kammer zurtickgelegt. Eine Messung erfolgt alle
30 bis 60 min.

Permeationsmessung im 20C

Die Bestimmung der Permeationskoeffizienten im 20C ist dhnlich aufgebaut wie im MES.
Hierfir wurde ein 96 MES im 20C an der Position 1 eingesetzt (siehe Abbildung 3.4). Es
wurde ein Flussigkeitsvolumen von 300 pl in die Halterung an Position 1 vorgelegt.
Anschlieend wurde das MES eingesetzt. Die Uberstehende Flussigkeit wurde nach und nach
entnommen. Mit dieser Technik kann Blasenbildung beim Einsetzen vermieden werden. Ein
Volumen von 200 bis 220 ul Flussigkeit wurde in die Halterung an der Position 2 als
Akzeptor hineinpipettiert. Auf die Barriere im MES wurde ein Flussigkeitsvolumen von
75 ul als Donator appliziert. Die Halterungen wurden mit einem Deckel verschlossen und
das 20C an das Pumpsystem angeschlossen. Fir den Permeationsversuch wurde eine
mittlere Pumpgeschwindigkeit von 15,76 mm/s eingestellt. Wéhrend des Versuches wurde
der Chip im Brutschrank mit einer Temperatur von 37 °C und einer Luftfeuchtigkeit
von >90 % gelagert. Zur Detektion des permeierten Stoffes wurde alle 30 bis 60 min an der
Position 2 mit dem Fluoreszenzsensormodul FluoMod 2.0 gemessen oder die Flissigkeit
wurde in eine 96 Well-Patte Gberfihrt und die Fluoreszenz mit dem Fluoreszenzmessgerat
bestimmt.
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3) Mikro Pumpe

Position 2

L Position 1

b) Position 2 Position 1

>

|

Transmission

Emission

l Permeationsrichtung

«m Fluidfluss

Fluoreszenzmessung

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des Permeationsversuch im 20C. a) Deklarierung von
Position 1 und Position 2 am 20C Flusskanal. b) WVereinfachte Seitendarstellung des
Permeationsversuches in einem 20C. Am Position 1 wird das 96 MES eingesetzt und an der Position
2 erfolgt die Fluoreszenzmessung mit FluoMod 2.0.

Permeationsmessung mit Nanopartikeln

Zur Bestimmung der Permeation von Nanopartikeln wurden das EpiDerm™ Modell in die
48 Well Platte Gberfihrt und in einer Halterung (siehe Abbildung 8.3) positioniert.
Nanopartikel wurden in regelmaRigen Abstdnden mit einem Volumen von 2 pl auf das
Hautmodell appliziert. Auf der Abbildung 3.5 ist schematisch der Versuchsaufbau
dargestellt. Es wurde darauf geachtet die Substanz mdglichst in die Mitte des Modells zu
pipettieren. Die Fluoreszenzmessung erfolgte nach 24 h. Wahrend der Durchfiihrung wurde
die Platte im Brutschrank bei 37 C mit 5 % CO: inkubiert.
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/— Membran Einsatzsystem
Nanosubstanz

EpiDerm™ Modell

T Well GefiiB

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Permeationsbestimmung. Das Hautmodell befindet
sich auf der Membran eines Membraneinsatz-System. Die zu untersuchende Substanz wird direkt
auf das Hautmodelle appliziert. Direkt unter den Hautmodelle befindet sich das Medium in einem
groReren Well-GefaR.

Verwendetes Permeat und Nanopartikel

Als Permeat flr die Permeationsversuche wurde tberwiegend Fluorescein Natrium (FN,
Roth) verwendet. Fir die Untersuchung von verschiedenen groReren Molekulargewichten
(wt) kam FITC-Dextran (FD, fluorescein isothiocyanate-dextran, Sigma-Aldrich) mit wt von
4.000 bis 70.000 zum Einsatz. Die Applikation von Nanopartikeln erfolgte mit
verschiedenen toxischen sowie nicht toxischen Materialien. Ungel6ste Substanzen wurden
je nach Versuchsaufbau in H>O oder im Medium gelost. Im Folgenden werden die
verwendeten Nanopartikel genauer erldutert.

Cadmium Tellurid (CdT, Roth) besteht aus einer Verbindung zwischen Cadmium und
Tellur und findet seine Anwendung in der Halbleitertechnik und in Solarzellen. Trotz der
leicht toxischen Eigenschaft des Materials findet es auch Anwendung als fluoreszierende
Marker in der Zellkulturtechnik [89]. Der Fluoreszenzanregungsbereich liegt bei einer
Wellenldnge zwischen 505 — 515 nm. In der Literatur wird ein GroRenbereich von 2,0 bis
4,0 nm von CdT angegeben [89,90].

Carbon Quantum Dots (CQD, Sigma-Aldrich) bestehen aus einwandigen Kohlenstoff-
Nanorohren. Sie sind gering toxisch und eignen sich sehr gut fir Bioimaging. Diese Substanz
kann sehr gut mit einer Wellenldnge von 380 nm, 410 nm und 440 nm angeregt werden. Der
Emissionsbereich liegt bei 450 bis 550 nm. Die PartikelgrélRe bewegt sich unter 10 nm.
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Es wurden verschiedene Quantum Dots verwendet (QD, Qdot®). Diese sind in Tabelle 3.6
aufgelistet. Quantum Dots sind kleine Materialstrukturen, die Gberwiegend aus Halbleitern
bestehen. Durch deren rdaumliche Anordnung kénnen ihre Energiewerte nur eingeschrankte
Spektren annehmen (innere Quanteneffekte), wodurch diese lumineszieren oder mit
Fluoreszenz angeregt werden konnen. Die Quantum Dots von CAN sind toxisch, nicht
wasserléslich und lumineszieren.

Tabelle 3.6: Liste der verwendete Quantum Dots

Quantum Dots Abkurzung  Extension/ Emission in  Hersteller
nm

Qtracker® 525 Cell Labeling Kit Q525 405-485/525 Invitrogen

Qdot™ 545 ITK™ organic Q545 UV bis blau und Invitrogen

quantum dots grin/545

CANdot® gantum dot (CdSe C525 -/525 CAN

core/shell/shell) 525 nm

CANdot quantum dot (CdSe C600 -/600 CAN

core/shell/shell) 600 nml

Bestimmung der Konzentration von Glukose und Laktat in MES

Fir diesen Versuch wurden Zellen- oder Vollhautmodelle im 96 MES generiert. Das alte
Medium wurde abgenommen und durch neues ersetzt. Hierbei wurde auch Medium direkt
auf die Modelle pipettiert. Die verwendeten Mengen sind aus der Tabelle 3.5 zu entnehmen.
Wahrend des Versuches blieben die Proben im Brutschrank bei einer Temperatur von
37 °C, >90 % Luftfeuchtigkeit und einem CO, Gehalt von 5 %. Bei der Probenentnahme
wurde das Medium im Well sowie auf dem Modell entnommen und fir die Glukose-
/Laktatbestimmung eingefroren. Es wurde pro Entnahme immer das Medium aus zwei
Proben entnommen und die Lésungen zusammen pipettiert, um gentigend Volumen fiir die
Messung zur Verfligung zu stellen. Die Konzentration von Glukose und Laktat wurde mit
einer Hochleistungsflussigkeitschromatographie oder mit einem enzymatischen Analyse
Gerat bestimmt.
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Charakterisierung der Messmethode zur Bestimmung der Permeation

Zur Bestimmung der Permeationskoeffizienten von Hautmodellen, sowie Messung der
Glukoseverbauch und Laktatproduktion, wurden Methoden entwickelt, die bereits in diesem
Kapitel beschrieben wurden. Ein Ziel war es, verschiedene Einflussfaktoren auf die
Permeation in einem MES zu identifizieren und die Sensitivitat einzuschatzen. Hierfir
wurden Gele oder Zellmodelle als Ersatz fur die Hautmodelle verwendet. Zur Analyse der
Methode wurden sechs verschiedene Schwerpunkte untersucht, die in Tabelle 3.7 aufgelistet
sind. Im Anschluss folgt eine detaillierte Beschreibung des Arbeitsprogramms zur
Untersuchung der Methode.

Tabelle 3.7: Arbeitsprogramm zur Analyse der Methode.

Methodenanalyse

A) Permeation in verschieden groRen MES

B) Einfluss der Membran auf die Permeationsmessung

C) Permeationsmessung mit verschiedener Partikelgrofien
D) Permeationsmessungen mit Zellmodellen

E) Permeationsmessungen im 20C

F) Bestimmung der Glukose und Laktatkonzentration im MES

A) Permeation in verschieden groflen MES

Es wurden Permeationmessungen in einem 12 und 96 Well groRen MES durchgefihrt, die
einen Membrandurchmesser von 12 mm und 4,26 mm besitzen. Als Barriere wurde 2 %iges
Agarosegel benutzt und die Donatorsubstanz war FN mit einer Konzentration von 0,1 mg/mi
in H20.

B) Einfluss der Membran auf die Permeationsmessung

CORNING bietet verschiedene TW-Systeme an. Neben verschiedenen TW GréRen von 96
bis 6 Well existieren auch Membranen, die aus unterschiedlichen Materialien und
PorengroRen bestehen. VVon den drei vorhandenen Materialien Polyester (PE), Polykarbonat
(PC) und Polytetrafluoethylen (PTFE) sind laut Datenblatt nur die ersten zwei genannten fiir
die Kultivierung von Geweben geeignet. Die vorhandene PorengroRe der Membranen
bewegt sich in Bereichen von 0,4 bis 8,0 um. Es wurde untersucht, wie stark die
Beschaffenheit der Membranen die Permeationseigenschaften beeinflusst. Hierfir wurden
Permeationsversuche mit FN (0,1 mg/ml) durch die Membran mit und ohne 2 %iges
Agarosegel durchgefuhrt. Es wurden Membranen bestehend aus PE und PC mit jeweils einer
Porengrolie von 0,4 und 3,0 um verwendet.
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C) Permeationsmessung mit verschiedenen PartikelgrofRen

In diesem Abschnitt soll der Einfluss verschiedener PartikelgroRen der Substanz auf die
Permeationseigenschaften untersucht werden. Hierflr wurden Permeationsversuche im 96
Well MES mit 2 %igem Agarosegel durchgefuhrt. Es wurden FN mit einer Konzentration
von 0,1 mg/ml und FICT-Dextran 4.000, 10.000, 20,000 und 40.000 mit einer Konzentration
von 4 mg/ml als Substanz verwendet. Die Konzentration wurde eher auf die Farbintensitat
angepasst und nicht auf die Molaritat. Bereits in vorangegangenen Versuchen wurde
festgestellt, dass die Konzentration der Substanzen keinen Einfluss auf die Permeation hat.
Aus diesem Grund wurde der Faktor nicht konstant gehalten.

D) Permeationsmessungen mit Zellmodellen

Es sollte geklart werden, ob die Methode sensitiv genug ist, geringe Veradnderungen an
Zellmodellen zu detektieren. Hierfur wurden in einem 12 Well MES Zellmodelle bestehend
aus nur Kollagengel, Kollagengel + Fibroblasten, Kollagengel + HaCaT und Kollagengel +
Fibroblasten + HaCaT hergestellt. An diesen Modellen wurde die Permeation von 0,1 mg/ml
FN ermittelt. Des Weiteren wurde die Zellzahl der Fibroblasten variiert, um zu prifen ob
dies einen Einfluss auf die Permeation hat. Diese Versuche wurden im 96 Well MES
durchgefuhrt. Es wurde weiterhin FN mit derselben Konzentration gearbeitet. Die
Zellkonzentration der Fibroblasten variierte von 0,11x10° bis 1x10° Zellen pro Gel.

E) Permeationsmessungen im 20C

Fur die Permeationsmessung im 20C wurde 2 %iges Agarosegel in einem 96 Well MES
hergestellt. Dieser wurde an der Position 1 (siehe Abbildung 3.4) im 20C eingesetzt. Als
Permeat wurde 0,01 mg/ml FN verwendet. In den Akzeptor wurde 200 pl H2O (+ 20 pl
Flissigkeit im Kanal) pipettiert. Der Permeationsversuch wurde in 7 Kreislaufen
durchgefuhrt.

F) Bestimmung der Glukose und Laktatkonzentration im MES

Es soll untersucht werden, ob eine Anderung der Glukose und Laktatkonzentration im MES
messbar ist. Hierfiir wurden zwei verschiedene Zellmodelle verwendet. Das eine bestand aus
Kollagengel + HaCaT + Fibroblasten und das andere aus Matridlerm™ + HaCaT +
Fibroblasten. Es wurden zwei unterschiedlich lange Versuche durchgefiihrt mit einer
Versuchsdauer von 6 bis 12 Stunden und 71 Stunden. Die Mediumentnahme erfolgte in
einem Intervall von 1 bis 6 Stunden, wobei das Medium immer aus zwei Modellen
entnommen wurde. Die Glukose- und Laktatkonzentration aus der Mischung wurde im
Anschluss mit der HPLC bestimmt.
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3.4 Histologie

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit den verwendeten histologischen Methoden. Es wird
zundchst die Entwasserung und Einbettung der Hautmodelle nach der Kultivierung und den
Versuchen erlautert. Im Anschluss wird die Herstellung histologischer Schnitte und die HE-
Féarbung beschrieben.

Entwasserung und Einbettung

Die Proben wurden nach der Kultivierung und den Versuchen zwei bis drei Mal in PBS
gewaschen und anschlieRend zur Fixierung 1 Tag lang in 4 %ige gepufferte Formalinldsung
(HistoFix von Roth) eingelegt. Im nachsten Schritt wurden die Hautmodelle aus den TWs
geschnitten. Wenn mdglich, wurde die Membran, auf der die Modelle kultiviert wurden,
entfernt. Im Anschluss wurden die Proben in Pergamentpapier gewickelt und in
Einbettkassetten gelegt. Fir die Entwasserung wurden die Proben jeweils flr eine bestimmte
Zeit in eine aufsteigende Ethanolreihe gelegt. Die Dauer und die Konzentration sind in der
Tabelle 3.8 aufgelistet.

Tabelle 3.8: Arbeitsschritte zur Entwasserung. Die Proben wurden nacheinander in ein Gefall mit
aufsteigender Ethanolkonzentration eingelegt.

Schritt 1 2 3 4 5 6 7
Ethanolkonzentration 50 % 70 % 80 % 90 % 9%% 998% 99.8%
Dauer des Einlegens 1,0 h 1,0h 1,0h 10h  1,0h 0,5h 0,5h

Nach der Entwasserung folgte die Einbettung in Paraffin. Hierfiir wurde Paraplast® (Leica
Systems) in einem Warmeschrank bei 60 °C geschmolzen. Die Proben wurden zunéchst fur
3 h in Paraplast®/Isopropanol (1:1) eingelegt. AnschlieBend folgte das Einlegen in drei
Paraplast®-Behélter fir jeweils 3 h. Diese Schritte dienen zur Infiltration der Proben mit
Paraffin. Zum Schluss wurden die Proben in einem Paraplast Block fixiert.

45



3. Materialien und Methoden

Histologische Schnitte

Die histologischen Schnitte wurden mit einem Mikrotom durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Probenbldcke eingespannt und Schnitte mit Schichtdicken von 3 — 5 um angefertigt. In
einem 37 °C temperierten Wasserbad wurden die Schnitte entspannt und auf einen
Objekttrager mit Blottingpapier fixiert. Die Trocknung der Proben erfolgte auf einer
Objekttrager-Trockenbank bei einer Temperatur von 40 — 50 °C.

Kryoschnitte

Am Ende der Permeationsuntersuchungen mit Nanopartikeln wurden die Hautmodelle mit
Kryomedium Tissue Tek eingefroren. Mit der Kryotom wurden 8 pum dicke Proben
geschnitten und an einem Objekttrager angebracht. Die Arbeitstemperatur in der Kammer
und auf dem Schlitten des Kryotoms wurde auf -21 °C eingestellt. Die Proben auf dem
Objekttrager wurden bis zur Farbung und Mikroskopie bei -4 °C im Kihlschrank gelagert.

HE-Farbung

Fur die HE-Farbung (H&matoxylin-Eosin-Farbung) wurden die Proben auf Deckgléser
nacheinander zwei Mal fiir 10 min in Roti®-Histol entparaffiniert. Im Anschluss folgte eine
Hydrierung mit einer absteigenden Ethanolreihe. Hierfir wurden die Proben flr 2 min
nacheinander in 2x100 %, 90 %, 80 %, 70 %, 50 % Ethanol-Wasser Gemisch und
bidestilliertes Wasser getaucht. Im n&chsten Schritt wurden die Proben 10 min lang in
Hé&malaun-Losung eingelegt, 2 min in Leitungswasser gespult und kurz fir 20 s in eine
HCL-Alkohol Lésung (0,3 % HCL in 96 % Ethanol) eingetaucht. Das Blauen der Hamalaun-
Féarbung erfolgte fur 6 min unter flieBendem Leitungswasser. Mit bidestilliertem Wasser
wurden die Proben gespult und anschlielend fiir 10 min in Eosin-Losung geféarbt. Zum
Schluss folgte wieder eine Reinigung mit bidestilliertem Wasser und die Proben wurden mit
Roti®-Histokitt eingedeckelt. AnschlieRend wurden die Proben mikroskopiert.
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3.5 Auswertung und Messgeréate

In diesem Teilkapitel werden die Methoden zur Auswertung und Beurteilung der Ergebnisse
in dieser Arbeit genauer erldutert. Des Weiteren werden die verschiedenen Messgeréte kurz
umrissen, die fiir die Versuche verwendet wurden.

Auswertung der Permeationsversuche

Die gemessenen Werte aus den Permeationsversuchen wurden mit Hilfe einer
Kalibrierungskurve in Konzentrationen (mol/m?) konvertiert. Die Kalibrierungskurve wurde
aus den Fluoreszenzlésungen mit definierten Konzentrationen hergestellt (Verdiinnung von
1/10 bis 1/320). Um die Permeationskonstante zu ermitteln wurde die Gleichung 2.7 genutzt.
Die ermittelte Konzentration im Akzeptor wurde Uber die Zeit aufgetragen und der lineare
Bereich wurde zur Bestimmung der Permeationskonstante verwendet.

Variationskoeffizient

Der Variationskoeffizient beschreibt eine prozentuale Streuung der Werte um einen
Mittelwert. Diese GroRe wird in der Auswertung verwendet, um die Reproduzierbarkeit der
Versuche darzustellen. Der Variationskoeffizient c,, wird wie folgt ermittelt:

o
Cy = ‘l_l
3.1
Cy: Variationskoeffizient [%]
o: Standardabweichung [/]
U: Mittelwert [/]
Anpassgute

Die Anpassgute wird verwendet, um zu prifen, wie gut die Simulation die experimentelle
Werte im Vergleich zum Mittelwert beschreibt. Bewegt sich der Wert in Richtung Eins
bedeutet es, dass die Simulation besser ist als der Mittelwert. Die Qualitat der Simulation
lasst nach, wenn sich der Wert Richtung Null bewegt. Nimmt die Anpassgiite einen
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negativen Wert an, so ist der Mittelwert die bessere Anpassung an das experimentelle
Ergebnis als die Simulation. Die Formel ist wie folgt definiert:

Y — y5)?

r2=1-
X i — ym)?

3.2

r?: Anpassgite [/]

n: Anzahl der Messpunkte [/]

Vi Experimenteller Wert [/]

Ys: Simulierter Wert [ /]

Y Gemittelter Wert der experimentellen Daten [/]

Statistik

Zum Vergleich von Stichproben wurde eine statistische Auswertung durchgefihrt. Hierfur
wurde das Programm PASW (Version 18, SPSS Inc.) verwendet. Die Testung auf
Normalverteilung der Werte erfolgte mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test und die
Homogenitét der VVarianz wurde mit der Levene-Statistik geprift.

Beim Vergleich zweier Gruppen wurde fir normalverteilte Werte der t-Test verwendet, bei
homogener und inhomogener Varianz. Waren die Werte nicht normalverteilt, wurde der
Mann-Whitney-U Test verwendet.

Beim Vergleich mehrerer Stichproben wurden fir normalverteilte Werte eine ANOVA
(analysis of variance) und ein Post-Hoc-Test (Tukey) durchgefiihrt. Im Falle, dass die
Homogenitdt der Varianzen nicht gegeben ist, wurde ein Post-Hoc-Test (Tamhane)
durchgefiihrt. Existiert keine Normalverteilung, so wurde der Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % festgelegt.

Fluoreszenzmessgerat Viktor 1420 Multilable Counter
Zur Bestimmung der permeierten Fluoreszenzsubstanzen in den MES wurde das
Fluoreszenzmessgerat Viktor 1420 Multilable Counter (Perkim Elmer) verwendet. Es wurde

die Anzahl der Photonen Uber eine definierte Zeitdauer von 0,5 s bestimmt und als Messwert
ausgegeben. Hierflr wurde zur Anregung eine Wellenlange von 485 nm verwendet und die
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Emission fand bei einer Wellenldange von 535 nm statt. Zur Ansteuerung des Messgerétes
wurde das Programm Wallac 1420 verwendet.

Fluoreszenzsensormodul FluoMod 2.0

Die Detektion der fluoreszierenden Substanz im Einsatz 2 (Akzeptor) des 20Cs erfolgte mit
dem Fluoreszenzsensormodul FluoMod 2.0. Dieses wurde vom Fraunhofer-Institut fir
Werkstoff- und Strahlentechnik IWS speziell fir die Anwendung im 20C entwickelt. Das
Gerét ist mobil und nicht in einem Gehduse, wie zum Beispiel bei herkdmmlichen
Fluoreszenzreadern, integriert. Das Licht wird mittels zweier Dioden mit verschiedenen
Wellenldngen (Anregung 479+20 nm und 585+20 nm) erzeugt und ermdoglicht die
zeitgleiche Messung von zwei Fluoreszenzfarbstoffen. Die Detektion erfolgt (ber einen
PMT Detektor (Detektion 524+20 nm und 628+20 nm).

HPLC Kontron®

Die Glukose- und Laktatkonzentration wurde mittels einer
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) von Kontron® bestimmt. Hierfiir wurde
eine Trennsdule Aminex HPX-87H column (300 x 7,8 mm) verwendet. Die zu
untersuchende Flissigkeit wurde mit einer Geschwindigkeit von 0,6 ml/min durch die S&ule
beférdert und der Druck betrug dabei ungefahr 76 bar. Als mobile Phase wurde eine
Flussigkeit aus bidestilliertem Wasser mit 5 mM Schwefelsdure verwendet.

3.6 Numerische Simulation

Die Simulation der Experimente im MES und im MOC wurde mittels COMSOL
Multiphysics durchgefihrt.

Fir die Simulationen wurden folgende Vereinfachungen angenommen:

a) Der Diffusionskoeffizient des zu untersuchenden Substrates in Wasser ist viel h6her
als im Gel, da diese auf dem Schuttler kontinuierlich vermischt wurde. In der
Simulation wurde fur alle Substanzen der Diffusionskoeffizient in Wasser als
1x10°8 m/s festgelegt.
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b) Im Versuch diffundiert die Substanz durch die Barriere und anschlieRend durch die
Membran des MES. Fir die Simulation wurden Barriere und Membran als ein
homogener Korper angenommen.

c) Fir die Fluidflusssimulation wurden alle Randeffekte als ,,nicht gleitend* (no slip)
angenommen.

d) Bei der Fluidflusssimulation wurde die Flussgeschwindigkeit als konstant
angekommen. Im Versuch wurde die Flissigkeit Gber eine Pumpe durch das 20C
befordert, bei der bauartbedingt eine Pulsation nicht auszuschliefen ist. Des
Weiteren wurde die Stromung als laminar und inkompressibel angenommen (siehe
Anhang 8.1)

e) Die Geometrie wurde im Vergleich zum realen Korper zum Teil auch vereinfacht
dargestellt. Dieses wird in den jeweiligen Simulationen genauer beschrieben.

Im Folgenden wird der Aufbau der Simulation im MES und im 20C néher erldutert. Hierbei
werden chronologisch die einzelnen Module und Punkte zum Aufbau des Programmes
beschrieben.

Simulation der Permeation im MES

Erstellung der Geometrie:

Zu Beginn der Simulation wurde die Geometrie des MES (Volumen von Donator, Akzeptor
und Gel) in die Simulation integriert. Hierfir wurde das in COMSOL vorhandene
Geometrie-Modul verwendet. Die leicht konische Form des Donators und die elliptische
Form des Akzeptors der 96 Well MES wurden vernachldssigt und als Zylinder angenommen.
Das Gel im MES weist, auf Grund der Oberflachenspannung eine stark konkave Krimmung
auf. Diese wurde in der Geometrie mit Hilfe einer Kugelflache mit dem Radius r angendhert.
Fir die 12 Well MES wurde die Krimmung in der Simulation vernachl&ssigt, da diese im
Verhaltnis zur Durchmesser relativ gering ausfallt. Die geometrischen Parameter sind in der
Tabelle 3.9 aufgelistet und auf der Abbildung 3.6 ) dargestellt. Auf der Abbildung 3.6 a)
und b) sind die Geometrien der MES zu sehen. Auf Grund der Symmetrie des Korpers wurde
nur ein Viertel der gesamten Geometrie verwendet, somit kann in der Simulation Rechenzeit
eingespart werden.

Vernetzung der Geometrie:

Fir das Vernetzen wurde die automatische Netzgenerierung des Simulationsprogrammes

verwendet. Als Auswahl stehen mehrere Abstufungen der Netzdichte zur Verfligung. Es

wurde fur das 96 Well MES die Einstellung ,,fein“ als Netzdichte fiir die Generierung von

Donator und Aktzeptor verwendet, die Option ,,extrem fein® fiir die Generierung der Barriere.
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3. Materialien und Methoden

Fur das 12 Well MES wurde die Netzdichte mit der Einstellung ,,normal* fiir Donator und
Aktzeptor und die Einstellung ,,feiner* fiir die Barriere verwendet. Die Vernetzungselemente
bestanden aus Tetraedern.

Tabelle 3.9: Geometrie-Parameter zur Erstellung der 96 und 12-Well MES fir die Simulation.

. N fur 12
Geometrie fir 96 MES .
) MES Beschreibung
Parameter in [mm] )
in [mm]
d_tran 5,65 14,7 Durchmesser des MES
da 4,26 12,1 Durchmesser der Membran
dw 8,79 21,97 Durchmesser des Akzeptors
h b 2 2 Hohe der Barriere
Spalt zwischen Transwell und
h_sp 1 1
Boden
h_a 3,37 5,24 Hohe des Akzeptors
b h_b/2 - Eintauchtiefe der Kugel
r ((d_a)"2+4*b"2)/(8*b) - Radius der Kugel

Alle ElementargroBenparameter wie maximale und minimale ElementargroRe, maximale
Element-Wachstumsrate, Krliimmungsfaktor und Aufldsung kleinerer Bereiche wurden vom
Programm selbst festgelegt. Diese ParametergrofRen sind fir das 96 Well MES auf der
Tabelle 3.10 und fir 12 Well MES auf der Tabelle 3.11 aufgelistet. Wichtig bei der
Netzgenerierung ist die Reihenfolge. Es wurde zuerst das feinere Netz in der Barriere
generiert und anschliel3end der Rest.

Definition von Messsonden:

COMSOL ermdglicht es, Messsonden in die Simulation zu integrieren, um dort gewtnschte
simulierte Werte bestimmen zu konnen. Es wurden jeweils eine Gebietsmesssonde im
Donator und Akzeptor definiert. Diese ermitteln den Mittelwert der Substratkonzentration.
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Abbildung 3.6: Geometrie und Vernetzung der MES fiir die Simulation. Darstellung der Geometrie
fur den 96 Well MES a) und 12 Well MES b). Zum Vernetzen wurde das integrierte Programm
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3. Materialien und Methoden

verwendet, wobei die Barriere (in blau) feiner vernetzt wurde (¢ und d). e) Auflistung und
Darstellung der einzelnen geometrischen Parameter der MES.

Tabelle 3.10: Auflistung der ElementargréRenparameter beim Vernetzen fur die Geometrie des 96
Well MES.

fur 96 Well MES

ElementargroRen- far 96 Well MES
. . ,,extrem
parameter ,»fein* Einstellung . i
fein* Einstellung
Maximale Elementargrofie 0,904 mm 0,226 mm
Minimale ElementargroRe 0,113 mm 2,26x10° mm
Minimale Element-Wachstumsrate 1,45 1,13

Krimmungsfaktor 0,5 0,2

Auflésung kleiner Bereiche 0,6 1

Tabelle 3.11: Auflistung der ElementargroRenparameter beim Vernetzen fiir die Geometrie des 12
Well MES.

ElementargroRen- fir 12 MES fir 12 MES
parameter ,hormal® Einstellung ,,feiner” Einstellung
Maximale Elementargrofie 1,1 mm 0,604 mm
Minimale ElementargroRe 0,198 mm 0,0439 mm
Minimale Element-Wachstumsrate 1,5 1,4
Krimmungsfaktor 0,6 0,4
Auflosung kleiner Bereiche 0,5 0,7

Transport verdunnter Spezies (Transport of Diluted Species):

In dem Modul , Transport of Diluted Species wurde die Randbedingung fir die
Diffusionssimulation definiert. Hierbei wurde der Diffusionskoeffizient im Akzeptor und im
Donator auf einen Wert von 1x10°° m/s festgelegt. Der Diffusionskoeffizient in der Barriere
wurde je nach zu untersuchendem Problem angepasst. Fur die Parameteroptimierung wurde
der Koeffizient in der Barriere als die zu optimierende Variable D angenommen. Zu
Untersuchungen von Diffusionsvorgéngen wurde der Koeffizient einem definierten Wert
zugeordnet.

Der Barriere und dem Akzeptor wurde eine Startkonzentration von Null zugewiesen. Beim
Donator wurde die Startkonzentration der zu untersuchenden Substanz eingegeben (siehe
Tabelle 3.12). Wie bereits erwéhnt, wurde nur ein Viertel der Geometrie fur die Simulation
verwendet. Die Schnittflachen wurden in diesem Modul als spiegelsymmetrisch definiert.
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3. Materialien und Methoden

Tabelle 3.12 Verwendete Donatorkonzentration fiir die Simulation.

Substanz Abkirzung Konzentration [mol/m?]
Fluorescein Natrium C_fl 0,266
FITC-dextran 4.000 g/mol C4 0,5
FITC-dextran 10.000 g/mol C 10 0,2
FITC-dextran 20.000 g/mol C 20 0,1
FITC-dextran 40.000 g/mol C 40 0,05

Optimierung (Optimization):

Fir die Anpassung der Diffusionskoeffizienten an experimentell ermittelte Werte wurde das
,Optimization® Modul verwendet. Es wurde eine ,,Globale Funktion der kleinsten
Quadrate” (global least-squares objective) erstellt. Mittels dieser Funktion konnten die
experimentellen Werte eingelesen werden. Aus den Experimenten wurden die Zeit und die
Konzentration im Donator (C) eingelesen. Im n&chsten Schritt wurde im
Optimierungsmodul die ,,Globale Steuerungsvariabel* (global control variables) definiert.
Hier wurde die Variable D_unbe (fir unbekannter Diffusionskoeffiezient) deklariert mit
einem Anfangswert von 1, einer unteren Beschrdnkung von 0 und einer oberen
Beschrankung von 100. Da der Diffusionkoeffizient um einem Faktor x107%° kleiner ist,
wurde eine Variable D deklariert mit dem Ausdruck ,,D unbe*1e-10%. Die Variable D wird
somit in der Simulation als unbekannter Wert in der Definition der Barriere eingesetzt.

Reaktionstechnik (Reaction Engineering):
Zur Simulation des Glukoseverbauchs und der Laktatproduktion der Zell- und
Vollhautmodelle wurden in diesem Modul zwei Reaktionen deklariert:

G=>A
3.3
B=>L
34
. mol
G: Glukose [W]
A: Ersatzvariable fiir reagierte Glukose [Tn—";]
. mol
L: Laktat [W]
B: Ersatzvariable flr reagiertes Laktat [’ZL—?]
t: Zeit [s]
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Kopplung zwischen Glukoseverbrauch und Laktatproduktion wurde mit Ersatzvariablen
realisiert. Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde experimentell bestimmt. Die ermittelten
Reaktionsraten wurden in die Simulation eingetragen und mit einem Volumenfaktor von
17,83 multipliziert. Dieser Faktor ist das Verhdltnis zwischen Reaktionsvolumen zu
restlichem Substanzvolumen (siehe Gleichung 3.5).

Substanzvolumen 9,29 - 1078m3

Volumenfaktor = =17,83

Barrierevolumen 5,21 -10~9m3
35

Mit Hilfe des ,,Generate Space-Dependent Model* wurde eine Verlinkung der Substanzen
und Reaktionen zur ,,Transport of Diluted Species“ hergestellt. Die Anfangskonzentration
in der Barriere wurde fiir Substanz A auf Null gesetzt und die fir B auf 5000 mol/m?, damit
es in der Simulation nicht verbraucht wird. Alle anderen Anfangskonzentrationswerte
stammen aus den experimentellen Versuchen.

Simulation des Permeation im 20C

Einstellung der Geometrie:

Beim 20C wurde zunéchst die CAD (computer aided design) Datei der Mikrofluid-Kanéle
in die Simulation implementiert. Die Geometrie ist auf der Abbildung 3.4 zu sehen. Die
Licken in dem Bereich der drei Mikropumpen wurden vereinfacht mit einem Quader
(2,6 mm x 0,5 mm x 0,1 mm) und einer kleinen Scheibe (Hohe: 0,1 mm; Radius: 2,5 mm)
uberbrickt (siehe Abbildung 3.7 a)). Die Scheibe ist bei der Flusssimulation nicht in der
Geometrie enthalten und wird in der Diffusionssimulation verwendet. An der Position 1 und
2 (siehe Abbildung 3.4) wurde der Fullraum Gber dem Kanal mit Hilfe eines Zylinders (Hohe:
3,7 mm; Radius: 9,0 mm) angené&hert. An Position 1 wurde die Geometrie der 96 Well MES
integriert (siehe Abbildung 3.7 b)). Die Mal3e fiir das 96 Well MES sind in der Tabelle 3.9
aufgelistet.

Vernetzung der Geometrie:

Die Vernetzung erfolgte automatisch im integrierten System in COMSOL Multiphysics. Mit
der Einstellung ,,fein* wurde die gesamte Geometrie mit Tetraeder-Elementen vernetzt. Auf
der Abbildung 3.7 c) ist die vernetzte Geometrie zu sehen und in der Tabelle 3.13 sind die
ElementargroRenparameter aufgelistet.
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Tabelle 3.13: ElementargroRenparameter fiir das Vernetzen des 20C Systems.

Elementargrofien- ) )
Einstellung ,,fein*

parameter
Maximale Elementargrolie 2,42 mm
Minimale ElementargroRRe 0,302 mm
Minimale Element-Wachtumsrate 1,45
Krimmungsfaktor 0,5
Auflésung kleiner Bereiche 0,6

a)

\I:I\ N\ (
N

Position 2

-5 0.01

Abbildung 3.7: Geometrie der 20C in der Simulation. a) Draufsicht der 20C Fluidkanal mit der
Position des MES (1) und Flissigkeitzylinders (2), sowie die Uberbriickung der Pumpkanéle (blau).
b) Position der Barriere im 20C Simulation (blau). c) Vernetzung der MOC Geometrie.
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Laminare Stromung (Laminar Flow):

Wie bereits am Anfang der Kapitel erwéhnt, wurde die Stromung im 20C Kanal vereinfacht
als laminar und konstant angenommen. Auf der Abbildung 3.8 ist die Geometrie der
Stromungssimulation dargestellt. An der Position fur die Mikropumpe (siehe blaues
Rechteck auf Abbildung 3.8) wurde der Zufluss und Abfluss des Fluides definiert. Die
Eintrittsgeschwindigkeit betragt 15,76 mm/s. Diesem Wert entspricht die mittlere
FlieRgeschwindigkeit bei einer Pumpfrequenz von 0,475 Hz. Am Abfluss wurde ein Druck
von 0 Pa definiert.

Transport verdiinnter Spezies (Transport of Diluted Species):

Die Simulation der Diffusion erfolgte &hnlich wie im MES. Der Diffusionskoeffizient im
Donator und im Akzeptor (hier ist auch der Fluidkanal mit inbegriffen) wurde auf einen Wert
von 1x10° m/s festgelegt. Die Diffusionskoeffizienten der Barriere stammen aus der
Parameter-Optimierung in der vorangegangenen Simulation.

Als Anfangsbedingung wurde die Startkonzentration in der Barriere und Akzeptor auf Null
gesetzt und die Konzentration im Donator dem jeweiligen Stoff zugeordnet (siehe Tabelle
3.11).

]\ \ Zufluss

Abbildung 3.8: Geometrie fir die die Strémungssimulation des 20Cs. Auf der VergroRerung ist die
Position des Zuflusses und Abflusses dargestellt.
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4 Charakterisierung der Messmethoden zur
Bestimmung der Permeation

Fur die Kultivierung von Hautmodellen ist die Luft-Flissigkeitsgrenze ein essentielles
Kriterium [37]. Hierfiir wurde ein Membran-Einsatzsystem verwendet, auf dem die Modelle
kultiviert wurden. Die Grundidee bei der Entwicklung der Methode bestand darin, direkt in
solch einem System die Permeationsmessung durchzufiihren. Hierbei kdnnen mehrere
Faktoren, wie die Beschaffenheit der Membran, GroRe des Systems oder inkonstante
Versuchsparameter das Ergebnis beeinflussen. Diese Parameter werden in diesem Kapitel
genauer untersucht. Des Weiteren wurde getestet, ob es moglich ist die Glukose- und
Laktatkonzentration in einem MES zu bestimmen und ob die Permeationsmessung im 20C
reproduzierbar ist.

4.1 Ergebnisse der Messmethoden zur Bestimmung der Permeation

In diesem Teil werden die Ergebnisse einzeln vorgestellt. Wie bereits beschrieben, wurden
sechs verschiedene Schwerpunkte festgelegt und untersucht, die von A) bis F) (siehe Kapitel
3.3) beschriftet sind. Diese werden in chronologischer Reihenfolge beschrieben.

A) Einfluss verschieden grof3er MES auf die Permeation

Die MES von Corning gibt es in verschiedenen GroRen. Fir das 20C wurde nur der 96 Well
MES verwendet, da das System fur solche kleinen Einsatze konzipiert wurde. Jedoch kénnen
verschieden groRe MES die Permeationseigenschaften beeinflussen, was hier genauer
betrachtet werden soll. Hierfur wurde das 96 Well MES (Durchmesser von 4,26 mm) mit
den 12 Well MES (Durchmesser von 12 mm) verglichen. Aus den ersten
Permeationsversuchen wurde zundchst der Verlauf der Akzeptorkonzentration aus den
beiden Systemen aufgezeichnet (siehe Abbildung 4.1). Wie erwartet, &hnelt der Verlauf
einer Diffusionskurve nach Fick‘schem Gesetz. Die Steigung der Kurve beginnt zundchst
flach und nimmt tber die Zeit zu. Gegen Ende der Messung ist eine Abflachung der Kurve
zu sehen. Aufféllig ist, dass eine Differenz zwischen dem Permeationsversuch im 12 und 96
Well MES existiert. Hier ist gut zu erkennen, dass der Kurvenverlauf bei dem 96 Well MES
flacher verlauft als beim 12 MES.
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Um diesen Sachverhalt genauer zu analysieren, wurden weitere Versuche durchgefuhrt. Bei
dem 12 Well MES wurden vier Versuche mit jeweils drei Proben und beim 96 Well MES
wurden drei Versuche mit jeweils 8 Proben verwendet (siehe Tabelle 4.1). Die aus diesem
Versuch  ermittelten  Permeationskoeffizienten liegen bei einem Wert von
11,59 + 0,19x10® m/s fur 12 MES und 6,23 + 0,70 x10®m/s fur das 96 MES. Hieraus
resultiert ein methodischer Fehler von 1,6 % fur 12 MES und 11,2 % fur MES. Da keine
Homogenitét der Varianzen gegeben ist, wurde ein t-Test zur Bestimmung der Signifikanz
durchgefihrt. Es existiert ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Systemen mit
einem P-Wert von 0,001. Aus diesem Resultat ist zu erkennen, dass die Substanzen im
System mit kleinerem Durchmesser langsamer permeieren als im groReren System. Somit
lasst sich schlussfolgern, dass die GroRRe bzw. die Flache des MES einen Einfluss auf die
Permeationseigenschaft besitzt.

(,'\‘_' T T T T T T T T T
§ 0,034 = 12 Well MEs (N =3) i
g e 96 Well MEs (N =8)
g
2 0,021 .
jav]
L=
-
N
= 0,014 ]
@)
—4
S
2
o
Q' 0,004 .
—4
< T T T " T i T T
0,0 1,5 3,0 45 6,0
Zeit [h]

Abbildung 4.1: Vergleich von Permeationsversuchen in verschieden grofen MES. Es wurden 12 und
96 Well MES verwendet, wobei die Permeation von FN 2 % Agarosegel untersucht wurde. Im
Diagramm ist die Akzeptorkonzentration Uber der Zeit aufgetragen. Die Kurve vom 96 Well MES
verlauft flacher im Vergleich zum 12 Well MES.

Tabelle 4.1: Permeationskoeffizient von FN durch 2 % Agarosegel in einem 12- und 96 Well MES.

Permeationskoeffizient STABW Anzahl der Proben
Permeat MES
[x108m/s] [x10%m/s] [N]
Na.Fl 12 11,59 0,19 4x3
Na.Fl 96 6,23 0,70 3x8
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B) Einfluss der Membran auf die Permeation

Neben den GroRenunterschieden bei den MES existieren auch noch verschiedene
Membranen und PorengréRen. Der Einfluss dieser Faktoren wurde in diesem Teil genauer
untersucht. Zur Verfugung standen 12 Well MES mit Membranen bestehend aus PC und PE,
mit jeweils eine PorengrdRe von 0,3 und 0,4 um. Das Ergebnis aus diesem Versuch ist in
der Tabelle 4.1 zusammengefasst. Zu sehen sind die verwendeten Membranen mit der
jeweiligen Porengrofle, der gemessene Peremationskoeffizient und die zugehérige
Standardabweichung. Der Permeationskoeffizient lag fir PC 0,4 bei einem Wert von
8,03x10® m/s, fir PC 0,3 bei 8,10x10® m/s, fiir PE 0,4 bei 5,94x10® m/s und fiir PEO,3 bei
8,59x10® m/s. Die Standardabweichung bewegte sich in einem Bereich von 0,37x10® bis
0,54x10°® m/s. Ein statistischer Vergleich zwischen den Gruppen mit Post-Hoc-Test (Tukey)
ergab, dass PC 0,4, PC 0,3 und PE 3,0 sich nicht signifikant voneinander unterscheiden, da
der P-Wert Kleiner als 0,001 betragt. Die Permeationskonstante von PE 0,4 ist signifikant
kleiner im Vergleich zu den drei anderen Membranen mit einem P-Wert von 1,95 — 0,995.
Somit scheinen die Permeationskoeffizienten sich bei den Membranen PC 0,4, PC 0,3 und
PE 0,3 nicht zu unterscheiden, obwohl die PorengroRe variiert. Fir die weiteren
Untersuchungen wurde die PC 0,4 Membran verwendet.

Tabelle 4.2: Permeationskoeffizient von FN durch 2 % Agarosegel in einem 96 MES mit
unterschiedlichen Membranen. (N=6)

Membran Permeationskoeffizient [x108m/s] STABW [x10®¥m/s]
PC 0,4 pm 8,03 0,52
PC 3,0 pm 8,10 0,39
PE 0,4 um 5,94 0,54
PE 3,0 um 8,59 0,37

60
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Abbildung 4.2: Permeationskoeffizient bei verschiedenen Membranen fiir MES. Darstellung der
Permeationsversuche im Balkendiagramm, mit FN durch 2 % Agarosegel in einem 96 Well MES
mit verschiedenem Membranmaterial (PC und PE) und PorengrdRe (0,4 und 3,0 um).

C) Einfluss verschiedener Partikelgrofien auf die Permeation

Die PartikelgroRe der Substanz beeinflusst die Permeation. In Untersuchungen wurde bereits
festgestellt, dass groRere Partikel die Peremationsgeschwindigkeit reduziert [57]. Die
Stokes-Einstein Gleichung beschreibt, dass sich der Radius der Partikelteilchen umgekehrt
proportional zur Diffusionsgeschwindigkeit verhalt. Es soll hier untersucht werden, ob
dieser Sachverhalt auch in dem kleinen 96 Well MES messbar ist.

Das Resultat des Versuches ist in Tabelle 4.3 dargestellt. In dieser Tabelle sind die Substanz
bzw. das Permeat, der dazugehorige Stokesradius, der Permeationskoeffizient, und die
Standardabweichung aufgelistet. Der Stokesradius beschreibt eine hypothetische Kugel fir
die Substanz, welches dieselbe Diffusionseigenschaft besitzt wie ein Teilchen mit genau
demselben Radius. Die verwendeten Substanzen besitzen einen Stokesradius in einem
Bereich von 5 — 45x101° m. Der Permeationskoeffizient nimmt mit der Zunahme des
Stokesradius ab. Bei der Substanz FN mit dem Kleinsten Stokesradius betragt der
Peremationskoeffizient 4,79x 10® m/s und steigt auf einen Wert von 0,27x 108 m/s bei
FD40.000 an, welches das groRte Molekil darstellt. Die Standardabweichungen bewegen
sich in einem Bereich von 0,08x108m/s bis 0,47x10®m/s. Beim Auftragen der
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Permeationskosffizienten tUber die Inverse des Stokesradius (siehe Abbildung 4.3 lineare
Regression Uber die ersten vier Punkte) ist eine nahezu lineare Abhangigkeit zu erkennen.

Tabelle 4.3: Permeationskoeffizient der Substanzen mit verschiedenen molekularen Stokes Radien.
Der Versuch erfolgte in einem 96er MES durch 2 % Agarosegel. (N=7)

. . 8 STABW  Stokesradius des Permeats
Permeat Permeationskoeffizient [x10°m/s]

[x108m/s] [x101°m]
FN 4,79 0,20 5
FD4.000 2,37 0,31 14
FD10.000 1,67 0,47 23
FD20.000 0,65 0,30 33
FD40.000 0,27 0,08 45
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Abbildung 4.3: Die experimentell ermittelten Permeationskoeffizienten als Funktion ber dem
1/Stokes Radius aufgetragen. Es wurde ein Permeationsversuch mit 96 Well MES durchgefihrt. Als
Barriere wurde 2 % Agarosegel und als Permeat wurde FN und FICT-Dextran (4,000 — 40,000 mol
wt.) verwendet.

Das Bestimmtheitsmal} betragt hier 92,5 %. Der vierte Punkt mit der Substanz FD40.000
scheint etwas abzuweichen (siehe Abbildung 4.3 lineare Regression uber alle Punkte). Bei
der linearen Regression Uber alle Punkte sinkt das BestimmtheitsmaR ab auf einen Wert von
90,5 %.
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D) Einfluss von Fibroblasten und Keratinozyten auf die Permeation

Die Entwicklung dieser Methode zur Bestimmung der Permeation ist fir die Anwendung an
Hautmodellen bestimmt. Ein voll ausgereiftes Hautmodell bildet eine Barriere aus
Hornhautschichten, welche die Permeationseigenschaften  beeinflussen.  Dieser
Zusammenhang soll hier in einen vereinfachten Zellmodel untersucht werden. Als Barriere
wurden fir die Permeationsversuche verschiedene Zellmodelle, bestehend aus
Kereatinozyten und Fibroblasten, verwendet. Es soll hier untersucht werden, in wie fern
diese Zellen in unterschiedlichen Konstellationen und Konzentrationen die Permeation
beeinflussen. In Abbildung 4.4 ist beispielhaft die HE Farbung eines Zellmodells bestehend
aus Kol. + H. + F. (Kol.=Kollagen, H.=HaCaT, F.=Fibroblasten) zu sehen. Es lassen sich
grob zwei Schichten voneinander unterscheiden, ndmlich die Kollagen- und die HaCaT-
Schicht. Die Kollagenstruktur des Zellmodells ist leicht rosa angefarbt. Darin sind
Fibroblasten erkennbar, die dunkler geféarbt sind. Die Zellkerne der Fibroblasten weisen eine
nahezu lila Farbung auf. Auf der Kollagenmatrix ist eine Schicht von mehreren Zellkernen
in lila zu erkennen. Diese stellt die HaCaT dar. Es ist zu erkennen, dass diese Zellen eine
abgeschlossene Schicht auf dem Model bilden.

HaCaT-Schicht

Kollagenmatrix mit Fibroblasten

s 50l

Abbildung 4.4: Reprasentative HE Farbung des Zellmodells bestehend aus Kol. + H. + F. Im
Kollagenmatrix sind Fibroblasten (lila) lokalisiert. Direkt tber der Kollagenschicht ist HaCaT zu
erkennen. Dieses bildet die duRerste Schicht des Zellmodells.
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4. Charakterisierung der Messmethoden zur Bestimmung der Permeation

Das Ergebnis des Permeationsversuchs zu den verschiedenen Zellmodellkonstellationen ist
in Tabelle 4.4 dargestellt. Aufgelistet sind die Permeationskoeffizienten und die
Standardabweichungen. Es wurden zwei Versuche mit jeweils 3 Proben durchgefiihrt. Die
Permeation von FN erfolgt am schnellsten durch das Modell Kol. mit einem
Permeationskoeffizient von 2,18x 10® m/s. Der Permeationskoeffizient sinkt bei dem
Modell Kol.+F. auf einen Wert von 1,85x 10® und bei den Modellen Kol.+H. und
Kol.+F.+H. betragt der Wert 1,67x 10® m/s. Die Standardabweichung liegt in diesem
Versuch zwischen 0,23x10® m/s und 0,35x10°® m/s. Der Fehler bewegt sich hier im Bereich
von 10,6 % bis 21,0 %. Bei der statistischen Auswertung ist nur ein signifikanter
Unterschied zwischen dem Modell mit Kol. und Kol.+F.+H. mit einen P-Wert von 0,022
(Post-Hoc, Tamhane) zu erkennen. Alle anderen Modelle unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (P-Wert von 0,097 — 1 (Post-Hoc, Tamhane)). In Abbildung 4.6 ist
der Zusammenhang der Permeationskoeffizienten als Balkendiagramm visualisiert. Es ist
eine Tendenz zu erkennen, dass die Versuche mit HaCaT einen geringeren
Permeationskoeffizienten aufweisen im Vergleich zu den Modellen ohne HaCaT. Aus dieser
Messung ist ersichtlich, dass die Methode zur Bestimmung der Permeation auch fir
kultivierte Hautmodelle angewendet werden kann.

Tabelle 4.4: Permeationskoeffizienten aus dem Versuch mit FN durch Zellmodellein einem 12 MES.
(Kol- = Kollagen, F. = Fibroblasten, H. = HaCaT) (N = 2x3).

Permeationskoeffizient STABW
Zellmodelle 8 g
[x10°m/s] [x10°m/s]
Kol. 2,18 0,23
Kol. + F. 1,85 0,38
Kol. + H. 1,67 0,35
Kol. + F. + H. 1,67 0,23
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Abbildung 4.5: Permeationskoeffizienten zu den verschiedenen Zellmodellen als Balkendiagramm
dargestellt. In den Versuchen wurde die Peremation von FN durch verschiedene Zellmodelle in
einem 12 Well MES (Kol. = Kollagen, F. = Fibroblasten, H. = HaCaT) bestimmt.

In einem weiteren Permeationsversuch wurde die Konzentration der Fibroblasten verandert.
Hierfur wurde das kleine MES System (96 Well) verwendet. Der daraus resultierende
Permeationskoeffizient liegt in einem Bereich zwischen 5,64x1078 bis 5,91x10® m/s (siehe
Tabelle 4.5), die Standardabweichung zwischen 0,15x10® und 0,27x10® m/s. Daraus
resultiert ein prozentualer Fehler zwischen 2,5 % bis 4,7 %. Bei der Darstellung als
Balkendiagramm ist kaum ein Unterschied zwischen den Proben zu erkennen (siehe
Abbildung 4.6), welches durch die Statistik bestéatigt wird. Beim ANOVA-Vergleich der
Proben zueinander ergab sich ein P-Wert von 0,294, somit existiert kein signifikanter
Unterschied. Die  Fibroblastenkonzentration im  Gel beeinflusst nicht die
Permeationseigenschaften des Modells.

Tabelle 4.5: Permeationskoeffizient aus dem Versuch mit FN durch Kol. + F. + H. Model mit
verschiedener Fibroblastendichte in einem 96 Well MES.

Dichte Permeationskoeffizient STABW Anzahl der Proben
[Zellen im Gel] x10° [x108m/s] [x108m/s] [N]
1 5,91 0,15 1x3
0,5 5,64 0,26 1x3
0,23 5,90 0,16 2x3
0,11 5,73 0,27 2x3
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Abbildung 4.6: Peremationskoeffizienten zu verschiedenen Fibroblastenmengen im Gel als
Balkendiagramm. Im Versuch wurden die Permeationskoeffizienten von FN durch ein Zellmodell
mit unterschiedlicher Fibroblastendichte in einem 96 Well MES bestimmt.

E) Bestimmung der Permeation im 20C

In diesen Versuch wurde, der von der Firma TissUse entwickelte 20C verwendet. Es sollte
untersucht werden, ob die Permeation auch tber einen 96 Well MES in einem 20C System
bestimmt werden kann. Das Ergebnis ist in der Abbildung 4.7 zu sehen, hierbei wurde die
gemessene Konzentration im Akzeptor Uber die Zeit aufgetragen. Es wurden insgesamt
Versuche in sieben verschiedenen 20Cs durchgefuhrt. Auf dem Diagramm ist bei allen
Konzentrationsverldufen zu erkennen, dass diese eine verzogerten Anstieg aufweisen und
anschlielend linear verlaufen. Bei einigen Kurven ist auch am Ende ein leichtes Abflachen
zu erkennen. Das Ergebnis dhnelt dem des Permeationsversuchs im 96 Well MES (siehe
Abbildung 4.1). Die Tatsache, dass sich die Resultate in MES und im 20C dhneln und diese
auch eine Diffusionskurve nach Ficks Definition zeigen, belegt, dass diese Methode zur
Bestimmung der Permeation im 20C geeignet ist. Auffallig ist, dass zwischen den
Versuchen eine recht hohe Streuung existiert, welche anhand der errechneten
Permeationskoeffizienten ersichtlich wird. Der Wert schwankt zwischen 2,63x10® m/s und
8,22x10°® m/s, der Mittelwert liegt bei 4,52x10°® m/s mit einer Standardabweichung von
+1,98x10°8 m/s. Die Beschaffenheit der Fluidkanal im 20C und leichte VVolumenanderung
des Agararosegels kann Griinde fur die Abweichung sein. Diese wird spéter ausfihrliche
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diskutiert. Letztendlich kann gezeigt werden, dass die Permeation in einem 20C bestimmt
werden kann.

-~

-~

Konzentration [x10~ mol/m’]

Zeit [h]

Abbildung 4.7: Permeationsversuch in 20C. Es wurde die Peremation von FN 2 % Agarsoegel in
sieben 20C Kreislaufen.

F) Bestimmung der Glukose und Laktatkonzentration im MES

Der Glukoseverbrauch und die Laktatproduktion von Hautmodellen sind nitzliche
Informationen flr die Abschétzung der erforderlichen Medium Menge, bzw. wann das
Medium gewechselt werden soll. Auch kénnten diese Parameter vielleicht eine Aussage zum
Entwicklungszustand der Hautmodelle geben. In diesem Versuch soll untersucht werden, ob
es Uberhaupt moglich ist, den Glukoseverbrauch und die Laktatproduktion in einem kleinen
96 Well MES zu messen. In Abbildung 4.8 ist exemplarisch ein Ergebnis aus diesem
Versuch zu sehen. Es wurde der zeitliche Verlauf der Glukose- und Laktatkonzentration im
Medium bei dem Zellmodel (nach 3-wdchiger Kultur) mit Rattenschwanzkollagen
aufgetragen. Hierbei wurden Messungen mit einer Dauer bis 12 Stunden oder 71 Stunden
durchgefiihrt. Diese werden im Folgenden als ,kurze Messung“ und ,lange
Messung® bezeichnet. Die Glukosekonzentration nimmt ber die Zeit stetig ab und die
Laktatkonzentration nimmt Uber die Zeit stetig zu. Auffallig sind einige Ausreiler in der
Messung. Diese wurden fiir die Bestimmung der Verbrauchs- und Produktionsraten mit
einbezogen. Es wurde eine lineare Regression durch die Daten gelegt, um Glukoseverbrauch
und Laktatproduktion zu bestimmen. Die Werte liegen bei 0,024 g/l h firr die kurze Messung
und 0,023 g/l h fir die lange Messung (siehe Tabelle 4.6).
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Bei den Matriderm™ Modellen existiert ein groRerer Unterschied zwischen der kurzen
Messung mit einem Verbrauch von 0,089 g/l h und der langen Messung mit 0,033 g/l h. Zu
erkennen ist, dass Abweichungen bei dem Glukoseverbrauch zwischen den zwei
Zellmodellen sowie auch bei dem kurzen und langen Versuch existieren. Bei dem Zellmodell
mit Rattenschwanzkollagen ist kaum ein Unterschied bei dem Glukoseverbrauch zu sehen.
Die Laktatproduktion bei diesem Modell liegt bei 0,048 g/l h flr die kurze und 0,027 g/l h
fur die lange Messung. Bei den Zellmodellen mit Matridem™ [iegt der Wert bei 0,056 g/l h
fur die kurze und 0,023 g/l h fur die lange Messung. Auch sind in der Laktatproduktion
groRere Unterschiede zu sehen. Da in diesem Versuch nur ein Messpunkt existiert (N = 1),
war keine statistische Auswertung méglich.
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o
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Abbildung 4.8: Glukose- und Laktatkonzentration bei der Kultur eines Zellmodells bestehend aus
Kollagengel, HaCaT und Fibroblasten. Die Versuchsdauer der kurzen Messung betrug 6 Stunden.

Tabelle 4.6: Glukoseverbrauch und Laktatproduktion von Zellmodellen bestehend aus
Rattenschwanzkollagen und Matridem™, Die kurze Messung dauerte 6 bis 12 Stunden und die lange
Messung dauert bis 71 Stunden. (Kol.=Rattenschwanzkollagen, H.=HaCaT, F.=Fibroblasten)

Glukoseverbrauch [g/l-h]
Modellzusammensetzung

(kurze Messung) (lange Messung)
Kol. +H. + F. 0,024 0,023
Matriderm™ + H. + F. 0,089 0,033
Laktatproduktion [g/I-h]
Modellzusammensetzung
(kurze Messung) (lange Messung)
Kol. +H. + F. 0,048 0,027
Matriderm™ + H. + F. 0,056 0,023
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In Abbildung 4.9 ist exemplarisch die HE Farbung der Modelle aus Matridem™ und
Rattenschwanzkollagen zu sehen. In beiden Abbildungen ist eine sandwichahnliche Struktur
zu erkennen, in deren Mitte graulich das Kollagen lokalisiert ist. Am Rand sind oben und
unten in rot bis lila Zellschichten sichtbar. Das aus Matriderm™-Matrix bestehende Model
weist optisch eine tiefere und dichtere Zellschicht am Rand auf (siehe Abbildung 4.9 a)) im
Vergleich zum Rattenschwanzkollagen (siehe Abbildung 4.9 b)). In beiden Modellen ist
auffallig, dass die Zellen am unteren Rand lokalisiert sind. Die Zellen scheinen um die
Kollagenmatrix proliferiert zu sein. Beim Vergleich der Kollagenstruktur fallt auf, dass die
Struktur vom Rattenschwanzkollagen feiner und homogener wirkt. Die Trennung zwischen
oberer bzw. unterer Zellschicht und Matrix ist scharfer als bei Modell mit Matriderm™,
Letztendlich kann zusammengefasst werden, dass es moglich ist, die Glukoseverbrauchs-
und Laktatproduktionsrate in einem 96 Well MES zu bestimmen. Allerdings ist das Volumen
relativ gering und somit wurden die Proben mehrerer Modelle zusammenpipettiert. Aus
diesem Grund war eine statistische Auswertung nicht durchfthrbar.

100 pm

100 pm

Abbildung 4.9: HE Farbung der Zellmodelle. Es sind exemplarisch Zellmodelle bestehend aus
HaCaT, Firboblasten und einer Matrix dargestellt. Die Firboblasten sind in der Matrix eingebettet
und die HaCaTs wurden auf das Modell appliziert. Es wurden zwei verschiedene Matrizen verwendet:
a) Matriderm und b) Rattenschwanzkollagen als Matrix.

4.2 Diskussion der methodischen Entwicklung

Die Methode, zur Messung der Permeation in einem 96 Well MES wurde entwickelt, da
bislang keine geeignete Methode fir die in solchen kleinen Geféllen kultivierten
Hautmodelle zur Verfligung stand. Des Weiteren wurde die Methode fur das 20C System

69



4. Charakterisierung der Messmethoden zur Bestimmung der Permeation

bendtigt, welches so konzipiert wurde, dass 3D Modelle auf ein MES direkt eingesetzt
werden konnen. Bei der Methodenentwicklung wurden Faktoren wie Temperatur,
Verdunstung und Konzentrationsgradient berlicksichtigt. Eine konstante Temperatur kann
mit Hilfe eines Warme- bzw. Brutschranks geschaffen werden. Die Verdunstung kann mit
einem Wasserreservoir reduziert werden. In der ersten Untersuchung wurde festgestellt, dass
die Grolie des MES einen erheblichen Einfluss auf die Permeationskoeffizienten besitzt. Die
Permeationsgeschwindigkeit ist im kleineren 96 MES langsamer als im gréf3eren 12 MES.
Eine mdgliche Ursache hierfiir kénnte der Konzentrationsgradient direkt unter der Membran
im Akzeptor sein. Die Substanz diffundiert durch die Gel- und Membranflache und verteilt
sich seitlich im Akzeptor. Da sich die Flache-zu-Volumenverhaltnisse der 96 und 12 MES
sich unterscheiden, ist der Konzentrationsgradient auch verschieden. Dieser Effekt
beeinflusst die Permeation. Der Spalt zwischen Membran und Boden misst nur knapp 1 mm,
wodurch eine gute Vermischung nicht gewéhrleistet ist. Diese Problematik wird in der
Simulation noch genauer untersucht.

Die Reproduzierbarkeit spielt eine groRe Rolle in der Versuchsdurchfiihrung. Bei den
Wiederholungen der Versuche wurde festgestellt, dass die Ergebnisse eine Abweichung von
bis zu +41,3% aufweisen (Abweichung von hochstem zu niedrigstem
Permeationskoeffizienten bei gleicher Messkonstellation). Dabei handelt es sich
uberwiegend um systematische Fehler. Wie bereit gezeigt, liegt der methodische Fehler hier
niedriger (1,6 % bis 11,2 %). Mdgliche Griinde fur den systematischen Fehler kdnnen leichte
Konzentrationsanderungen im System durch Pipettierfehler und im Ansetzen von Ldsungen
und Gelen sein. Auch kénnen kleine Abweichungen bei den kleinen VVolumina, mit welchen
gearbeitet wurde, grof’e Abweichungen im Ergebnis hervorrufen. Es ist jedoch aus einer
Zusammenstellung in der Literatur auch bekannt, dass Permeationsuntersuchungen eine
recht hohe Variation besitzen, diese kdnnen von 15 % bis 45,5 % [59] reichen. Vor diesem
Hintergrund liegt die Abweichung dieser Methode im Rahmen. Eine Mdoglichkeit die
Abweichung zu reduzieren, ist es, eine einzige Stocklosung fir die Permeationsversuche zu
verwenden. In einer weiteren Untersuchung gegen Ende der Arbeit wurde festgestellt, dass
der systematische Fehler dann auf 12,9 % reduziert werden kann (siehe Tabelle 4.7).

Tabelle 4.7: Variationskoeffizient der Permeationsversuche mit FN durch 2 % Agarosegel in einem
96 Well MES.

Variationskoeffi Anzahl der Versuche [N]
-zient [%]
Verschiedene Stocklésungen 28,8 3x6-8
Eine Stockldsung 12,9 3x8
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Weiter wurde untersucht, ob verschiedene Materialien und Porengréfien der Membran einen
Einfluss auf die Permeationseigenschaften besitzen. Bis auf PE mit der Porengrofie 0,4 um
scheinen die anderen untersuchten Membranen (PC 0,4, PC 0,3 und PE 3,0) &dhnliche
Permeationseigenschaften aufzuweisen. Bei Hinzunahme der Herstellerdaten (siehe Tabelle
4.8) ist zu sehen, dass die Membranen mit der Porengréfie 3,0 um dieselbe Porendichte
aufweisen. Somit l&sst sich auch erkléren, dass die Permeation nahezu gleich ist. Es ist zu
vermuten, dass das Material kein Einfluss auf die Penetration von FN. besitzt. Bei den
Membranen mit der Porengré3e 0,4 mm ist die Porendichte bei Polykarbonat hoher als bei
Polyester, dadurch ist die Permeation bei Polyester demzufolge auch geringer.

Tabelle 4.8: Porendichte fir Transwells® aus Polykarbonat- und Polyestermembranen (Quelle:
Hersteller Datenblatt)

iy Porendichte [Pore/cm?]
PorengroRe [mm]

Polykarbonat (PC) Polyester (PE)
0,4 1x 108 4 x 10°
3,0 2 x10° 2 x10°

Dass die MolekulargrélRe der Substanz die Permeationsgeschwindigkeit beeinflusst ist
logisch und wurde schon aus anderen Versuchen bestétigt [57,75]. Die Relation zwischen
Permeationskoeffizient und Stokes Radius kann mit der Navier-Stokes-Gleichung
beschrieben werden. Es existiert hier ein linearer Zusammenhang. Dieser lineare
Zusammenhang war auch in den Ergebnissen zu erkennen (siehe Abbildung 4.3 lineare
Regression uber die ersten vier Punkte). Die Ausnahme bildet die Substanz FD40.000. Hier
nimmt die Permeationskonstante nicht linear mit der Molekulargréf3e zu. Sie scheint leicht
abzuflachen (siehe Abbildung 4.3 lineare Regression tber alle Punkte). Griinde dafiir kénnen
darin bestehen, dass grof3e Molekul teilweise die Poren in der Membran verstopfen und
somit die Permeationsgeschwindigkeit [91] sinkt. Nichtsdestotrotz zeigen die Ergebnisse
den erwarteten Sachverhalt, was fir die Durchfiihrbarkeit der Methode spricht.

In Hinblick auf die Anwendung dieser Messmethode zur Bestimmung der Permeation auf
Hautmodelle wurden hier Untersuchungen mit Zellmodellen bestehend aus Fibroblasten und
Keratinozyten verwendet. Im Normalfall wird bei der Generierung von Hautmodellen eine
Differenzierung der Keratinozyten beginstig. Dadurch entsteht eine Hornschicht, welche die
Oberflache des Hautmodells abdeckt [37]. Diese Schicht ist eine interzellulare Barriere
gegentiber eindringenden Stoffen. Hierbei wird die Permeation von Subtanzen reduziert. Bei
dem Versuch mit verschiedenen Zellmodellen sollte neben der Anwendung fur
zellenbesiedelte Modelle auch getestet werden, ob die Methode sensitiv genug ist,
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verschiedene  Zellkonzentrationen und  Zellschichten zu  unterscheiden. Die
Permeationsmessung kann verschiedene Fibroblastendichten in der Kollagenmatrix mit FN.
nicht auflésen. Eine Hauptaufgabe der Fibroblasten ist die Bildung der Interzellularematrix
[22,21]. Diese Matrix und die Fibroblasten selbst scheinen keine Barriere fir die Substanz
FN zu sein. Bei den Versuchen mit HaCaT-Zellen ist zu sehen, dass der
Permeationskoeffizient tendenziell abnimmt. Die Ursache hierflrr liegt darin, dass die
Keratinozyten eine abgeschlossene, mehrschichtige Barriere bilden kénnen [39,38]. Diese
Barriere erschwert das Eindringen der Substanz in das Zellmodell und reduziert somit die
Permeationsgeschwindigkeit. Es ist zusatzlich positiv aufgefallen, dass der Fehler bei den
Untersuchungen mit Zellmodellen in Rahmen der methodischen Fehler liegt. Das spricht fir
gute, gleichméRig erzeugte Zellmodelle.

Im direkten Vergleich zu der herkdmmlich verwendeten Franzzelle bietet diese Methode,
Permeation Uber einen MES zu bestimmen, einige Vor- und auch Nachteile. Ein Vorteil
dieser Methode ist der kompakte Aufbau in kleinen Volumina. Dieser ermdglicht eine
hohere Anzahl an Experimenten. Es kénnen mehrere Proben gleichzeitig untersucht werden,
wohingegen bei der Franzzelle fir jede Probe ein Gerat bendtigt wird. Des Weiteren ist die
Handhabung mit den MES einfacher. Die Proben werden direkt auf der Membran erzeugt
bzw. kultiviert und missen nicht aus dem Kulturgefal? genommen und auf die Franzzelle
aufgebracht werden. Aufgrund der GroRe und einfacheren Handhabung in einem MES
resultiert eine Zeit und Kostenersparnis. Der Nachteil bei der Permationsmessung in MES
System besteht wiederum darin, dass die Proben nicht eingespannt werden kénnen, diese
werden direkt auf der Membran gemessen. Somit mussen die Proben die Membranflache
abdecken, damit die zu untersuchende Flussigkeit nicht seitlich an der Probe vorbeiflief3t.
Ein anderer Faktor, den man bei dieser Methode beachten muss, ist, dass die Permeation
uber eine Probe und Membran gemessen wird. Die Membran hat somit einen Einfluss auf
das Permeationsverhalten und das muss beruicksichtigt werden.

Die Permeation durch Hautmodelle in einem Flusssystem wurde von anderen
Forschungsgruppen in der Vergangenheit bereits untersucht [92,93]. Dabei befand sich das
Hautmodel auf einer Membran in einem perfundierten System. Es wurde eine Substanz auf
das Modell appliziert und Proben in der Perfusion entnommen, um die Permeation zu
bestimmen.

Das in dieser Arbeit verwendete 20C System ermdglicht das Kultivieren von mehreren
Organen auf einem Chip. Da die Zellkultur-Kompartimente speziell fur die MES konzipiert
wurden [46,12,52,50], kann die Permeationsmessung in MES direkt auf das 20C System
ubertragen werden. Aus dem Permeationsversuch im 20C ist ersichtlich, dass die
experimentellen Werte eine grof3e Streuung aufweisen, wobei die Verldufe eine typische
Diffusionskurve beschreiben. Ein moglicher Grund hierfur liegt an der Heterogenitét der
einzelnen 20Cs. Durch die teilweisen per Hand angefertigten Komponenten ist immer eine
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Kleine Variation des Systems zu erwarten. Diese kann zum Beispiel das Pumpverhalten der
Flussigkeit beeinflussen, wodurch die Permeation beeinflusst wird. Auch spielen die bereits
erwéhnten, typischen Fehlerquellen in dem MES eine Rolle, wodurch die Abweichungen
entstehen. Jedoch liegen die aus dieser Messung ermittelten Pemeationskoeffizienten in
derselben GrélRenordnung.

Mit Hilfe dieser Methode ist es auch maoglich, Permeation und Diffusion von Substanzen in
anderen 3D-Geweben wie zum Beispiel Leber, Niere oder Darm zu ermitteln. Diese Gewebe
konnen auf einem MES kultiviert werden. Hierdurch kdnnen neue Fragestellungen
untersucht werden, zum Beispiel zur Diffusionsgeschwindigkeit von Substanzen in solchen
Geweben.

Des Weiteren sollte in Kulturen mit Zellmodellen der Metabolismus wahrend der Kultur
verfolgt werden konnen. Hierfir wurde geprift, ob es moglich ist, den Glukoseverbrauch
und die Laktatbildung in einem 96 MES System zu ermitteln. Erste Versuche mit einem
vereinfachten Zellmodel bestétigen die Durchfiihrbarkeit. Jedoch gibt es Unterschiede bei
den ermittelten Produktions- und Verbrauchsraten, wenn der Versuch verschiedene zeitliche
Konstitutionen aufweist.

Auffallend ist, dass die Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten in den kiirzeren
Versuchen hoher waren als in langeren. Es ist moglich, dass die Zellen im Modell nach einer
langeren Kultivierungsdauer eine andere C-Quelle wie zum Beispiel Glutamin bevorzugen
[81]. Auch kann das Laktat nach einer bestimmten Zeit wieder verstoffwechselt werden, wo
durch die Laktatproduktion in der Messung augenscheinlich abnimmt. Um die
Vergleichbarkeit in diesem Versuch zu gewahrleisten, muss die Versuchsdauer auf jeden
Fall konstant gehalten werden, da sich offensichtlich Glukoseverbrauch und
Laktatproduktion mit der Zeit verandern.
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5 Untersuchungen mit Hautmodellen

Die entwickelte Messmethode zur Bestimmung der Permeation soll nun auf Hautmodelle
angewendet werden. Hierfir wurden kommerzielle Hautmodelle von der Firma MatTek
untersucht. Es wurden auch Vollhautmodelle nach den Protokollen von Katharina Schimek
(TU Berlin) [94] hergestellt und fur die Untersuchung hinzugezogen. Da sich die
Vollhautmodelle wéhrenddessen noch im Entwicklungsstadium befanden, wurden sie nach
und nach veréndert und fir diese Arbeit adaptiert. Insgesamt gab es drei Protokolle, die
Vollhautmodell 1 — 3 nummeriert sind. Dabei ist Nummer 1 zeitlich gesehen das erste
Protokoll und Nummer 3 das jlngste und letzte Protokoll. Alle Permeationsbestimmungen
in diesem Kapitel wurden in Kooperation mit der TU Berlin durchgefhrt. Dort bestand die
Mdglichkeit, die Versuche in einem groReren Malstab durchzufuhren. Das kommerzielle
Hautmodelle MatTek wurden von der TU Berlin zu Verfligung gestellt.

5.1 Ergebnisse der Permeationsuntersuchungen mit Hautmodellen

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse aus den Permeationsmessungen mit
Hautmodellen zusammengetragen. Da, wie bereits erwahnt, wéhrend des Projektes das
Vollhautmodell stetig weiterentwickelt wurde und auch nur zu gewissen Zeitpunkten die
kommerziellen Hautmodelle zu Verfligung standen, wurden verschiedene Parameter mit
unterschiedlichen Hautmodellen evaluiert. Dadurch ist die Vergleichbarkeit der
Vollhautmodelle zueinander nicht gewahrleistet. Jeder Abschnitt entspricht einer
Versuchsreihe und ist unabhangig von den Anderen zu betrachten. Es werden im Anschluss
dieser Kapitel mégliche Zusammenhénge diskutiert.

Einfluss verschiedener PartikelgréRen bei Vollhautmodell 1

Bei der Untersuchung von Vollhautmodell 1 (Kultivierungszeit von 24 — 25 Tagen) wurde
der Permeationsversuch im 20C durchgefiihrt, wobei die Permeation der Substanzen FN
und FD4.000 miteinander verglichen wurden. Der ermittelte Permeationskoeffizient liegt bei
5,59x10®% m/s fir FN und 1,63x10%m/s fur FD4.000 (siehe Tabelle 5.1). Die
Standardabweichung liegt bei 0,39x10® m/s und 0,16x10® m/s. Diese entspricht einer
prozentualen Abweichung von 7 % und 10 %, welche im Rahmen der vorangegangene

Permeationsmessungen liegt (siehe Kapitel 4). Die Anzahl der Proben betrug 3 fir die
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5. Untersuchungen mit Hautmodellen

Substanz FN und 6 fur FD4.000. Mittels eines t-Tests konnte bestatigt werden, dass sich die
beiden Werte signifikant voneinander unterscheiden. Der P-Wert war kleiner als 0,001. Wie
erwartet permeiert die groRere molekulare Substanz FD4.000 langsamer durch das
Vollhautmodel als die kleinere molekulare Substanz FN.

Tabelle 5.1: Permeationskoeffizient von FN und FD4.000 fir Vollhautmodel 1.

Permeationskoeffizient STABW Anzahl der Proben

Substanz
[x108m/s] [x108m/s] [N]
FN. 5,59 0,39 3
FD4.000 1,63 0,16 6

Um die Morphologie der Vollhautmodelle 1 analysieren zu kdnnen, wurden diese nach der
Messung geschnitten und geférbt. In der Abbildung 5.1 sind exemplarisch zwei histologische
Schnitte mit einer HE Farbung von Vollhautmodel 1 zu sehen. Ahnlich wie bei den
Zellenmodellen (vergleiche mit Abbildung 4.9) ist auch hier eine Sandwichstruktur zu
erkennen. In der Mitte befindet sich in gréulicher Farbung das Kollagen. Am Rand sind in
rot die Zellschichten lokalisiert. In blau sind die Zellkerne gefarbt. Es ist gut zu erkennen,
dass mehrere Zellschichten am Rand gebildet wurden. Jedoch besitzen diese Schichten keine
konstante Schichtdicke und variieren sehr stark (vergleiche Abbildung 5.1 links und rechts).
Ebenso ist flachenartiger Zellenbewuchs in der Matrix sichtbar. Es ist optisch ersichtlich,
dass keine Differenzierung der Keratinozyten stattgefunden hat. Somit hat sich auch kein
Stratum corneum wahrend der Kultur gebildet.

100 pm

Abbildung 5.1: Histologischer Schnitt von Vollhautmodell 1. Die Schnitte wurden mit HE gefarbt.
Exemplarisch sind hier zwei Schnitte zu sehen. In rot ist die Zellflache gefarbt und die blauen Punkte
entsprechen den Zellkernen. In der Mitte ist in grau die Kollagenstruktur ersichtlich.
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5. Untersuchungen mit Hautmodellen

EpiDerm™ von MatTek

Fur die Matek Modelle wurden Permeationsmessungen im 20C durchgefiihrt. Als Permeat
wurde FN in dem Medium fiir die EpiDerm™ Modelle gelost. Es wurden zwei
unterschiedliche Konzentrationen angesetzt, um diese miteinander zu vergleichen. Die aus
diesen Messungen ermittelten Permeationskoeffizienten liegen bei Werten wvon
6,87x1071% m/s fiir 0,01 mg/ml FN und 8,4x1071° m/s fiir 0,1 mg/ml (siehe Tabelle 5.2) mit
eine Standardabweichung von 3,02x10°m/s und 3,17x10° m/s. Die prozentuale
Abweichung der Werte fallt recht hoch aus mit einem Wert von 44 % und 37,7 %. Mittels
eines t-Tests wurde ein P-Wert von 0,919 ermittelt. Die zwei Permeationskoeffizienten
unterscheiden sich somit nicht signifikant voneinander.

Tabelle 5.2: Permeationsmessung im 20C mit FN durch EpiDerm™,

Konzentration von FN Permeationskoeffizient = STABW Anzahl der Proben

[mg/ml] [x101%m/s] [x101%m/s] [N]
0,01 6,87 3,02 4
0,1 8,40 3,17 8

Vollhautmodel 2

Es wurden weitere Permeationsmessungen im 20C mit VVollhautmodell 2 (Kultivierungszeit
13 Tagen) durchgefiihrt. Als Donatorsubstanz wurde FN mit einer Konzentration von
0,1 mg/ml verwendet. Zusatzlich wurde eine Vollhautmodell 2 ohne Keratinozyten
hergestellt. Vor dem Permeationsbestimmung wurde das VVollhautmodell 2 optisch selektiert.
Modelle mit einer ausgebildeten Stratum corneum Schicht (Vollhautmodel 2+) weisen eine
leicht grauliche Farbung auf, wohingegen die Oberflache von Modellen ohne ausgebildete
Stratum corneum Schicht (Vollhautmodel 2-) eher glatt und glanzend wirken (siehe
Abbildung 5.3). In der Abbildung 5.2 sind die ermittelten Permeationskoeffizienten aus
diesem Versuch als Balkendiagramm aufgetragen. Die Werte, Standardabweichung und
Anzahl der Proben sind in der Tabelle 5.3 aufgelistet. Es ist zu sehen, dass das
Vollhautmodell 2 ohne Keratinozyten den hochsten Permeationkoeffizienten aufweist mit
einem Mittelwert von 8,11x10® m/s. Das Vollhautmodell 2- besitzt einen Wert von
6,34x10°® m/s. Bei dem Vollhautmodell 2+ sinken die Permeationskoeffizienten auf einen
Wert von 2,23x10® m/s ab, was darauf hinweist, dass diese Modelle eine gréRere Barriere
fiir die Substanz darstellen. Aufgrund der geringen Probenanzahl wurde fir diesen Versuch
keine statistische Auswertung durchgefuhrt. Zusammenfassend konnte beobachtet werden,
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5. Untersuchungen mit Hautmodellen

dass Vollhautmodell 2 die hochste Barriereeingenschaft besitzt. Bei den Proben ohne
Keratinozyten und schlecht ausdifferenzierter Schicht lasst die Barriereeigenschaft rapide
nach.

]
1
1

o]
1
|

“HH

Permeationskoeffizient [x10-8 m/s]

Abbildung 5.2: Darstellung der Permeationskoeffizienten als Balkendiagram aus den
Permeationsversuchen in 20C mit FN durch Vollhautmodell 2. Vollhautmodelle mit ,,+ besitzen
ein gut differenziertes Stratum corneum. Vollhautmodelle mit ,.-,, weisen eine schlecht differenzierte
Oberflache auf.

a)

Abbildung 5.3: Makroskopische Darstellung der Vollhautmodelle. a) Vollhautmodell mit einem gut
ausdifferenzierten Stratum corneum. b) Vollhautmodell mit einem weniger gut ausdifferenzierten
Stratum corneum. Die Proben haben ein Durchmesser von ungefahr 4,26 cm.
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5. Untersuchungen mit Hautmodellen

Tabelle 5.3: Permeationskoeffizienten von Vollhautmodell 2 im 20C. Untersucht wurde FN durch
die Hautmodelle:

) Permeationskoeffizient = STABW Anzahl der Proben
Barriere

[x108m/s] [x108m/s] [N]
Vollhautmodel 2+ 2,23 1,37 9
Vollhautmodel 2- 6,34 0,20
Vollhautmodel 2 ohne K. 8,11 3,57

In der Abbildung 5.4 sind exemplarisch histologische Schnitte der Hautmodelle abgebildet.
Bei dem Vollhautmodell mit und ohne Keratinozyten (siehe Abbildung 5.4 a und b) ist eine
Phasentrennung in der Kollagenschicht zu erkennen. Die untere, grébere Struktur bildet das
humane Kollagen von der Matriderm®-Matrix ab und die feinere, obere Struktur das
Rattenschwanzkollagen. Uber dem Rattenschwanzkollagen ist bei Vollhautmodell 2 mit
Keratinozyten eine dinn differenzierte Zellschicht mit ausgebildetem Stratum corneum zu
sehen (siehe Abbildung 5.4 b). Durch die HE Férbung konnte gezeigt werden, dass die
Vollhautmodelle potenzielle eine Epidermis bilden.

a) b)

Kollagen
S

100 pm

Matriderm

Abbildung 5.4: Histologische Schnitte der Modellkonstrukte mit HE Férbung. a) Darstellung des
Vollhautmodells 2 ohne Keratinozyten: Es ist eine gute Phasentrennung zwischen der Matriderm
Matrix und Kollagen zu erkennen. b) Abbildung vom Vollhautmodell 2 bestehend aus Matriderm
und Kollagen mit Fibroblasten und einer dunn differenzierten Keratinozytenschicht.
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5. Untersuchungen mit Hautmodellen

Untersuchung des Permeationsverhaltens bei verschiedenen Entwicklungsstadien des
Vollhautmodells 3

Bei Vollhautmodell 3 (Kultivierungsdauer von 35 — 41 Tagen) wurde das
Permeationsverhalten in MES von FN wéhrend der Kultur zu verschiedenen Zeitpunkten
untersucht. In der Abbildung 5.5 sind die ermittelten Permeationskoeffizienten Uber der
Kultivierungszeit aufgetragen. Zu Beginn des Tages 12 der Kultivierung liegt der
Permeationskoeffizient bei einem Mittelwert von 8,23x10® m/s. Dieser nimmt wahrend der
submerge-Kultur (in Medium untergetaucht) bis Tag 19 ab auf einen Wert von 6,45x108 m/s.
AnschlieBend wurde der air lift durchgefuhrt. Der Permeationskoeffizient sinkt am Tag 26
weiter auf einen Wert von 2,88x10® m/s und nimmt etwas zu am Tag 29 auf einen Wert von
3,88x10®8 m/s. Spater am Tag 36 sinkt der Permeationskoeffizient auf den Wert
3,36x10® m/s und am Tag 43 auf 2,07x10°® m/s. Auffallend ist der leichte Anstieg am Tag
29. Generell ist jedoch eine Tendenz zu erkennen, dass der Permeationskoeffizient tiber die
Kultivierungsdauer abnimmt. Die Abnahme ist sehr eindeutig zu sehen, wenn man die Werte
vor und nach dem air lift miteinander vergleicht (siehe Abbildung 5.5). Die
Standardabweichungen der gemessenen Werte liegen im Bereich von 1,53x10® m/s bis
2,83x10® m/s (siehe Tabelle 5.4 ) und der systematische Fehler bewegt sich zwischen 18,6 %
bis 85,1 %.

Nach dem Permeationsversuch wurden die Proben fur die HE Farbung prépariert. Die
gefarbten Proben sind in der Abbildung 5.6 dargestellt. Am 12. Tag sind zwei
unterschiedlich strukturierte Phasen in grau zu erkennen. Die obere Phase ist das
Rattenschwanzkollagen und darunter befindet sich die Matriderm®-Matrix. In lila/blau
gefarbt sind die Zellkerne der Fibroblasten sichtbar, welche sich im gesamten Bereich
verteilt haben. Am Tag 19 ist zu sehen, dass sich tber dem Rattenschwanzkollagen eine
Zellschicht gebildet hat, wobei es sich um Keratinozyten handelt. Aufféllig ist, dass die
Rattenschwanzkollagenschicht nahezu verschwunden ist (vergleiche Abbildung 5.6. 12. Tag
und 19. Tag). Nach 29 Tagen Kultur ist zu erkennen, dass sich die Keratinozyten
differenziert haben. Uber der Matriderm®-Matrix sind mehrere Zellschichten in lila/blau
gefarbt zu sehen (siehe Abbildung 5.6 Tag 29). Ahnlich wie bei der menschlichen Haut
haben sich die Keratinozyten differenziert. Die Zellen werden in Richtung der Oberflache
flacher und verlieren ihre Zellkerne. An der Oberfl4che ist eine rosafarbene Schicht als
Stratum corneum zu erkennen, welches sich teilweise sogar ablst. Grofie morphologische
Anderungen sind in der weiteren Kultur nicht mehr zu erkennen. Das Vollhautmodel 3 weist
am Tag 43 ahnliche Strukturen wie am Tag 29 auf. Leichte Anderungen sind in der
Anordnung der differenzierte Keratinozyten zu sehen, diese wirkt dichter und enger.
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Abbildung 5.5: Darstellung der Permeationskoeffizienten (ber der Zeit aus der Messung mit
Vollhautmodell 3. Als Permeat wurde FN verwendet. Es wurde die Permeation zu den
unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten von der statischen Kultur im MES untersucht. Zu
erkennen ist eine stetige Abnahme der Permeation Uber der Zeit (grauer Pfeil).

19 Tage

Abbildung 5.6: Histologische Schnitte des Vollhautmodells 3 nach den Permeationsuntersuchungen.
Es wurde mit HE geférbt und die Modelle stammen aus unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten.
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5. Untersuchungen mit Hautmodellen

Im ndchsten Abschnitt soll die Kultivierung im 20C untersucht werden. Am 10ten Tag der
Kultivierung wurde ein Teil der Modelle in den 20C eingesetzt und parallel zu den anderen
kultiviert. Nach 14 Tagen und 21 Tagen (bzw. 7 Tagen und 14 Tagen im 20C), wurde die
Permeation von FN in den Modellen bestimmt. Beim Vergleich des
Permeationskoeffizienten an den zwei Messpunkten (siehe Abbildung 5.7) ist zu erkennen,
dass die Werte im 20C mit 5,01x10® m/s und 6,73x10°® m/s héher sind als im MES mit
Werten von 3,36x10® m/s und 2,07x10°® m/s. Auch scheint die Permeation von FN bei den
Vollhautmodellen im 20C mit der Zeit zuzunehmen im Vergleich zum MES, wo eine
Abnahme (ber die Kultivierungszeit beobachtet wurde. Somit scheint die Barriere des
Vollhautmodells 3 wahrend der Kultur im 20C uber die Zeit schlechter zu werden.

Bei Betrachtung der histologischen Farbung der Vollhautmodelle ist ein Unterschied
zwischen der Kultivierung im MES und 20C zu sehen. Die differenzierte Epidermisschicht
scheint in der 20C Kultur zu verschwinden. Am Tag 36 ist noch eine ausdifferenzierte
Epidermis in der 20C Kultivierung zu sehen. Im Vergleich zu der Kultur im MES ist zu
erkennen, dass keine kubisch orientierten Zellschichten existieren. Bei weiteren Kulturen im
20C verschwindet die differenzierte Keratinozytenschicht am Tag 43 fast ganzlich

10 T T T d T T T
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Permeationskoeffizient [x 10~ m/s]

1m Transwell m 20C
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Abbildung 5.7: Darstellung des Permeationskoeffizientenvon FN durch Vollhautmodell 3 in
Transwell und 20C nach 36 und 43 Tage Kultur.
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Abbildung 5.8: Histologische Schnitte mit HE Farbung des Vollhautmodel 3 zu unterschiedlichen
Kultivierungszeitpunkten.

(vergleiche Abbildung 5.8 links und rechts). Bei den Modellen in Transwell® ist zwischen
Tag 36 und Tag 43 kein groRer Unterschied zu sehen.

In der Tabelle 5.4 sind die Permeationskoeffizienten, Standardabweichung und Anzahl der
Proben uber die Kultivierungszeit im Detail aufgelistet.

Es ist aus dieser Untersuchung gut ersichtlich, dass der Permeationskoeffizient mit der

Kultivierungsdauer korreliert. Somit kann die Barriereeigenschaft der Hautmodelle mit Hilfe
der Permeationsmessung quantifiziert werden.
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Tabelle 5.4: Ergebnis aus dem Permeationsversuch mit FN durch Vollhautmodel 3 in 20C.
Untersucht wurde die Permeation zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten.

Zeit Permeations- STABW Anzahl der

koeffizient [x10m/s]  [x10®m/s] Proben [N]
12 Tage (submerge, ohne Fibrin) 8,23 1,53 3
19 Tage (submerge) 6,45 2,83 4
26 Tage (air lift) 2,88 1,60 5
29 Tage (air lift) 3,99 2,46 5
36 Tage (air lift) 3,36 2,86 5
36 Tage in air lift (7 Tage in 20C) 5,01 2,03 6
43 Tage (air lift) 2,07 1,66 5
43 Tage in air lift (14 Tage in 20C) 6,73 2,14 7
Leerprobe 0,03 0,02 5

Metabolismusbestimmung an Vollhautmodel 3

In einem weiteren Versuch wurden die Glukoseverbauchs- und Laktatproduktionsrate im
Vollhautmodell 3 bestimmt. Die Messungen wurden an drei verschiedenen Punkten wahrend
der Hautmodellkultivierung im E2 Medium durchgefiihrt. Der erste Messpunkt erfolgte
direkt am Tag vor dem air lift, der zweite 7 Tage nach dem air lift und der dritte 14 Tage
nach dem air lift. Der Verlauf der Glukose- und Laktatkonzentration tiber der Zeit ist in
Abbildung 5.9 dargestellt. Es ist zu sehen, dass bis auf einige Schwankungen, die
Glukosekonzentration ber die Zeit ab- und die Lakatkonzentration zunimmt. Ein
drastischer Unterschied zwischen den verschiedenen Kultivierungszeitpunkten ist in der
Glukoseverbauchsrate am Tag 14 nach dem air lift zu sehen. Hier nimmt der
Glukoseverbauch mit einem Wert von 0,094 g/l h drastisch zu. Davor liegt der Werte bei
0,027 g/l h direkt nach dem air lift und 0,017 g/lh 7 Tage nach dem air lift. Die
Laktatproduktionsrate liegt in allen Messpunkten im dhnlichen Bereich bei einem Wert von
0,030 g/l h und 0,035 g/l h (siehe Tabelle 5.5).

Tabelle 5.5: Die ermittelte Glukoseverbrauchsrate und Laktatproduktionsrate bei Vollhautmodel 3
zur verschiedenen Kultiverungszeitpunkten.

Kultivierungszeitpunkt  Glukoseverbrauchsrate [g/l-h] Laktatproduktionsrate [g/l-h]

direkt vor air lift 0,027 0,035
7 Tage nach air lift 0,017 0,035
14 Tage nach air lift 0,094 0,030
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Abbildung 5.9: Glukoseverbrauch und Laktatproduktion bei Vollhautmodell 3 wahrend

verschiedener Kultivierungszeitpunkten (direkt vor demair lift, 7 Tage und 14 Tage nach dem (air

lift). Die Bestimmung erfolgte mit E2 Medium und die Konzentration wurde enzymatisch mit YSI
bestimmt (N = 3).

84



5. Untersuchungen mit Hautmodellen

5.2 Permeationsmessung mit Nanopartikeln auf EpiDerm™

Im ersten Ansatz der Messung wurden fiinf verschiedene Nanopartikel auf das EpiDerm™
appliziert (CdT, CQD, Q525, C525 und C600). Hierbei erfolgte erst eine einmalige
Applikation, dann wiederholte Applikationen (5-mal in Abstand von 24 Stunden). Es ist zu
sehen, dass bei der einmaligen Applikation die permeierte Fluoreszenz in den ersten 5
Stunden nahezu bei Null liegt. Im spateren Verlauf sind leichte Schwankungen um den
Nullpunkt herum zu sehen (siehe Abbildung 5.10 a)). Im Vergleich zu der gemessenen
Referenz (Fluoreszenz der Nanosubstanzen mit einer Konzentration 0,0625 bis 2 pl in
800 ul Medium) (siehe Abbildung 5.10 c)) ist zu erahnen, dass keine Permeation durch die
Hautmodelle stattgefunden hat. Bei der Messung mit wiederholten Nanopartikel-
Applikationen sind ebenfalls Schwankungen, um den Nullpunkt zu erkennen (siehe
Abbildung 5.10 b)). Eine Ausnahme ist bei C600 (orange) zu sehen. Hier liegen die Werte
recht genau auf dem Wert Null. Beim Vergleich der Messung mit wiederholten
Applikationen und den Referenzwerten (siehe Abbildung 5.10 c)) l&sst sich erahnen, dass
auch hier keine eindeutige Permeation stattfand. Als Vergleich ist zu erwahnen, dass bei der
Permeationsmessung mit wiederholten Applikationen in der Summe ein gesamtes Volumen
von 10 ul Nanopartikelsubstanz auf die Hautmodelle appliziert wurde. Hingegen wurde bei
der Referenz eine maximale Substanzmenge von 2 pl im Medium gemessen.

Im zweiten Ansatz sollte die erste Messung wiederholt werden. Hierfur wurde C600 und
Q525 als Nanopartikel verwendet. Aus den vorangegangenen Versuchen war bekannt, dass
FN durch das EpiDerm™ Modell permeiert. Aus diesem Grund wurde FN als
Positivkontrolle verwendet. Der Versuch wurde mit wiederholten Applikationen (5-mal in
Abstand von 24 Stunden) durchgefihrt. In der Abbildung 5.11 ist das Ergebnis zu sehen.
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a) Eine Applikation b) Wiederholte Applikationen
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Abbildung 5.10: Erste Permeationsmessung von Nanopartikeln auf EpiDerm™. In a) und b) wurde
die gemessene Fluoreszenz uber der Zeit aufgetragen. Es erfolgte ein einmaliges a) und wiederholte
b) Applikation der Nanopartikel. Das Diagramm c) stellt eine Referenz dar. Die Fluoreszenz der
Nanosubstanz wurde Uber eine Konzentration von 0,0625 bis 2 pl in 800 pl Medium aufgetragen.
Die Abkirzungen der Substanzen lauten wie folgt: CdT = Cadmium Tellurid, CQD = Carbon
Quantum Dots, Q525 = Qtracker® 525 Cell Labeling Kit, C525 = CANdot® gantum dot (CdSe
core/shell/shell) 525 nm, C600 = CANdot quantum dot (CdSe core/shell/shell) 600 nm.
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Abbildung 5.11: Zweite Permeationsmessung von Nanopartikeln auf EpiDerm™. Aufgetragen
wurde die Fluoreszenz der permeierten Substanz Uber der Zeit. Fur die Messung wurden zwei
Nanopartikel und Fluorescein Natrium (FN) als Positivkontrolle verwendet. Die Abkilrzungen der
Substanzen lauten wie folgt: C600 = CANdot quantum dot (CdSe core/shell/shell) 600 nm und Q525
= Qtracker® 525 Cell Labeling Kit.

Gerade durch den Einsatz einer Positivkontrolle ist gut zu sehen, dass die gemessenen Werte
aus der ersten Messung nahezu Null sind (siehe Abbildung 5.10 b)). FN permeiert durch das
Hautmodell und die gemessene Fluoreszenz steigt nach jeder Applikation von Tag zu Tag
an (siehe Abbildung 5.11).

Da die verwendeten Nanopartikel mit Fluoreszenz anregbar sind, konnten die histologischen
Schnitte unter dem Mikroskop analysiert werden. Die Ergebnisse aus den
Permeationsmessungen spiegeln sich sehr gut bei der mikroskopischen Betrachtung der
Proben wieder. Es ist sehr gut zu sehen, dass die Nanopartikel nahezu an der Oberflache der
Hautmodellen geblieben sind (Abbildung 5.12).

Leichte Unterschiede sind in der Menge der Substanz auf der Hautoberflache zu erkennen.
Es ist mehr Substanz auf der Oberflache bei der Messung mit wiederholten Applikationen
zu sehen als bei der einmaligen Applikation (Vergleich linke und rechte Spalte in Abbildung
5.12). Gut zu sehen ist, dass die Nanopartikel teilweise Agglomerate bildet (siehe Abbildung
5.12 a), ) und 1)).

Gerade auf der Abbildung 5.12 a) sind die griin fluoreszierenden Punkte auf der Oberflache
sehr aufféllig. Auf einigen Bilder ist zu sehen, dass an der Unterseite des Modells eine
fluoreszierende Schicht existiert. Hierbei handelt es sich nicht um Nanopartikeln. Bei der
Uberlappung ist zu sehen, dass diese Sicht von allen Fluoreszenzspektren angeregt wird
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(siehe Abbildung 5.12 d) f) h)). Es handelt sich hierbei offensichtlich um eine Gelschicht
auf der die Hautmodelle kultiviert werden.

Eine Applikation Wiederholte Applikationen

Abbildung 5.12: Fluoreszenzmikroskopische Bilder aus dem ersten Permeationsversuch mit
Nanopartikeln auf EpiDerm™ Hautmodellen. Die linke Spalte stellt die Messung mit einer
Applikation dar a) — j), die rechte Spalte die Messung mit wiederholten Applikationen k) — t). Die
Bilder mit dem schwarzen Hintergrund stellen die reinen Fluoreszenzabbildungen dar. In grau sind
die zusammengelegten Bilder aus der Fluoreszenzdarstellung und Durchlichtbild der Probe. Es
wurden fiinf verschiedene Nanopartikel untersucht. Diese sind: CdT = Cadmium Tellurid a) b) k) m),
CQD = Carbon Quantum Dots c¢) d) n) 1), Q525 = Qtracker® 525 Cell Labeling Kit e) f) 0) p), C525
= CANdot® gantum dot (CdSe core/shell/shell) 525 nm g) h) q) r), C600 = CANdot quantum dot
(CdSe core/shell/shell) 600 nm i) j) s) t).

In Abbildung 5.13 sind die Fluoreszenzbilder aus dem zweiten Permeationsversuch
dargestellt. Auch hier ist zu sehen, dass die Nanopartikel hauptsachlich an der
Hautoberflache lokalisiert sind (siehe Abbildung 5.13 a) — d)). Fluorescein Natrium ist die
einzige getestete Substanz, welche durch das Hautmodell permeiert. Diese ist auch sehr gut
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anhand der Fluoreszenzbilder zu erkennen. Das ganze Hautmodell fluoresziert griin und ist
mit der Substanz durchtrénkt (siehe Abbildung 5.13 e) f)).

Abbildung 5.13: Fluoreszenzmikroskopische Bilder aus den zweiten Permeationsversuch mit
Nanopartikeln auf EpiDerm™ Hautmodellen. Die obere Reihe a) c¢) und e) zeigt
Fluoreszenzaufnahmen und die untere Reihe b) d) und f) zeigt die Uberlappten Aufnahmen der
Fluoreszenz und Durchlichtmikroskopie. Es wurden drei Substanzen untersucht: C600 = CANdot
quantum dot (CdSe core/shell/shell) 600 nm a) b), Q525 = Qtracker® 525 Cell Labeling Kit ¢) d) und
FN = Fluorescein Natrium e) f).

Um die Morphologie der Hautmodelle zu beurteilen, wurden nach der Permeationsmessung
HE und Immunfarbungen durchgefiihrt. Anhand der HE Farbung ist die Epidermis gut
sichtbar (siehe Abbildung 5.14). Das Stratum Corneum ist in rosa bis rot gefarbt und bildet
die oberste AuBenschicht ab. Direkt unter dieser Schicht ist das Stratum Granulosum und
Stratum Spinosum in dunkel bis hell lila zu erkennen. Die Schichtdicke von Stratum
Spinosum ist bei der Messung mit wiederholter Applikation stark reduziert (siehe Abbildung
5.14 h) und 1)) bis nicht mehr vorhanden (siehe Abbildung 5.14 g) j) k) und I)). Auf der
Abbildung 5.14 g) und h) ist sehr gut ein Aufquellen des Stratum Corneum zu beobachten.
Bei der diinnen, braunen, gelben Schicht auf der Modelloberflache in der Abbildung 5.14 k)
handelt es sich sehr wahrscheinlich um die Nanosubstanz, welche bei dem Farbeprozess
nicht abgeldst wurde.
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Eine Applikation
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Abbildung 5.14: HE Farbung der EpiDerm ™ Hautmodelle nach der Permeationsmessung. Die Bilder
zeigen reprasentativ einen Abschnitt der ganzen Hautmodelle. In der oberen Reihe sind die
Farbungen nach einmaliger Applikation a) — f) und auf der untere Reihe g) — 1) die Farbungen nach
wiederholten Applikationen dargestellt. Die Hautmodelle im Bild f) und 1) wurde nicht mit
Nanopartikeln behandelt. Es wurden funf verschiedene Nanopartikel untersucht. Diese sind: CdT =
Cadmium Tellurid a) g), CQD = Carbon Quantum Dots b) h), Q525 = Qtracker® 525 Cell Labeling
Kit ¢) i), C525 = CANdot® gantum dot (CdSe core/shell/shell) 525 nm d) j), C600 = CANdot
guantum dot (CdSe core/shell/shell) 600 nm e) k).

5.3 Diskussion der Untersuchungen mit VVollhautmodellen

Heutzutage werden humane Hautmodelle als Ersatz fur Tierversuche in Medikamenten- und
Toxizitatstests fir die Pharmazie und Kosmetik verwendet [6,9,95]. Kommerziell sind auf
dem Markt schon einige Hautmodelle wie zum Beispiel EpiSkin™ (L‘Oreal), EpiDerm™
(MatTek), SkinEthik™ RHE (SkinEthic laboratories), EpiCS® (CellSystem) und SIT (Japan
Tissue Engineering Co.) erhaltlich. Hierbei handelt es sich um Hautmodelle bestehend aus
nur einem Zelltyp, der die Epidermis darstellt. Ebenso existieren auch sogenannte
Vollhautmodelle (GraftSkin®, EpiDermFT® und Pheniom®), die die Epidermis und Dermis
darstellen. Die TU Berlin hat ein Vollhautmodell entwickelt [88], welches direkt in einem
96 Well MES kultiviert werden kann. Auf Grund der geringen Grof3e dieser Modelle werden

90



5. Untersuchungen mit Hautmodellen

Materialkosten gespart und dadurch eine héhere Produktionsrate ermdglicht. In Hinblick auf
die Pharma- und Kosmetikindustrie kdnnen kleine Hautmodelle mit hohen Produktionsraten
von groBem Vorteil sein, zumal diese in Verbindung mit den 20C mit anderen Organen
kombinierbar sind.

Die im Kapitel 3.3 beschriebenen Messmethoden zur Bestimmung der Permeation wurden
hier auf kommerzielle und selbst hergestellte Hautmodelle angewendet, um deren
Permeationseigenschaften, sowie die Verstoffwechselung von Glukose und Laktat zu
untersuchen. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit ist die qualitative Verifizierung von in vitro
kultivierten Vollhautmodellen. Abgesehen von der Differenzierung der Hautmodelle zu
verschiedenen Schichten und Synthese von hauteigenen Proteinen [36,96,39] spielen die
Permeationseigenschaften eine groRe Rolle, da die Haut auch als Schutzbarriere gegen
aullere Einflusse dient [25].

Zu Beginn wurden Zellmodelle bestehend aus HaCaT-Zellen verwendet. Der Vorteil bestand
darin, dass es sich hierbei um eine etablierte Zelllinie handelt und die Verfugbarkeit
einfacher ist als bei priméren Keratinozyten. Es wurden bereits zuvor Vollhautmodelle mit
HaCaT hergestellt [38], jedoch wurde in weiteren Untersuchungen festgestellt, dass die
Zelllinie zwar differenziert, aber es nicht schafft, sich ganzlich in Haut zu entwickeln [39].
Die Struktur der Hautmodelle aus HaCaT ist unorganisiert, untypischerweise wird Keratin
Uberexprimiert und es werden keine hauttypischen Ceramide lokalisiert [97]. Aus diesem
Grund wurden die Zellmodelle aus HaCaT nur fir die Vorversuche verwendet.

Wie bereits erwéhnt, entspricht jeder Abschnitt einer Versuchsreihe bzw. einem
Versuchsansatz. Die Permeationskoeffizienten variieren von Versuchsansatz zu
Versuchsansatz. Somit ist der Vergleich zwischen den Vollhautmodellen auch nicht
konsistent. Leichte Abweichungen der Werte kdnnen auch durch in Kapitel 4.2 erwéhnten
Fehlerfaktoren entstanden sein. Nichtsdestotrotz verschafft diese Analyse einen Uberblick
zu den verschiedenen Vollhautmodellen.

Waéhrend des Projektzeitraums wurden drei verschiedene Protokolle vom Projektpartner
entwickelt. Beim Vergleich der Permeationskoeffizienten (Versuche mit FN) stellt sich
heraus, dass sich die Werte im Bereich von 2,23x108 m/s bis 5,59x10® m/s bewegen. In
Anbetracht der Tatsache, dass die Abweichungen auch durch systematische Fehlerfaktoren
in der Methode zwischen den Versuchsansdtzen entstehen konnen, ist die prozentuale
Abweichung von fast 40 % im angemessenen Rahmen (siehe Kapitel 4.2). Es ist eine
Tendenz zu erkennen, dass Vollhautmodell 2 und 3 eine bessere Barriereeigenschaft mit
einem niedrigeren Permeationskoeffizient aufweist als Vollhautmodell 1. Beim Vergleich
zu den Modellen aus HaCaT aus Kapitel 4.1 liegen diese Werte auch im selben Bereich,
91



5. Untersuchungen mit Hautmodellen

obwohl dort die Morphologie noch weniger der der Haut &hnelt. Permeationsuntersuchungen
mit Testosteron [56], Aldosteron, Hydrokortison [98] und Corticosterone [99] bei humaner
Haut weisen einen Permeationskoeffizienten in Bereich von 0,4x10°1° m/s bis 3,76x10° m/s
auf. Diese Stoffe besitzen eine ahnliche MolekulargroRe wie FN. Beim Vergleichen der
Literaturwerte mit den Werten aus den in vitro hergestellten VVollhautmodellen Iasst sich
generell sagen, dass die Barriere der entwickelten Modelle sich noch stark von der realen
Haut unterscheidet. Hier liegt ein Unterschied in der GréfRenordnung von 10 — 100 vor. Die
Barriereeigenschaften der Hautmodelle sind nicht so gut wie die der humanen Haut.

Es konnte bei den Untersuchungen mit VVollhautmodell 1 bestatigt werden, dass Stoffe mit
einem groReren hydrodynamischen Radius langsamer durch das Modell wandern als
kleinere. Die Theorie, dass groRere Molekiile Poren verstopfen und den Reibungswiderstand
erhdéhen wird [91], konnte auch hier zutreffen. Dieses wurde auch in vorangegangenen
Versuchen im Agarosegel festgestellt (siehe Kapitel 4.2).

Nun wird der Fokus auf das handelstiblichen Hautmodell EpiDerm™ gelenkt. Bei den
Permeationsversuchen mit FN ist aufgefallen, dass der Permeationswert des EpiDerm™
Modells von Matek um zwei Exponenten niedriger liegt im Vergleich zu den selbst
herstellten Modellen. Dieses Hautmodell kommt somit vom Permeationsverhalten nahezu
an das von richtiger Haut heran [56,98,99]. Ein mdglicher Grund liegt wahrscheinlich in der
Struktur der differenzierten Keratinozytenschichten. Es ist zu erkennen, dass das
EpiDerm™-Modell im Vergleich zu Vollhautmodell 3 eine dichtere Keratinozyten-Struktur
aufweist (vergleiche Abbildung 2.5 links mit Abbildung 5.6), welches sich im
Permeationsverhalten widerspiegelt. Jedoch handelt es sich beim EpiDerm™ nicht um ein
Vollhautmodell.

In einem weiteren Versuch sollte mit Vollhautmodell 3 untersucht werden, ob die
Permeation sich wéhrend der Hautmodellkultur &ndert. Hierbei ist gut zu sehen, dass die
Permeation mit fortschreitender Kulturdauer abnimmt. Vergleicht man den abnehmenden
Permeationskoeffizienten mit den histologischen Schnitten (siehe Abbildung 5.5 und
Abbildung 5.6), so ist zu erkennen, dass sich die Keratinozyten zur Hornhaut differenzieren.
Dadurch wird eine Barriere aufgebaut, welche die Diffusionsgeschwindigkeit von FN
reduziert. Die Barriereneigenschaften der VVollhautmodelle verschlechtern sich wéhrend der
Kultivierung im 20C. Bei der histologischen Auswertung war ersichtlich, dass die
Epidermisschicht verschwindet. Die Ursache hierfur liegt in der Kultivierung im 20C. Es
wurde beobachtet, dass die Vollhautmodelle mit Medium uberschwemmt waren, somit
erfolgte die Kultivierung nicht in einer Luft-Flissigkeitsphase. Da die Oberflache des
Vollhautmodells standig in Flissigkeit stand, wurde diese aufgeweicht.
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Anhand dieses Versuches mit Vollhautmodellen konnte gezeigt werden, dass die
Messmethode vielversprechend ist, die Permeation wahrend der Kultivierung von
Vollhautmodellen zu beurteilen. Diese kdnnte fur die Herstellung von Hautmodellen eine
maogliche zuséatzliche Qualitatskontrolle darstellen. Eine derzeit hdufig eingesetzte Methode,
die Qualitat von Hautmodellen zu prufen, ist die TEER (trans-epithelial electric restistance)
Messung [100-102]. Hierbei wird der elektrische Widerstand des Hautmodells bestimmt.
Vom Projektpartner wurden die TEER Werte des VVollhautmodells 3 bestimmt [103] und es
wurde festgestellt, dass die Streuung der Messwerte sehr hoch waren. Ein méglicher Grund
liegt bei der Grolie des Kultivierungssystems. Kleinere Abweichungen wurden beim MES
mit groRerem Durchmesser beobachtet. Hier scheint die Permeationsbestimmung eine
geeignetere LOsung zu sein, da die Streuung hier geringer ist. Jedoch missen auch bei dieser
Methode die Vollhautmodelle abgeschlossen auf der Membran liegen, da die Substanz sonst
vorbeidiffundiert.

Ein Problem bei der Vollhautmodell-Kultivierung war die Kontraktion. Die Modelle zogen
sich im Laufe der Kultivierungszeit zusammen, wodurch die Membranflache nicht mehr
abgedeckt ist (siehe Abbildung 5.15). Eine mégliche Ursache fir die Kontraktion sind die
Fibroblasten in den Vollhautmodellen. Es ist ein bereits bekanntes Ph&nomen, dass
Fibroblasten in Kollagen kontrahieren [104-106]. Diese Zellen sind in der Haut auch
verantwortlich fir die Narbenbildung.

Es konnte beobachtet werden, dass die Fibringelversiegelung eine leichte Verbesserung
verschafft und die Kontraktion teilweise reduziert. Auch wurde herausgefunden, dass die
Kontraktion abh&ngig ist vom Spender der Zellen.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass der systematische Fehler bei einige
Versuchsdurchfiihrungen mit bis zu 85 % Abweichung sehr hoch ist. Jedoch ist zu betonen,
dass in der Regel der systematische Fehler sich zwischen 18 % bis 61 % bewegte. Der Grund
fur diese Abweichung liegt, wie schon erwahnt, bei der Kultur der Vollhautmodelle. Die
Generierung der Vollhautmodelle erfolgte ber eine Kultivierungszeitraum von bis zu 41
Tagen. Hierbei handelt es sich um lebendige Organismen, die die Entwicklung der Modelle
beeinflussen. Angefangen bei der Aussat der Zellen und der Beimpfung der Matrizen kann
nicht garantiert werden, dass dieselbe Zellkonzentration in jedem Modell existiert. Weitere
Fehlerfaktoren sind die erwahnten Kontraktionsprobleme und kleine systematische
Abweichungen in dem 20C, in dem die Permeationsversuche durchgefihrt wurden.
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Abbildung 5.15: Kontraktion der Vollhautmodelle in einen 96 Well MES. Dargestellt ist ein 96
Transwell® Streifen, worin die Vollhautmodelle kultiviert sind. Die Aufnahme erfolgt von unten. Zu
sehen ist, dass die VVollhautmodelle nicht mehr die Membranoberflache bedecken und sich im Laufe
der Kultur kontrahiert haben. (Rote Pfeile zeigen die Kontraktionsrichtung)

AnschlieBend wurden der Glukoseverbrauch und die Laktatproduktion an VVollhautmodell 3
an drei verschiedenen Kultiverungspunkten bestimmt. Hierbei war auffallig, dass die
Glukoseverbrauchsrate immer niedriger war als die Laktatproduktionsrate. Es wurde
vermutet, dass die Zellen zusatzlich eine andere C-Quelle verbrauchen als Glukose. Bei einer
weiteren Analyse des Aminosédurengehalts im Medium wurde festgestellt, dass das Glutamin
wéhrend der Kultur abnimmt. Es ist moglich, dass die Energiegewinnung teilweise Uber die
Glutaminolyse stattgefunden hat. Es ist bekannt, das Fibroblasten auch Glutamin
verstoffwechseln und es wird vermutet, dass die Epidermis bei Heilungsprozessen ebenso
dieses Protein aufnimmt [83]. Eine Erkl&rung flr den Effekt des hoheren Glukoseverbrauchs
am Ende der Kultivierung ist nicht trivial. Eine Begrindung kénnte darin liegen, dass der
Metabolismus sich wahrend der Kultur umstellt und die Zellen eher den Weg der Glykolyse
bevorzugen als der Glutaminolyse. Ein anderer naheliegender Grund kann auch sein, dass
diese Abweichung durch Messfehler entstanden sind. Dies bendtigt noch genauere
Untersuchungen. Jedoch scheint diese Methode sehr vielversprechend zu sein. Anhand der
Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsdaten konnen sehr gute Vorhersagen getétigt
werden, wann das Substrat verbraucht wird oder das Medium gewechselt werden muss.
Gerade im 20C bzw. anderen ,,Organ on a chip“-Systemen sind diese Information und
Abschétzung sehr wichtig flr die Kultur von Organismen. Des Weiteren kann man mittels
dieser Messmethode auch die Konzentrationen von anderen Substanzen bestimmen, welches
fur die Substanzapplikation eine wichtige Rolle spielt.

Im letzten Versuch wurden Nanopartikel auf die handelstiblichen EpiDerm™ Modelle
appliziert, um zu untersuchen, ob hier eine Permeation stattfindet. Die verwendeten
Nanopartikeln in dieser Arbeit besitzen eine GroRenordnung zwischen 2 bis 10 nm. Da diese
Partikel kleiner als 20 nm sind besteht die Mdglichkeit, dass sie in die Haut permeieren [15].
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Anhand der Ergebnisse der Permeationsmessung konnte kein eindeutiges Durchdringen der
Nanopartikel durch das Hautmodell detektiert werden. Es ist jedoch bekannt, dass QDots
durch die Haut wandern konnen [107]. Dieses kann hier nicht eindeutig bestatigt werden.
Durch die Fluoreszenzmessung mit einer Verdiinnungsreihe der Nanopartikel ist zu sehen,
dass die Messbarkeit ungefahr bei 1,23 % des maximal applizierten Volumens der
Substanzen liegt. Das heildt die Konzentration unterhalb dieses Volumens kann nicht
eindeutig detektiert werden. Somit kann es sein, dass geringe Nanopartikelmengen durch
das Hautmodell permeieren, was leider nicht von der Messmethode erfasst werden kann. Ein
ahnliches Phanomen ist bei der Messung von Rayman-Rasmussen et. al. in einer
Franzdiffusionszelle mit QDot festgestellt worden [108]. Der Grund hierfir liegt an der zu
schwachen Fluoreszenz der Substanz bei geringer Konzentration. Mit Hilfe der Kryoschnitte
nach der Messung konnen die fluoreszierenden Nanopartikel mit dem
Fluoreszenzmikroskop lokalisiert werden. Diese Methode eignet sich gut, um die Verteilung
der Nanopartikel auf der Hautmodelloberflache zu visualisieren. Auch hier konnte keine
eindeutige Permeation der Nanopartikel festgestellt werden. Mit der HE Féarbung koénnen
morphologische Anderungen der Hautmodelle sichtbar gemacht werden. Hier ist gut zu
erkennen, dass die Hautmodelle im Langzeitversuch bei einigen Nanopartikeln stark
aufquellen und morphologisch anders aussehen als die unbehandelte Probe. Auch der
Vergleich zwischen einer Applikation und wiederholten Applikationen wiesen Unterschiede
auf. Die lila geférbte Zellschicht verschwindet beim langeren Versuch. Ein méglicher Grund
liegt an der langeren Kulturdauer, wodurch die Zellschicht verhornt und verschwindet.
Auffallend ist auch, dass das Modell bei CAT und CQD aufgequollen ist. Diese
Nanopartikeln wurden in destilliertem Wasser gel6st, was vielleicht die Ursache fir das
Quellen ist. Die hier genutzte Methode (Fluoreszenzmikroskopie und HE Férbung) eignet
sich sehr gut in Langzeitversuchen den Einfluss von Nanopartikeln auf der Haut zu
untersuchen. Hier liegt der Vorteil, wie bereits erwahnt, darin, dass in einem kleinen System
gearbeitet wird und somit weniger Material bendtigt wird und daraus resultierend weniger
Kosten anfallen.
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Mit Hilfe der numerischen Simulation soll die Messmethode unterstitzt werden. Diese soll
die Diffusionskoeffizienten in situ errechnen, welche nicht trivial rechnerisch zu ermitteln
sind. Des Weiteren wird die Simulation genutzt, um Messergebnisse vorauszusagen.
Verschiedene physikalische Effekte sollen mit Hilfe der Simulation numerisch quantifiziert
werden.

6.1 Ergebnis der numerischen Simulation

Im folgenden Kapitel wird zunéchst die Simulation des MES genauer analysiert. Hierbei
wird die Permeation von verschiedenen Partikelgroen simuliert und anhand von FN wird
beispielhaft eine Langzeitsimulation durchgefiihrt. Anschlielend werden die physikalischen
Vorgange bei der Permeation von verschieden grofen MES untersucht. Es folgen dann die
Simulationen der 20C Versuche und mit VVollhautmodel 3. Zum Schluss folgt die Simulation
der Verstoffwechselung von Glukose und Laktat im MES.

Simulation des Permeationsversuchs im MES

Mit COMSOL Multiphysics wurde der Permeationsversuch im 96 Well MES simuliert. Die
Diffusionskoeffizienten wurden mit dem ,,Optimization* Modul ermittelt. In der Tabelle 6.1
sind die Parameter der optimierten Diffusionskoeffizienten, Anzahl der Proben und die
daraus resultierenden Standardabweichungen aufgelistet. Es ist zu sehen, dass die
Diffusionskoeffizienten die gleiche Tendenz aufweisen wie die Permeationskoeffizienten.
Der Wert nimmt mit groer werdendem Molekulargewicht ab. Bei FN liegt der
Diffusionskoeffizient bei einem Wert von 1,94x102° m?/s und sinkt bis auf einen Wert von
0,14x101° m?/s bei FD40.000 (vergleiche mit Tabelle 4.3). Da jeder Wert simuliert wurde,
konnte eine Standardabweichung ermittelt werden. Diese liegt bei einem Wert zwischen 0,02
bis 0,34x102° m?/s.

Die Anpassung der Diffusionskoeffizienten tber die Simulation erfolgte mit Messdaten. Um
zu prifen, ob die ermittelten Koeffizienten mit dem Experiment tibereinstimmen, wurde der
Versuch aus Kapitel 4.1 c) simuliert. Die Diagramme in der Abbildung 6.1 zeigen den
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Vergleich zwischen experimentellen und simulierten Ergebnissen. Zu erkennen ist, dass bei
den Substanzen FN und FD 4000 noch recht gute Ubereinstimmungen zwischen den
experimentellen und simulierten Werten existieren (siehe Abbildung 6.1 a) und b)). Die
experimentellen Werte (schwarze Punkte) liegen nahezu auf dem simulierten Graphen (rote
Linie). Die Ubereinstimmungen zwischen Experiment und Simulation nimmt bei
Substanzen mit groReren Molekilen ab (siehe Abbildung 6.1 c¢) — e)). Entgegen der
Annahme der Fickschen Diffusion nimmt die Permeation der experimentellen Werte im
Verlauf schneller zu und flacht friiher wieder ab. Die Substanzen permeieren somit anfangs
schneller durch das Agarosegel und die Diffusion nimmt im Laufe des Versuches schneller
wieder ab. Beim Vergleich der ermittelten Permeationskoeffizienten zwischen Experiment
und Simulation gab es eine Anpassgute von 0,99 fur FN, 0,97 fur FD 4000, 0,74 fur FD 10
000, 0,92 fur FD 20 000 und 0,78 FD 40 000. Die Anpassglte spiegelt hier die
Beobachtungen wieder. Generell beschreibt die Simulation die experimentellen Werte bei
kleineren Molekulen besser als bei groRen. Eine Ausnahme ist hier FD 20.000.

Tabelle 6.1: Diffusionskoeffizient aus der Simulation mit Parameteroptimierung. Es wurden die
Werte aus dem Permeationsversuch in Tabelle 4.3 verwendet.

. . .. STABW
Permeat  Diffusionskoeffizient [x1071°m?/s] 0 Anzahl der Proben [N]
[x101%m/s]

FN 1,94 0,34 1x3
FD4.000 0,65 0,12 1x3
FD10.000 0,22 0,02 1x3
FD20.000 0,29 0,04 1x3
FD40.000 0,14 0,02 1x3

Eine visuelle Darstellung der Simulation ist in der Abbildung 6.2 zu sehen. Die
Konzentrationsabnahme von FN im Donator zu drei verschiedenen Zeitpunkten wurde
farblich visualisiert. Zunéchst befindet sich 0,1 mg/ml FN im Donator (siehe Abbildung 6.2
links, 0,28 h in rot). An den Donator grenzt das konkav geformte Gel, worin sich eine
Konzentrationsbarriere bildet. In dunkel blau ist der Akzeptor, also das Volumen in der
receiver Platte, zu sehen. Uber die Zeit (siehe 10 h und 20 ) verandert sich der Farbverlauf
Uber griin gelb auf turkis, was eine Konzentrationsabnahme von FN. visualisiert (siehe
Abbildung 6.2 Farbskala). Es ist auch zu erkennen, dass die Konzentrationsbarriere im Gel
sich weiter nach unten verlagert und an Kontrast abnimmt.
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Abbildung 6.1: Vergleich der experimentellen Daten aus dem Permeationsversuch in einem 96 Well
MES mit der Optimierungssimulation. Untersucht wurden verschiedene Substanzen durch 2 %
Agarosegel: a) Fluorescein Natrium (0,1 mg/ml), b) FD 4 000, c) FD 10 000, d) FD 20 000 und €)
FD 40 000 (4 mg/ml) (FD = fluorescein isothiocyanate-dextran).
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Eine Grundidee der Simulation bestand darin, einen Langzeitversuch vor der
experimentellen Umsetzung zunachst numerisch durchzufiihren. Anhand von FN wurde der
Permeationsversuch in  Langzeit durchgefihrt, um zu prifen, wann ein
Konzentrationsausgleich eintritt. In der Simulation wurden Messsonden im Akzeptor und
Donator definiert, welche die Mittelwerte der Konzentration uUber die Zeit ermitteln. In
Abbildung 6.3 ist die Simulation der Permeation von FN durch Agarosegel in einem
Zeitrahmen von bis zu 80 Stunden zu sehen. Die Donatorkonzentration liegt zum Zeitpunkt
0 h bei einem Wert von 0,26 mol/m? (0,1 mg/ml) und nimmt tiber die Zeit kontinuierlich ab,
wahrend die Konzentration im Akzeptor zum Zeitpunkt 0 h bei 0 mol/m? liegt und mit der
Zeit zu nimmt. Bei ungeféhr 80 h erreichen die Konzentrationen ein Gleichgewicht bei
einem Wert von 0,05 mol/m? (0,02 mg/ml).

0.28 h 10 h 20 h

0,25
80202
0,15 8
0,10 |
0.05 :
0

Abbildung 6.2: Simulation der Diffusion von Fluorescein Natrium (0,1 mg/ml) durch 2 % Agarosegel.
Dargestellt ist die Konzentrationsverteilung in einem 96 Well MES (1/4 der Geometrie) zu den
Zeitpunkten 0,28 h, 10 h und 20 h.

[cwu/jowr] wonenuaz

2 mm
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Abbildung 6.3: Donator- und Akzeptorkonzentration ber die Zeit bei einer Simulation von FN
(0,2 mg/ml) durch 2 % Agarosegel in einem 96 TW System.

Simulation der Diffusion in verschieden grolien MES

Im Kapitel 4 wurde festgestellt, dass die GroRe des MES einen Einfluss auf die
Permeationsgeschwindigkeit besitzt. Dieses Phanomen soll mit Hilfe der Simulation genauer
untersucht werden. Hierflir wurde der Permeationsversuch mit FN durch 2 % Agarosegel in
einem 12 und 96 Well MES simuliert. In Abbildung 6.4 ist die Konzentration im Akzeptor
der beiden Well-GroRen Uber der Zeit dargestellt.

Beide Graphen zeigen unterschiedlich steile Anstiege der Konzentration. Auf Grund
verschiedener Volumina erfolgt der Ausgleich auch bei verschieden hohen
Akzeptorkonzentrationen, 0,057 mol/m? fur 12 Well MES und 0,047 mol/m? fiir 96 Well
MES. Die Gleichgewichtskonzentration wird in beiden Féllen nach ungeféhr 80 h erreicht.
Die Permeation in dem 96 Well MES erfolgt somit mit einer leicht erhéhten Beschleunigung
im Vergleich zu 12 Well MES. In Kapitel 4.2 wurde vermutet, dass ein
Konzentrationsgradient im System flr diesen Unterschied verantwortlich ist. In der
Simulation wurde hierfir die Konzentrationsverteilung zwischen Boden und Membran
untersucht.
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Abbildung 6.4: Simulation des Permeationsversuchs mit FN (0,1 mg/ml) durch 2 % Agarosegel in
einem 12 und 96 Well MES. Die gemittelte Akzeptorkonzentration ist iber der Zeit aufgetragen.

Es wurden die simulierten Konzentrationsverlaufe tber die Bodenlédnge zu verschiedenen
Zeitpunkten aufgetragen. Die Bodenlénge ist die Strecke vom Mittelpunkt des MES zum
Rand. Die Hohe dieses Strahles wurde bei 0,5 mm Uber der Bodenfléche definiert. In beiden
Diagrammen (siehe Abbildung 6.5 a) und b)) nimmt die Konzentration zu jedem
dargestellten Zeitpunkt vom Mittelpunkt zum Rand ab. Der Verlauf der Kurve ist in dem 96
Well MES weniger steil im Vergleich zum 12 Well MES. Daraus resultiert ein geringerer
Konzentrationsausgleich im 96 Well MES, wodurch die Diffusionsgeschwindigkeit
reduziert wird. In dem 12 Well MES ist ein groRerer Gradient zwischen Mitte und Rand des
TWs zu sehen. Hier verteilt sich die Substanz schneller im System. Dieser Sachverhalt ist
auch aus der vorangegangenen Untersuchung sehr gut ersichtlich. Der
Permeationskoeffizient im 96 Well MES war niedriger als im 12 Well MES (siehe Tabelle
4.1).
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Abbildung 6.5: Konzentrationsverlauf tber die Bodenlange zu verschiedenen Zeitpunkten in einem
a) 96 Well MES und b) 12 Well MES System. Der Bodenlange ist 0,5 mm ber der Bodenflache und
von Rand zu Mittelpunkt (0 mm) definiert (siehe rechts). Es wurde der Permeationsversuch mit
0,1 mg/ml FN. durch 2 % Agarose simuliert.

Simulation der Permeationsversuche im 20C

Im Folgenden sollen die Permeationsversuche im 20C mittels COMSOL Multiphysics
simuliert werden. Hierfiir wurde die Fluidsimulation im Kanal mit der Diffusionssimulation
gekoppelt. In der Abbildung 6.6 ist das Ergebnis dargestellt. Die roten Pfeile beschreiben
die Richtung der Konzentrationsgradienten. Es ist zu erkennen, dass, wie erwartet, FN vom
Akzeptor durch das Gel in den Flusskanal permeiert und sich in Flierichtung (im
Uhrzeigersinn) bewegt. Die Stromungslinien sind in Weil dargestellt und veranschaulichen
die Bewegung des Fluids. Zusétzlich sieht man am Boden des Flusskanals farblich die

102



6. Numerische Simulation

Konzentration der Substanz. Die Konzentration sammelt sich zu Beginn der Simulation
(100 s) direkt unter dem Gel, welches an Hand der Rotfarbung gut sichtbar ist.

A 001 g
3 x10°
mol/m i35

-50 5.73
10 v 5.73x10°3

Abbildung 6.6: Simulation des Permeationsversuchs von FN durch Agarosegel in 20C. Rote Pfeile:
Diffusionsgeschwindigkeit; weille Linien: Fluidstrdmung (hach 100 s).

Zur Validierung wurde die Simulation mit den Ergebnissen aus den Permeationsversuchen
aus Kapitel 4.1 verglichen. In Abbildung 6.7 sind die experimentellen und simulierten
Ergebnisse aus dem 20C Versuch in einem Diagramm dargestellt. Es wurde die
Konzentration uUber der Zeit auf einem Diagramm dargestellt, wobei die Simulation mit und
ohne Fluidfluss durchgefiihrt wurde. Die Flache zwischen diesen beiden Verlaufen wurde
grau unterlegt (siehe Abbildung 6.7). Beim Vergleich zwischen Simulation und Experiment
ist zu sehen, dass fast alle Werte in der grauen Fl&che liegen. Der Messwerte von 20C 7
liegen geringfugig aullerhalb des Simulationsbereiches. Nichtdestotrotz kann gesagt werden,
dass die Simulation die Diffusionsvorgange im 20C in einem bestimmten Bereich abdecken
kann.
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Abbildung 6.7: Simulation des Permeationsversuchs mit FN durch 2 % Agarosegel mit und ohne
Fluidfluss und Vergleich zu den Versuchswerten in sieben 20C Kreislaufen.

Parameteroptimierung im 20C

Es wurde nun gezeigt, dass es moglich ist, die Permeation sowie die Fluidstromung in einem
20C zu simulieren. Des Weiteren wurde herausgefunden, dass eine Parameteroptimierung
in einem 96 Well MES durchfuhrbar ist, um die Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Im
Folgenden sollen die Diffusionskoeffizienten aus dem Versuch mit VVollhautmodell 3 (siehe
Kapitel 5.1) nummerisch ermittelt und mit den experimentellen Ergebnissen verglichen
werden. Im Vergleich zur Parameteroptimierung des 96 Well MES sind hier mehrere
physikalische Parameter zu simulieren. Hierfur nimmt die Simulationszeit enorm zu (fast
zehnfach so lang). Aus diesem Grunde wurde nur der Mittelwert aus dem Versuch im Kapitel
5.1 fur die Parameteroptimierung genutzt.

Ein Diffusionskoeffizient von 20,45x10'' m?s wurde mit der Simulation fir das
Vollhautmodell in submerge Kultur angepasst. Der Wert sinkt am Tag 19 auf 4,41x10* m?/s
ab. Nach einer Woche Kultur wurde ein Diffusionskoeffizient von 2,55x101* m?/s ermittelt,
welcher am Tag 29 etwas ansteigt auf einen Wert von 2,88x1071* m?/s. Der Koeffizient sinkt
weiter ab bis auf einen Wert von 1,65x10*' m?/s am Tag 43. Ahnlich wie bei den
Permeationskoeffizienten (siehe Tabelle 5.4) konnte hier ein proportionales Verhalten der
Kultivierungsdauer zu den Diffusionskoeffizienten beobachtet werden. Mit zunehmender
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Kultivierungsdauer nahmen die Diffusionskoeffizienten ab. Es wurden die Anpassgiten
ermittelt, um die Simulation zu quantifizieren. Die Anpassgute besitzt am Tag 12 einen Wert
von -19,15. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der Mittelwert in diesem Fall die
experimentellen Werte besser beschreibt als die Simulation. Je langer die Kultur des
Vollhautmodells fortschreitet, desto besser wird die Anpassglte und der Parameterwert ist
ungeféhr 1. Am Tag 43 liegt der Wert bei 0,98. Somit lasst sich schlussfolgern, dass die
Simulation sich an die experimentellen Werte anndhert und sich immer besser an die
experimentellen Werte anpasst. Der Zusammenhang zwischen Experiment und Simulation
wurde auf Abbildung 6.8 beispielhaft dargestellt. Es ist gut zu erkennen, dass die Simulation
im Versuch am Tag 19 die Messwerte nicht trifft. Die Kurve fangt viel flacher an und steigt
rapide an. Am Tag 43 ist eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen experimentellen
Messwerten und Simulation zu erkennen.

Tabelle 6.2: Diffusionskoeffizient aus der Parameterioptimierung und die Anpassglte. Es wurden
die Werte aus dem Permeationsversuch mit Vollhautmodel 3 verwendet.

Zeit Diffusionskoeffizient Anpassgute
[x10"m/s] 1
12 Tage (submerge, ohne Fibrin) 20,45 -19,15
19 Tage (submerge) 4,41 0,32
26 Tage (air lift) 2,55 <0,01
29 Tage (air lift) 2,88 0,49
36 Tage (air lift) 2,66 0,83
43 Tage (air lift) 1,65 0,98
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Abbildung 6.8: Vergleich der Simulation und Permeationsversuche. Das Diagramm zeigt die
Donatorkonzentration Uber der Zeit. Die Permeation von FN durch Vollhautmodel 3 am
Kultivierungstag 19 und 43 wurden beispielhaft dargestellt. Die Diffusion wurde mit der
numerischen Simulation angepasst.

Simulation des Glukoseverbrauchs und der Laktatproduktion im 96 Well MES

In vorangegangenen Experimenten wurde der Glukoseverbrauch und die Laktatproduktion
von einem Zellmodel in 96 Well MES bestimmt (siehe Kapitel 4.1). Hierfiir wurden die in
Tabelle 4.6 dargestellte Glukoseverbrauchsraten und Laktatproduktionsraten in die
chemische Reaktion integriert. In Abbildung 6.9 sind die experimentellen Werte und die
Simulation in einem Diagramm aufgetragen. Es ist zu beobachten, dass der Verlauf der
simulierten Graphen sich &hnlich verhélt wie die experimentell ermittelten Werte. Die
Glukosekonzentration nimmt (iber die Zeit ab und die Laktatkonzentration zu. Auffallend
ist, dass die Versuchsdaten etwas hoher liegen als die Simulierten. Der Offset betrégt
zwischen Simulation und Experiment einen Wert ungefahr 1,07 — 1,08 mol/m?3. Letztendlich
kann gesagt werden, dass die Simulation die experimentellen Werte recht gut darstellen kann.
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Abbildung 6.9: Simulation des Glukoseverbrauchs und Laktatproduktion eines Zellmodells in einem

96 Well MES. Fir die Simulation wurden aus dem Experiment ermittelte Verbrauchs- und
Produktionsraten verwendet.

6.2 Diskussion der Simulation

Bisher wurde in Kapitel 4 und 5 Uber Permeation gesprochen. Dieser Parameter ist eine
vereinfachte Darstellung der Diffusion, da die Stoffwanderung nur tber das gesamte System
hinweg betrachtet wird. Die Diffusion wird im 20C von mehreren Parametern beeinflusst
und lasst sich nicht trivial mit einer Formel geometrisch annéhern [55]. Aus diesem Grund
wurde eine Simulation zum Versuch durchgefiihrt. Diese soll den Diffusionskoeffizienten
mittels Parameteranpassung annahern. Des Weiteren soll die Simulation ermdéglichen, das
physikalische Verhalten des Versuches besser zu untersuchen und auch Parameter zu dndern,
ohne das Experiment wiederholen zu miissen. Durch die Modularitat der Simulation kénnen
die ermittelten Parameter aus dem Versuch auch auf ein komplexeres Problem tbertragen
werden.

Mit Hilfe der Parameteranpassung kann Uber die Simulation der Diffusionskoeffizient aus
den Permeationsversuchen im MES ermittelt werden. Bei kleinen Molekulargewichten von
376 MW (FN) bis 4.000 MW (FD4.000) konnte eine gute Ubereinstimmung von
experimentellen Daten und Simulation identifiziert werden. Bei groReren Molekulen weicht
die Simulation von den experimentellen Werten ab. Wie bereits in Kapitel 4.2 erwahnt,

kdnnen die langkettigen Polysaccharide die Poren des Gels verschlieBen und damit die
107



6. Numerische Simulation

Reibung erhdhen [91]. Dieser Effekt fuhrt zu einer anormalen Diffusion [77], welche nicht
mit dem herkdmmlichen Fick‘schen Gesetz beschrieben werden kann. Bei der
Parameteranpassung von Vollhautmodell 3 konnten dhnliche Effekte beobachtet werden.
Hier permeiert FN schneller durch das noch nicht voll ausgebildete Hautmodell als durch
das differenzierte. Eine mdgliche Ursache hierfiir konnte an dem Permeationsversuch im
20C liegen. Die Permeation wurde in einem durchstromten System gemessen. Die
Fluidstromung kann die Permeation der Substanz beschleunigen, wodurch ebenso eine
anormale Diffusion auftritt.

Ein Ansatz, die Simulation auch an die anormale Diffusion anzupassen, ist es, die Gleichung
basierend auf dem Fick‘schen Gesetz wie folgt zu erweitern:

D(t) = K, t% 1
6.1

a ist der anormale Diffusionsexponent. Ist dieser Wert grofer als Eins, so handelt es sich
hier um eine Superdiffusion. Bei einem Wert Kleiner als Eins ist es eine Subdiffusion (siehe
Abbildung 2.10). K,ist eine Konstante, welche die Diffusion im normalen Zustand (a = 1)
beschreibt [55,109]. Integriert man diese Gleichung in die Simulation, so kann auch die
Diffusion von groReren Partikeln angepasst werden. In Abbildung 6.10 ist ein Beispiel mit
FD40.000 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass die Simulation mit anormaler Diffusion die
experimentellen Daten besser beschreibt als die normale Diffusion nach dem Fick‘schen
Gesetz. Ein Nachteil dieses Ansatzes ist, dass zwei Parameter mit Hilfe der Simulation
angepasst werden missen, wodurch sich die Rechenzeit fast verdoppelt.

Ein weiterer interessanter Punkt flir Anwendung von Simulationen ist das Analysieren von
physikalischen Phdnomenen im Experiment. In den Versuchen wurde festgestellt, dass die
Permeation von FN im 12 Well MES schneller verlauft als im 96 Well MES (siehe Kapitel
4.1). Eine Vermutung fir diesen Unterschied ist die Geometrie und damit
zusammenhdangende Konzentrationsverteilung im System. Mit Hilfe der Simulation konnte
genau diese Vermutung bestatigt werden. Es war moglich, die Konzentrationsverteilung an
verschiedenen Positionen im System zu betrachten, um dadurch festzustellen, dass die
Konzentration im grofReren System sich schneller verteilt als im kleineren System. Man
sollte jedoch immer im Hinterkopf behalten, dass die Simulation einen Idealzustand abbildet.
In der Realitdt konnten weitere Nebeneffekte auftauchen, die in der Simulation nicht
berucksichtigt werden.
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Abbildung 6.10: Simulation des Permeationsversuchs mit FD40.000 durch 2 % Agarosegel. Es
wurde mit der Diffusion nach Fickschem Gesetz simuliert (schwarze Linie) und mit der anormalen
Diffusion (rote Linie).

Des Weiteren ist es moglich, mit Hilfe der Simulation Langzeitergebnisse vorherzusagen.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte ermittelt werden, dass Permeationsuntersuchungen mit
einer Versuchsdauer von 5 Stunden ausreichend waren, um die Diffusionskoeffizienten zu
ermitteln. Aus einem Permeationsversuch mit 0,1 mg/ml FN durch 2 % Agarosegel hat sich
ergeben, dass sich ein Gleichgewichtszustand nach ungeféhr 3 Tagen einstellt. Der Versuch
wurde anschlieBend in der Simulation durchgefuhrt. Hier wurde eine Zeit von 3,33 Tage
ermittelt, bei einer Rechenzeit von ungeféhr 20 — 30 min. Somit liegen Versuch und
Simulation in &hnlicher GrolRenordnung. Es konnte anhand dieses Beispiels gezeigt werden,
dass mit Hilfe der Simulation die Versuchsdauer reduziert werden kann. Es ist moglich,
kurze Versuche durchzufiihren, um Startparameter fur die Simulation zu generieren und
diese dann zu benutzen, um Langzeitversuche zu simulieren.

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit ist die Erweiterung der Simulation auf ein
komplexeres System. Auf Grund der Modularitat von COMSOL Multiphysics konnte die
Simulation im MES auf dem 20C erweitert werden. Es wurden die ermittelten
Diffusionskoeffizienten aus dem MES Versuch (mit FN durch 2 % Agarosegel) in die 20C
Simulation bernommen und das Ganze mit dem Fluidfluss-Modul erweitert. Hier sind
Abweichungen zwischen Experiment und Simulation zu erkennen. Es wurde festgestellt,
dass die experimentellen Werte generell unter dem simulierten Konzentrationsverlauf liegen
(siehe Abbildung 6.7). Eine mogliche Ursache liegt darin, dass in Simulationen immer
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Vereinfachungen getroffen werden. Der Fluidstrom wurde als konstant angenommen. Im
20C Kanal flieft jedoch der Fluidstrom pulsartig und es wurde in VVorversuchen gezeigt,
dass zeitweise auch ein kurzer Ruckfluss existiert [45]. Diese Fluidcharakteristik kann die
Ursache daflr sein, dass der Substanztransport im realen System etwas langsamer verlauft
als in der Simulation. Eine zweite Ursache flr die Abweichung liegt méglicherweise auch
darin, dass die Simulation von einer idealen Diffusion und idealem Fluss ausgeht. In der
Realitat hat jeder 20C leichte Abweichungen auf Grund der teilweise héndischen
Anfertigung und weicht somit von dem Idealzustand ab. Nichtdestotrotz liegen die
Versuchswerte im Bereich der Simulation.

Die Simulation der Permeationsversuche im MES wurde mit den experimentellen Werten
verglichen (siehe Abbildung 6.1). Dieses stellt jedoch in diesen Fall keine direkte
Validierung dar. Wegen der Parameteroptimierung wird ein Wert mittels der Simulation an
das experimentelle Ergebnis angepasst. Das heil3t, dass die Ausgabedaten aus der Simulation
von den Eingabedaten des Versuchs abhdngig sind. Wirde man die Simulation mit dem
Versuch vergleichen, so entsteht ein sogenanntes ,,double validation problem* [110],
wodurch man quasi die Simulation mit sich selbst validiert. In dem Fall, wo die Simulation
des 20C mit den experimentellen Werten verglichen wurde (siehe Abbildung 6.7), handelt
es sich um eine indirekte Validierung. Es wurde ein Permeationsexperiment durchgefihrt,
mit Hilfe der Daten wurde der Diffusionskoeffizient simuliert. Diese Werte wurden dann auf
eine komplexere Simulation mit 20C Ubertragen und anhand eines weiteren Versuches
wurde anschlieend die Simulation verglichen (siehe Abbildung 6.11). Da hier eine
Transformation der Simulation stattgefunden hat, welche mit einem weiteren Versuch
verglichen wurde, kann hier von einer Validierung gesprochen werden.
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Abbildung 6.11: Indirekte Validierung der Diffusions- und Stromungssimulation im COMSOL
Multiphysics. (1) Aus einem Permeationsversuch im Transwell System wurden experimentelle
Daten ermittelt. (2) Mit Hilfe der Simulation wurde ein Diffusionskoeffizient optimiert. (3) Dieser
Koeffizient wurde in die Simulation des 20C tbernommen. (4) Es wurden Permeationsversuche im
20C durchgefihrt. (4) Fur die indirekte Validierung wurde der experimentelle Wert der 20C mit der
Simulation verglichen.

Im letzten Schritt wurde der Metabolismus im 96 Well MES simuliert. Hierflir wurden die
Geometrie und die ermittelten VVersuchsparameter direkt in die Simulation integriert. Der
leichte off-set zwischen der Simulation und den experimentellen Werten kommt
wahrscheinlich durch leichte Abweichungen in der Konzentration der Substanzen zustande.
Ursache hierfir konnten Ungenauigkeiten beim Pipettieren oder auch Ansetzen der
Substanzen sein. AulRerdem kénnen Abweichungen in den Zellmodellen bestehen, was die
Schwankungen der Messerergebnisse verdeutlicht. Beim Glukosegehalt des Mediums wurde
die Herstellerangabe verwendet, auch hier kdnnen Ungenauigkeiten und Abweichungen
auftreten. Des Weiteren kann auch die Simulation das Problem sein, da sie von einem
Idealzustand ausgeht und in der Realitdt noch weitere unbekannte Randbedingungen
existieren. Nichtsdestotrotz gibt es eine recht gute Ubereinstimmung zwischen Simulation
und Versuch. Im Vergleich zum 20C wurden hier keine Werte in der Simulation generiert,
womit das System auch direkt validiert ist.
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[ Fazit und Ausblick

Es ist im Rahmen dieser Arbeit gelungen, eine Methode zu etablieren, um die
Permeationskoeffizienten von Hautmodellen in kleinen 96 Well MES zu bestimmen. Aus
den Voruntersuchungen ist hervorgegangen, dass die Einflussfaktoren wie Porengrofie der
Membran, GrolRe des MES und verschiedene MolekulargroRen der Applikationssubstanz
einen Einfluss auf die ermittelten Permeationskoeffizienten besitzen. Beim Beachten dieser
Parameter ist es moglich, reproduzierbare Ergebnisse zu erreichen. Der methodische Fehler
ist mit bis zu ungefdhr 11 % relativ gering. Die Methode ist sensitiv genug, um
unterschiedliche Zellmodelle zu differenzieren. Somit bietet diese Methode auch eine
Madglichkeit, die Permeation von anderen Zellgeweben, wie zum Beispiel Leber, Niere oder
Darmwand zu untersuchen. Im Vergleich zum herkdmmlichen Verfahren, wie zum Beispiel
die Franz-Diffusionszelle ist diese Methode ginstiger und leichter zu handeln.

Die entwickelte Methode wurde im ndchsten Schritt verwendet, um die Permeation beim
Vollhautmodell zu bestimmen. Hierbei stellte sich heraus, dass das EpiDerm™ Modell von
Matek die besten Barriereneigenschaften besitzt. Die Vollhautmodelle 1 bis 3 zeigen
ahnliche Permeationswerte. Gerade fur das VVollhautmodell ist die Methode, die Permeation
in einem MES zu messen, ein praktikabler Ansatz. Hierdurch kann aufgrund der geringen
GroRe Material gespart werden und es sind eine hohe Anzahl an Versuchsdurchfiihrungen
mdoglich. Fir die Kosmetikindustrie ist die 20C Plattform ein innovatives Werkzeug fiir die
Substanztestung. Voraussetzung fir die Permeationsmessung ist, dass die Membranflache
des MES vollstandig mit dem Vollhautmodel abgedeckt wird. Hierbei stellt sich die
Kontraktion der Modelle als ein Problem heraus. In den ersten Versuchen mit
Vollhautmodellen konnten starke Kontraktionen beobachtet werden. Erst bei
Vollhautmodell 3 konnte durch den Einsatz von Fibringel das Problem reduziert werden.
Das Gel erlaubt eine Kontraktion in vertikaler Richtung und reduziert die Kontraktion in
horizontale Richtung.

Es konnte zusétzlich gezeigt werden, dass es moglich ist, die Permeationskoeffizienten tiber
die Kulturzeit der Vollhautmodelle zu bestimmen. Dieser Ansatz kann in der Anwendung
genommen werden, um die Barriereneigenschaften von Hautmodellen zu beurteilen.

Des Weiteren wurde herausgefunden, dass die TEER Messmethode fur so kleine Modellen
nicht gut geeignet ist. Aus diesem Grunde besitzt die in dieser Arbeit etablierte Messmethode
ein groRes Potential zur Qualitatskontrolle fur kleine Hautmodelle in MES. Somit kénnen
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zum Bespiel in vitro generierte Hautmodelle mittels der Permeationmessung auf deren
Qualitatseigenschaft gepriift werden, bevor man diese fiir die Substanztestung freigibt.

Erste Permeationsmessungen mit Nanopartikel zeigen das Potential diese Methode fur
Langzeitversuche zu nutzen. Morphologische Anderungen der Hautmodellen lassen sich gut
mit HE Féarbungen analysieren. Um genau festzustellen inwiefern die Haut von der Substanz
angegriffen wird, sollten Immunfarbungen zusatzlich benutzt werden.

Die Bestimmung von Glukoseverbrauch und Laktatproduktion in den VVollhautmodellen war
ein Ansatz, um zu prufen, ob man generell Mediumkomponenten in so einem kleinen System
messen kann. In den Versuchen wurde gezeigt, dass es durchfthrbar ist. Allerdingst ist die
Fehleranfalligkeit sehr hoch. Fur zukinftige Ansatze, gerade fur die Kosmetik- und
Pharmazieindustrie, ist das Prifen von Wirkstoffen ein wichtiger Aspekt. Aus diesem Grund
sollte man in weiteren Untersuchungen die Wechselwirkung von Wirkstoffen auf
Hautmodelle untersuchen und priifen, ob die Verstoffwechselung messbar ist.

Die Permeationsversuche wurden mit COMSOL Multiphysik simuliert, um die Diffusion
mittels Parameteroptimierung bestimmen zu kénnen. Eine gute Ubereinstimmung gab es bei
Substanzen mit geringer Molekulargrofle und bei ausgereiften Vollhautmodellen. Bei
anormalen Diffusionsprozessen kann die Simulation erweitert werden. Es wurde anhand
eines Beispiels gezeigt, dass es gut funktioniert. Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen,
um diese Simulation mit mehreren Parametern zu validieren.

Wie schon erwéhnt, ist das Programm modular, somit konnte man die Simulation direkt auf
das 20C System ubertragen. Eine Validierung zeigte, dass die Simulation mit den
experimentell ermittelten Werten gute Ubereinstimmungen aufweist. Des Weiteren kénnen
mit Hilfe des Programms physikalische Effekte dargestellt werden, wodurch Sachverhalte
verstandlicher werden. Die Simulation ist somit eine vielversprechende Mdglichkeit, die
experimentelle Methode zu unterstlitzen und auch Versuchsaufwand zu reduzieren. Des
Weiteren macht die Modularitdt des Programms es moglich, die Simulation an andere
physikalische Parameter sowie Geometrien anzupassen. Es wurde auch gezeigt, dass durch
die Erweiterung der Diffusionsgleichungen auch anormale Diffusionen mit berticksichtigt
werden konnen. Dabei handelt es sich um einen ersten Ansatz. Um die Simulation von
anormaler Diffusion genauer zu beurteilen, sind noch weitere Untersuchungen erforderlich.
Die Simulation von chemischen Reaktionen in VVollhautmodellen ist ein interessanter Ansatz
um in Zukunft auch verschiede Untersuchungen vor dem Versuch zu kombinieren oder
abzuschatzen. Dadurch kann der Versuchsaufwand reduziert werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, Permeationseigenschaft in einem
Kleinen 96 Well MES zu bestimmen. Diese Methode kann benutzt werden, um
Vollhautmodelle zu charakterisieren. Die Simulation ist eine vielversprechendere Methode,
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die experimentellen Untersuchungen zu unterstiitzen und durch die Modularitat kann diese
an verschiedene Geometrien und physikalische Effekte adaptiert werden.
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8.1 Bestimmung der Reynolds- und Machzahl

Reynoldzahl

hMOC

bMOC

Re:

= 0,1 mm (H6he des 20C Kanals an der engsten Stelle)
= 1 mm (Breite des 20C Kanals an der engsten Stelle)
= 0,01576 m/s (Mittleregeschwindigkeit bei Stufe 5)

= 0,723x10-6 m?/s (Dynamische Viskositat von Wasser bei 35°C) [111]

4-A 4- (hMOC ) bMOC)

l_: ==
U (2 -hyoc + 2+ byoc)

Flache [m]
Umfang [m]
Charakteristische Lange [m]

u-l _0,01576 m/s-0,00019 m

Re == =723 10om2/s

=4,14 K 2320

Reynoldszahl [/]

Geschwindigkeitsvektor [ = ]

Viskositt [ -]

Bei einer Geschwindigkeit von tber 8,828 m/s wird die Strdmung turbulent.
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Machzahl

u = 0,01576 m/s (Mittlere Geschwindigkeit bei Stufe 5)
= 1423,93 m/s*

u 001576 m/s
Ma =—=

= — =1,107-10"°« 1
a 142393 m/s «

Ma:  Machzahl [/]
u: Geschwindigkeitsvektor [ ? ]
a Schallgeschwindigkeit [ % ]

*Schallgeschwindigkeit im destillierten Wasser bei einer Temperatur von 37°C und
Umgebungsdruck [112].

8.2 Beschichtung der Zellkulturflaschen mit Kollagen A

Fir die Kultivierung der priméren Keratinozyten wurden die KultivierungsgefalRe mit
Kollagen A beschichtet. Hierflr wurden 5 ml Kollagen A (0,1 mg/ml gel6st in H20) in
einem KultivierungsgefaR mit einer Flache von 175 cm? gegeben und 1 h im Brutschrank
bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Kollagenlésung entfernt und mit 20 ml H.O
ausgespult. Das Kultivierungsgefal wurde 30 min zum Trocknen bei Raumtemperatur oder
uber Nacht im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert.

8.3 Methode zur Kultivierung der Zell- und Vollhautmodelle
Kultivierungssysteme ftir die Vollhautmodelle

Ein essentieller Schritt in der in vitro Kultur von Hautmodellen ist die Freilegung der
Keratinozytenschicht, damit diese in Kontakt mit Luft kommt (air lift). Dies kann mit MES
realisiert werden. In dieser Arbeit wurde das Transwell® von der Firma CORNING
verwendet. Eine weitere Problematik bei diesem System ist die Mediumversorgung. Da die
Well-Gefélie so klein sind, musste fiir den air lift das Volumen in einem 96 Well MES auf
100 pl reduziert werden. Zur Abhilfe wurden wéhrend der Kultur zwei verschiedene
Methoden verwendet, um dieses Problem zu umgehen.
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Fir die erste Methode wurden 2x8 Streifen aus dem 96 MES geschnitten. Zum Schneiden
wurde ein Skalpell mit Hilfe eines Bunsenbrenners erhitzt. Unter sterilen Bedingungen
wurde der Streifen herausgeschmolzen. Diese Streifen wurden in einer Petrischale platziert.
Um die Mediumversorgung im unteren Bereich zu gewahrleisten wurde der Streifen mit
zwei PDMS Standern angehoben (siehe Abbildung 8.1). Die Kultur erfolgt in der Petrischale.
Beider submerge (untertauchen) Kultivierung wurden 75 pl auf das Modell und 13 — 15 ml
Medium in der Petrischale appliziert.

[ position der PDMS Stander

Abbildung 8.1: Herausgeschnittene 96 MES 2x8 Streifen in der Petrischale (mit Hautmodellen) und
die Position der PDMS Abstandshalter (rot eingerahmt).

Im air lift wurde das Medium Uber dem Modell abgenommen. Das Medium in der
Petrischale wurde auf 11 — 12 ml reduziert, so dass die Membran vom MES gerade noch
benetzt ist (siehe Abbildung 8.2).

Abbildung 8.2: 96 Well MES in der Petrischale (ohne Hautmodelle) und die Benetzung der Membran
mit Medium.

Fur die zweite Methode wurden die MES einzeln aus der Platte geschnitten und in einer
Halterung aus PC eingehdngt. Die Kultur erfolgte in einer 48 Well-Platte (siehe Abbildung
8.3). Es wurden 75 pl Medium auf die Modelle gegeben und 1000 pl Medium in das Well.
Fir den air lift wurde das Medium auf dem Model entfernt und 800 pl Medium in das Well
pipettiert.
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=
- — - .
Transwell® Halterung aus PC o gy g

Abbildung 8.3: Darstellung der Transwell® Halterung aus Polykarbonat (links) und die
Positionierung in der 48 Well-Platte (rechts).

Fibrinversiegelung

Ein Tag vor der Besiedelung mit Keratinozyten wurden die VVollhautmodelle mit Fibringel
versiegelt. Dieses Gel wird aus Fibrinogen und Thrombin zusammengesetzt, welches sich
bei der Vermischung sehr schnell vernetzt. Es muss fir jedes einzelne Hautmodell eine
Fibrinlésung und eine Thrombinldsung in zwei verschiedenen Reaktionsgefalen (0,5 ml)
vorbereitet werden. Die Zusammensetzung ist der Tabelle 8.1 zu entnehmen.

Tabelle 8.1: Vorbereitung fur das Fibringel

10 pl Fibrinlésung [10 mg/ml] 10 pl Thrombinlésung [0,8 U/ml
8 ul Lésung mit Fibroblasten
(0,4*105 Fibros)

1 ul D10A 2 ul Thrombin [4 U/ml]
1 pl Fibrinogen [10 mg/ml]

8 pl CaClz (40 mM)

Generierung von Vollhautmodel 1

Im ersten Schritt zur Generierung des Vollhautmodells wurden 4,5 mm grofRe Stanzen aus
Matriderm™ Kollagen-Elastin-Matrix hergestellt. Diese wurden in PBS eingelegt und mit
einem Exsikkator 30 min lang entgast. Anschlielend wurden die Stanzen 20 min im 10A-
Medium eingelegt und in 96 Well ULA (ultra low attechment) Platten platziert. Im nachsten
Schritt wurde 50 pl Zellsuspension (1x10° Zellen/50 pl Fibroblasten in D10-Medium)
vorsichtig auf die Stanzen gegeben und fiir 10 min zum Adhérieren stehen gelassen. Es folgt
eine Kultur der Fibroblasten in der Matriderm™-Matrix fir 3 Tag im D10A-Medium. Nach
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24 h wurde das Medium gewechselt. AnschlieRend wurden die Hautmodelle in das 96 Well
MES umgesetzt. Hierfir wurden zwei 8ter Reihen aus der 96 Well MES Platte
herausgetrennt. Die 2x8 MES Reihen wurden in einer Petrischale positioniert. Es wurde so
viel Medium (D10A) in die Petrischale gegeben, bis das Medium die Membranflache unter
dem MES benetzte. Dies entspricht ungeféahr einem Volumen von 12 — 13 ml Medium. Auf
die Vollhautmodelle dem MES wurden 75 pl Medium pipettiert.

Nach einer Kultivierung von 3 — 4 Tagen im Brutschrank wurde das Medium im Donator
abgezogen. Es folgte eine Versiegelung mit Fibringel. Hierfir wurde 20 ul Fibringel auf das
Modell pipettiert und fir 1 h im Brutschrank zum Aushérten stehen gelassen. Anschlie3end
wurde Medium auf und unter das Modell gegeben und 1 Tag lang weiter kultiviert. Am
nachsten Tag wurde 75 pl Zellsuspension mit 0,8x10° Zellen/50 pl primére Keratinozyten
(in 50 % D10A + 50 % DLA) auf das Model appliziert. Das Modell wurde drei Tage lange
im Brutschrank kultiviert. Im Anschluss wurde der air lift durchgefiihrt. Das Hautmodell
wurde weitere 14 Tage im air lift kultivier.

Generierung von Vollhautmodel 2

Es wurden Matriderm™ Stanzen mit einem Durchmesser von 4,5 mm hergestellt und in PBS
gelegt. AnschlieBend wurden die Stanzen im Exsikkator entgast und fir 20 min in D10A-
Medium eingelegt. Es folgt das Besiedeln der Matriderm™ Stanzen mit Fibroblasten (1x10°
Zellen/50 pl Fibroblasten in D10). Im Anschluss wurden die besiedelten Stanzen 6 Tage
lang in 96 Well ULA Platten mit D10A kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium
(D10A) gewechselt. Am sechsten Tag wurden die Stanzen vorsichtig in das 96 MES
umgesetzt. Zum Versiegeln und Fixieren der Stanzen wurde 20 pl 60 % Kollagengel mit
Fibroblasten auf die Stanzen pipettiert. Das Kollagengel mit Fibroblasten wurde wie in
Kapitel 3.2 beschrieben hergestellt, die Zusammensetzung war wie folgt: 1,5 ml 60 %
Kollagengel (von der TU Berlin zu Verfigung gestellt), 30 pl FBS, 120 pl 10xHBSS,
4,8x10° Fibroblasten. Im Brutschrank wurde das Gel bei 37 °C fir 45 min ausgehértet. Fur
die Kultur wurden die MES in PC Halter positioniert und in 48 Well-Platten kultiviert. Es
wurden 75 pl D10A Medium auf die Modelle und 1000 pl Medium in die Wells pipettiert.
Es folgte eine Inkubation im Brutschank fir einen Tag. Anschliefend wurde das Medium
abgenommen und die Modelle mit Keratinozyten besiedelt. Hierfir wurde eine
Zellsupension mit 1x10° Zellen/75 pl in E2 Medium hergestellt. 75 pl der Zellsuspension
wurde auf die Modelle pipettiert. Nach zwei Tagen Kultur im Brutschrank mit E2 Medium,
wurde der air lift durchgefiihrt. Die Modelle wurden anschlie3end 2 Wochen weiter mit E3
Medium in der 48 Well-Platte kultiviert. Um zu vermeiden, dass das Medium an die
Oberflache der Hautmodelle vordringt, wurde das Volumen auf 800 ul reduziert. Das
Medium wurde dreimal die Woche gewechselt.
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Generierung von Vollhautmodel 3

Es wurden 4,5 mm grofe Matriderm™ Matrizen ausgestanzt, in PBS gelegt und diese
anschlieBend im Exsikkator 30 min entgast. Die entllfteten Stanzen wurden zunéchst in
D10A Medium getrankt, in die 96 ULA Platten eingesetzt und mit 50 pl Zellsuspension
(0,4x10° Zellen/50 pl in D10A-Medium) beimpft. 10 min nach der Beimpfung wurden
150 pl D10A Medium auf die Stanzen gegeben und 8 — 11 Tage lang im Brutschrank bei
37 °C und 5 % CO,-Gehalt kultiviert. Das Medium wurde dreimal in der Woche gewechselt.
AnschlieBend wurden die Stanzen in die MES eingesetzt. Je nach Versuch wurden hierfir
3x8 MES Streifen ausgeschnitten und diese mit PDMS Standern in einer Petrischale platziert
(siehe Abbildung 8.1) oder in mit einer PC Halterung in einer 48 Well Platte gehéangt (siehe
Abbildung 8.3). Darin wurde das Model 3 — 11 Tage weiter kultiviert. Es folgt die Fibringel
Versiegelung mit Fibroblasten. Nach 24 Stunden wurden das Medium tber den Modellen
entnommen und 50 pl (8x10° Zellen/50 pl im E2 Medium) Zellsuspension darauf pipettiert.
Nach 2 Stunden wurde 15 pl E2 Medium zuséatzlich auf das Modell gegeben. Die
Kultivierung erfolgte fir 5 Tage in E1 Medium, wobei nach 2 Tagen ein Mediumwechsel
durchgefiihrt wurde. AnschlieBend erfolgte der air lift. Das Medium unterhalb der Membran
wurde so eingestellt, dass die Modelle nicht von Medium berschwemmt werden (fur ein
Beispiel siehe Abbildung 8.2). Fir die air lift Kultur wurde E3 verwendet und das Medium
wurde dreimal in der Woche gewechselt. Es wurde weitere zwei Wochen kultiviert dabei
wurde dreimal die Woche das Medium gewechselt.
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